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1. Einleitung

1.1 Definition und Einteilung der Endometriose

Die gynakologische Erkrankung Endometriose (altgr. €vdov endon ,innen“, yérpa
metra ,Gebarmutter* und woig osis ,Erkrankung®) wird durch benigne
Verwachsungen von aus dem Cavum uteri verschlepptem endometrialem Gewebe
hervorgerufen. Die endometriotischen Herde sind dstrogenabhangig und kénnen zu
chronischen Entziindungen fihren (Vercellini et al., 2014). Die abgesiedelten
Gewebefragmente gelangen hauptsachlich retrograd Uber die Tuben in den
Bauchraum und zeigen zahlreiche Manifestationsorte (Abb.1).

Abb. 1: Darstellung der retrograden Menstruation und moégliche Lokalisationen der
Endometriose,
https://www.thieme.de/statics/dokumente/thieme/final/de/dokumente/tw_pflegepaeda

gogik/abb-64-11-endometriose.jpg

Durch hervorgerufene Adhasionen und das invasive Wachstum der Lasionen, ist das
Krankheitsbild der Endometriose durch starke, meist perimenstruelle Schmerzen und
Blutungen gekennzeichnet. Auch leiden die Patientinnen haufig unter Infertilitat
aufgrund von Tubenverschlissen, Ovulationsstérungen, oder wegen des
veranderten peritonealen Milieus (Badawy et al., 1984; Berkley et al., 2005;
Schweppe, 2011).




Die Endometriose chronifiziert in den meisten Fallen, da die Atiologie weitestgehend
ungeklart ist und die Behandlungsmoglichkeiten durch die haufig zu spéate korrekte
Diagnosestellung sehr eingeschréankt sind (Waller und Shaw, 1993).

Daraus resultiert eine hohe wirtschaftliche Belastung fur das Gesundheitswesen,
welche die Kosten anderer chronischer Erkrankungen, wie z.B. Morbus Crohn und
Migrane, Ubersteigen. 2007 lagen die jahrlichen Kosten flr die Endometriose in den
USA bei 22 Billionen US-Dollar (Simoens et al., 2007). In Deutschland betrug 2006
die Belastung pro Patient bei 3056€ und die Gesamtkosten fur deutsche
Krankenhauser beliefen sich auf Giber 40 Millionen Euro (Oppelt et al., 2012).
Klinischer Erstbeschreiber der Erkrankung war der deutsche Arzt Schroen (Crause
und Schron, 1690). Histologisch wurde die Endometriose 1860 erstmalig von Carl
von Rokitansky beschrieben und als Adenomyoma bezeichnet (Rokitansky, 1860).
Den Begriff Endometriose pragte spater der amerikanische Gynakologe John A.
Sampson (Sampson, 1921), der das bis heute von den meisten anerkannte
Erklarungsmodell der Transplantationstheorie lieferte und mit seinen detaillierten
wissenschaftlichen Arbeiten zum Verstandnis der Pathogenese bedeutend beitrug
(Sampson, 1927).

Beziglich ihrer Lokalisation wird die Endometriose eingeteilt in Endometriosis
genitalis interna, Endometriosis genitalis externa (Ovarien, Parametrien, Douglas-
Raum) und Endometriosis extragenitalis (Blase, Darm, Lunge). Die erste Gruppe
schliel3t die Sonderform der Adenomyosis uteri mit ein, bei der es sich um
endometriotisches Gewebe im Myometrium handelt (Renner et al., 2009).

Nisolle und Donnez (1997) unterteilten die Formen der Endometriose in drei
separate Gruppen: peritoneale Endometriose, ovarielle Endometriose und
rektovaginale Endometriose. Diese Gruppen entsprechen der gangigen Einteilung in
der aktuellen Literatur (Haas et al., 2013).

Im ICD-10 Katalog der WHO ist die Endometriose eigenstandig unter der Ziffer N80

in der Gruppe der nichtentziindlichen Krankheiten des Genitaltraktes aufgefthrt.



1.2 Morphologie und Lokalisationen

Das histomorphologische Erscheinungsbild der Endometriose grundet auf dem
Nachweis von endometriotischen Drisen und endometriotischem zytogenem
Stroma. Beide Komponenten sind histologisch identisch mit dem Epithel des
Endometriums (Clement, 2007).

Intraoperativ sind die Endometrioseherde ab einer GewebegréRe von 1mm?3
laparoskopisch sichtbar (Murphy et al., 1989; Balasch et al., 1996). Die erkennbaren
Auflagerungen sind je nach ihrem Aktivitatsgrad blau, braun, schwarz, oder weil3.
Lasionen von aktiver peritonealer Endometriose erscheinen durch ihre
Hypervaskularisierung rot und liegen in einem entzindlich-6demattsen
Gewebeverband. Sie zeigen sowohl in den Drisen als auch im Stroma eine hohe
Mitoserate und damit eine deutliche proliferative Aktivitat (Abb.2). Erscheinen die
betroffenen Areale eher braunlich, handelt es sich meist um inaktive L&sionen
(Schweppe, 2002).

Abb. 2: Darstellung von aktiven (A) und inaktiven (B) Herden peritonealer
Endometriose,

http://www.yaman.at/de/gynaekologie/endometriose/

Die abgesiedelten Endometrioseherde kdnnen invasiv Nachbarorgane penetrieren
und infiltrieren (Abb. 3). An den Ovarien entwickeln sich die endometriotischen
Lasionen zu groBlumigen und eingebluteten Zysten, den sog. Schokoladenzysten.
Etwa 52% der Endometrioseherde sind dort lokalisiert. In 60% der Falle manifestiert
sich die peritoneale Endometriose an den Ligg. sacrouterina. Weitere haufig
betroffene Lokalisationen sind die Blase und das Rektum, sowie der anatomisch

angrenzende Douglas-Raum (Schweppe, 1989; Abb. 3).



Abb. 3: Lokalisationen peritonealer Endometriose (Schweppe, 1989)

1.3 Epidemiologie der Endometriose

Die gangige Angabe zur internationalen Prévalenz der an Endometriose erkrankten
Frauen wird mit 10% der weiblichen Gesamtpopulation angegeben (Eskenazi und
Warner, 1997; Vigano et al., 2004). Abbas et al. (2012) zeigten in aktuellen Studien
jedoch, dass die Pravalenz der Erkrankung niedriger ist (7,6%), als angenommen.
Grinde fur die Korrektur der bisherigen Daten konnten der Fortschritt in der
medizinischen Diagnostik und die differenziertere  populationsspezifische
Betrachtung der Statistik sein, wie z.B. die Aufschlisselung des Patientenkollektivs
in Altersgruppen, die Abgrenzung zu endometriose-assoziierten Erkrankungen und
umfangreiche (durch Krankenkassen unterstitzte) Follow-up-Studien. Diese nach
unten Kkorrigierte Pravalenz korreliert auch besser mit der bereits publizierten
Inzidenz in der prospektiven ,Nurses’ Health Study“. Diese zeigt eine
Neuerkrankungsrate von 3 auf 1000 Personen pro Jahr in der Altersspanne von 25-
52 (Missmer et al., 2004).

Die Diagnose Endometriose gehort in den USA zum dritthaufigsten gynékologischen
Hospitalisierungsgrund, dies demonstriert die Prasenz der Erkrankung (Velebil et al.,
1995).

Von den Pravalenzen zur Gesamtbevolkerung sind die Untersuchungen von
Populationen mit endometriose-assoziierten Symptomen abzugrenzen. Hier sind die
Werte deutlich hoher, z.B. lag bei Patientinnen mit Dysmenorrhoe in 24,6% der Félle
und bei unspezifischen abdominellen Beschwerden in 45,1% der Falle eine
Endometriose vor (Ballard et al., 2008; Abbas et al., 2012).
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Die Angaben zur Pravalenz zeigen, dass diese immer eine intensive
Auseinandersetzung mit dem jeweiligen Patientenkollektiv erfordern. Viele Féalle von
Endometriose sind ,unterdiagnostiziert”, dies hat verschiedene Griinde: manche
Frauen akzeptieren ihre perimenstruellen Beschwerden, ohne sich mit mdglichen
Pathologien zu beschaftigen. Andere sind zwar erkrankt, haben aber nur milde, bis
keine Symptome (z.T. durch den Gebrauch von hormonellen Kontrazeptiva) und
suchen deshalb oft keine gynakologische Fachklinik auf (Ballard et al., 2006).
Dartber hinaus ist der Goldstandard der Laparoskopie nicht in allen Landern
etabliert, bzw. auf demselben medizinischen Niveau. Somit wird bei manchen
Patientinnen keine spezifische Diagnostik betrieben, bzw. der Kostenfaktor ist fir
manche Gesundheitssysteme zu hoch. Zusatzlich zu diesen Aspekten fehlt in vielen
Regionen das Bewusstsein und Fachwissen zu der oft verkannten Erkrankung
Endometriose. Anamnestisch riickt die Endometriose oft in den Hintergrund, oder sie
wird durch ihre multifaktorielle Symptomatik maskiert.

Ein weiteres Kriterium fur statistische Angaben zur Endometriose ist der Aspekt der
Infertilitat. Unter diesem Gesichtspunkt betrachtet, liegt die Rate der
Endometrioseerkrankungen bei diesem Patientenkollektiv bei 30-50% (Rogers et al.,
2009). 60% der Frauen, die aufgrund von Fertilititsproblemen eine diagnostische
Laparoskopie durchlaufen haben, zeigten in den Untersuchungen eine Endometriose
(Ledger, 1999). Der Zusammenhang zwischen Endometriose und Infertilitdt besteht
oft in der mechanischen Beeintrachtigung durch die L&sionen. Es kommt zu
Adhéasionen und in 34% der Falle zu sekundéaren Tubenverschliissen (Schmeisser et
al., 1996). Auch die Qualitat des ovariellen Gewebes und der Oozyten ist deutlich
herabgesetzt. Das gesamte peritoneale Milieu ist darlber hinaus durch
inflammatorische Zytokine und die aktivierte zellulare Immunabwehr erhéhten
Entzindungswerten ausgesetzt (Manolopoulos und Tinneberg, 2005). Diese
Faktoren erhdhen die Problematik der Infertilitat bei Endometriosepatientinnen.

Die dargestellten Daten zeigen, dass die jeweiligen epidemiologischen Angaben
immer im Kontext gesehen werden muissen und der Bezug klar sein muss, um sie

differenziert zu interpretieren.

1.3.1 Risikofaktoren der Endometriose

Es sind einige Risikokonstellationen bekannt, die eine Endometrioseerkrankung
begunstigen. Die gangigsten Faktoren beziehen sich auf die Menstruation und
Reproduktion (Missmer und Cramer, 2003). Die Risikofaktoren mit der hdchsten

Ubereinstimmung fiir eine Endometriose waren ein frilhes Alter der Menarche, ein
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kurzer menstrueller Zyklus und Nulliparitat. Ein umgekehrtes Verhaltnis ergab sich
fur die Hohe des Body Mass Index.

Auch die Untersuchung von relevanten Umweltfaktoren, welche eine Endometriose
begunstigen kdnnten, sind bereits diskutiert worden. Beispielsweise zeigte sich bei
der Analyse von Rhesusaffen, welche einer hohen radioaktiven Strahlenbelastung
ausgesetzt waren, eine hohere Disposition zur Endometriose (Fanton und Golden,
1991). Zusatzlich konnte eine Korrelation zwischen einer Dioxin-Belastung und
Endometrioseerkrankungen im Tiermodell bestatigt werden (Rier et al., 1993).
Basierend auf diesen Daten wurde in Belgien (einem Land mit nachweislich héherer
Dioxin Exposition) eine Untersuchung durchgefihrt, in der sich eine deutliche
Steigerung in der Haufigkeit und Schwere der Auspragung von Endometrioseféllen
beobachten lie3 (Koninckx et al., 1994). Diese Vermutung wird durch die erhdhte
Inzidenz von Endometrioseerkrankungen unter Dioxin-Belastung bestarkt (Mayani et
al., 1997).

Ein weiterer pradisponierender Faktor ist der Einfluss von oxidativem Stress. Es
wurde gezeigt, dass bei Endometriosepatientinnen ein Missverhéltnis zwischen
Oxidantien und Antioxidantien vorliegt. Die Rolle von freien Radikalen und die
erhbhte  Konzentration der reaktiven  Sauerstoffspezies (,ROS*, z.B.
Superoxidanionen und Hydrogenperoxid) im Endometriosesekret, konnte mehrfach
nachgewiesen werden (Szczepanska et al., 2003; Agarwal et al., 2004). Jedoch
bleibt fraglich, ob freie Radikale die Erkrankung begunstigen, oder ob sie lediglich

als eine natirliche Abwehrreaktion des Kérpers auf Endometriose zu werten sind.

1.3.2 Genetik der Endometriose

Weitere epidemiologische Datenerhebungen beschaftigen sich mit dem Aspekt einer
erblichen Komponente der Endometriose. Tatsachlich konnten in mehreren Studien
erhohte Pravalenzen von Endometrioseféllen bei Verwandten 1. Grades festgestellt
werden. Diese Ergebnisse bestatigten sich sowohl im Tiermodell bei Primaten, als
auch bei humanen Untersuchungspopulationen (Kennedy et al., 1995; Kennedy,
1997). Moen (1994) zeigte dartiber hinaus in Studien von homozygoten Zwillingen
eine erhdhte Korrelation von symptomatischer Endometriose.

Um ethnische Unterschiede in der Auspragung und Haufigkeit von Endometriose
darzustellen, wurden Patientinnen aus Malaysia und England verglichen (Arumugam
und Templeton, 1992). Es zeigten sich mehr Falle von Endometriose bei den
asiatischen Frauen. Im Vergleich dazu waren ultra-orthodoxe Frauen

verhaltnismanig seltener von Endometriose betroffen (Bocker et al., 1994). Bei der
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Interpretation dieser Daten muss jedoch bedacht werden, dass es sich um sehr
kleine und selektierte Populationen handelt. Damit ist keine statistisch klare und
randomisierte Auswahl getroffen worden. Die Daten sind nur begrenzt auswertbar
und auf die jeweilige Gesamtpopulation nicht zu Ubertragen.

Eine genetische Ursache der Endometriose wird bis heute kontrovers diskutiert. Ein
spezifisches ,Endometriose-Gen“, oder ein bestimmter Gen-Locus konnte jedoch
bisher, trotz der Entschlisselung des Genoms, nicht identifiziert werden. Jedoch
wurden bereits 904 DNA-Sequenzen mit noch unbekannten Funktionen (sog.
.ESTs", Expressed Sequence Tags) gefunden, welche spezifisch flr
Endometriosegewebe sind, finf lokationsspezifische Gen-Cluster wurden identifiziert
und 79 Signalwege gefunden, in denen diese Gene eine Rolle spielen (Wu et al.,
2006). Auch Variationen im Gen fur Cytochrom P450 (CYP2C19) werden im
Zusammenhang mit Endometriose diskutiert (Painter et al., 2014).

Auch wenn dieser Durchbruch irgendwann gelingen wirde, ware es noch ein sehr
langer Prozess, bis sich daraus eine therapeutische Relevanz im klinischen Alltag
ergeben wirde, bzw. wére zuerst an eine diagnostische Relevanz fur eine

Subgruppe zu denken (wie z.B. BRCA1/2 beim Mamma-Ca).

1.4 Atiologie und Pathogenese der Endometriose

Es existieren viele Erklarungsmodelle zur Entstehung der Endometriose. Trotz
jahrzehntelanger Endometrioseforschung und einer immensen Anzahl von
Publikationen auf diesem Gebiet konnte die Pathogenese noch nicht in Ganze
geklart werden. Die wichtigsten Theorien werden im Folgenden dargestellt. Deren
Konsequenz und Interpretation wird in der Diskussion (Kapitel 5) ausfuhrlich

erlautert.

1.4.1 Transplantationstheorie

Die 1927 von John A. Sampson postulierte Transplantationstheorie (Synonym:
Implantationstheorie) basiert auf der Annahme, dass eutopes Endometrium Uber
retrograde Menstruation in die Bauchhohle verschleppt wird und dort durch
Implantation zu endometriotischen Verwachsungen fuhrt (Sampson, 1921, 1927).
Diese alteste Hypothese zur Atiologie der Endometriose wurde durch zahlreiche
Studien bekréaftigt:

Es konnte nachgewiesen werden, dass der Prozess der retrograden Menstruation

bei 90% aller Frauen im reproduktiven Alter vorkommt (Halme et al., 1984; Liu und

7



Hitchcock, 1986). Damit ist dieses Phdnomen als physiologisch anzusehen und gilt
vor allem fir die peritoneale Endometriose als anerkannte und akzeptierte Erklarung.
Im retrograden Gewebe des Menstrualblutes konnten sowohl endometriale Drisen
als auch endometriales Stroma nachgewiesen werden (Cron und Gey, 1927; Halme
et al., 1984; Witz, 2002).

Sampson geht in seinem Modell davon aus, dass eutopes endometriales Gewebe,
ahnlich wie bei der Metastasierung von Tumorzellen, in die Bauchhdhle disseminiert
und sich dort als endometriotische Foci adharieren und dann implantieren.

Warum dann nicht der Grof3teil der Frauen an Endometriose erkranken, und welche
weiteren Faktoren (immunologisch, genetisch und embryonal) bei der Pathogenese
eine Rolle spielen, konnte von Sampson nicht beantwortet werden und ist bis heute

Gegenstand der Forschung.

1.4.2 Metaplasietheorie

Die (Zo6lom-) Metaplasietheorie schreibt dem pluripotenten Zdlomepithel der
Urogenitalfalte den Ursprung der Endometriose zu (Meyer, 1919). Dabei wird eine
metaplastische Umwandlung des peritonealen Mesothels in Endometriumgewebe
angenommen. Es wird vermutet, dass dieser Prozess in manchen Lokalisationen
exogenen und lokalen Stimuli unterliegt (Nap et al., 2004). Basierend auf diesen
Daten postulierten Nisolle und Donnez (1997) drei Entitdten der Endometriose mit
jeweils spezifischen Formen der Pathogenese:

Das Metaplasie-Potenzial von peritonealem Zolom-Mesothel verursacht die
Endometrioseherde in der Bauchhdhle. Als weitere Entitét entstehen die L&sionen
und Zysten im Ovar aus Invaginationen des Cortex und metaplastischem
Zdlomepithel. Die dritte Entitdt der rektovaginalen Endometriose erklarten Nisolle
und Donnez (1997) mit der Metaplasie der Reste des Miiller-Gangepithels und durch
sekundare Infiltration peritonealer Endometriose in den Douglas-Raum. Auch

vermuteten sie dabei die Abhangigkeit von exogenen Stimuli.

Die beiden dargestellten Erklarungsmodelle der Transplantations- und
Metaplasietheorie wurden in der sog. Induktionstheorie vereint:

Endometriose entsteht laut dieser Theorie aus undifferenzierten Zellen, welche sich
durch endogene immunologische und biochemische Stimuli des Endometriums zu
Endometrioseherden entwickeln (Witz, 1999).

AuBerdem wurde das Konzept der retrograden Menstruation dahingehend

modifiziert, dass es sich bei den verschleppten Zellen nicht um eutopes,
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differenziertes Endometrium handelt, sondern um embryonale und adulte
Stammzellen. Es konnten spezifische Oberflachenmarker identifiziert werden,
sodass Anhanger dieser Theorie davon ausgehen, dass sich die Stammzellen in die
Bauchhohle implantieren und dort metaplastisch zu Endometrioseherden
differenzieren (Gotte et al., 2008).

1.4.3 Archimetra-Konzept, Tissue injury and repair (TIAR)

Leyendecker und Wildt (2012) gehen anatomisch von einer zweigeteilten Struktur
des Uterus aus. Die ,Archimetra“ besteht aus dem Endometrium und dem Stratum
subvasculare des Myometriums. Ihr werden die Funktionen der Reproduktion und
Infektabwehr zugeschrieben. Die zweite Komponente ist die sog. ,Neometra“ und
setzt sich aus den zwei &aulReren Muskelschichten (Stratum vasculare und
subvasculare) zusammen und erfillt mechanische Aufgaben wahrend des
Geburtsvorganges (Leyendecker und Wildt, 2012).

Die Endometriose wird als eine Erkrankung der Archimetra angesehen. Dabei
handelt es sich um Verénderungen im eutopen Endometrium und eine archimetrale
Funktionsstorung, die sich in Hyper- und Dysperistaltik dufRert. Die Veranderungen
im Endometrium werden als Folge von wiederkehrenden Autotraumatisierungen
gesehen und auf den erhohten intrauterinen Druck von Endometriosepatientinnen
zurickgefihrt. Diese Traumata l6sen Prozesse des Gewebeumbaus aus, fihren zu
einem lokalen archimetralen Hyperestrogenismus und resultieren in einer erhthten
Peristaltik (Leyendecker et al., 2009). Dieser komplexe Prozess aus
Gewebetraumatisierung- und reparatur wird in Abb. 4 dargestellt.

Durch die verstarkte Desquamation und die veranderten Druckverhaltnisse gelangt
zusatzlich ein Anteil der Basalis retrograd in die Bauchhdhle. Die endometriotischen
Verwachsungen resultieren demnach aus einer Hypermenorrhoe von tiefem

Endometrium (Leyendecker, 2002).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Pathophysiologie von Endometriose und

Adenomyose auf der Grundlage des TIAR-Systems (Leyendecker und Wildt, 2012)

1.4.4 Alternative Theorien zur Atiologie

Neben den dargestellten Hauptmodellen zur Pathogenese der Endometriose werden
noch weitere Ansétze vorgestellt.

Die Embyonaltheorie geht von einem alleinigen Ursprung der Endometriose aus den
Uberresten des Epithels der Muller'schen Gange aus (Von Recklinghausen, 1896).
Ein weiterer Grund fir eine embryonale Abstammung ist die Darstellung von
extrauterinem Endometrium in Autopsien von Feten. Diese Féalle beweisen, dass es
bei der Verschleppung von endometrialem Gewebe aus dem Uterus nicht immer
einer retrograden Menstruation bedarf (Signorile et al., 2012).

Das Prinzip der lymphatischen und vaskuldren Metastasierung basiert auf der
Annahme, dass die Dissemination von Gewebefragmenten des Endometriums nicht
Uber retrograde Menstruation, sondern Uber andere Transportprozesse stattfindet.
Bereits Sampson zeigte in den Studien zur Transplantationstheorie, dass
endometriales Gewebe in uterinen Venen von Frauen mit Adenomyose
nachgewiesen werden kann (Sampson, 1927). Endometriose konnte auch in

Lymphknoten bei Autopsien und Lymphadenektomien nachgewiesen werden
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(Javert, 1952; Mechsner et al., 2008). Diese Beobachtungen kénnten die seltenen
Falle von extraperitonealer Endometriose erklaren.

Letztlich scheint das Immunsystem zusatzlich zu den vielféltigen Erklarungsmodellen
eine Rolle zu spielen. In der Literatur sind Verdnderungen in der humoralen und
zellularen Immunabwehr bei Endometriosepatientinnen (z.B. die Aktivitat von
regulatorischen T-Lymphozyten) und im peritonealen Sekret beschrieben (Gogacz et
al., 2014).

Beispielsweise zeigt ektopes Endometrium eine Expression des Komplementfaktors
C3 und hat damit die Fahigkeit zur Induktion des unspezifischen humoralen
Immunsystems (Isaacson et al., 1989). Darlber hinaus wurde die Aktivierung von
Makrophagen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren in peritonealem Sekret,
ausgehend von endometriotischen Foci, beobachtet (Gazvani und Templeton, 2002).
Die Frage bleibt, ob diese Phanomene die Erkrankung Endometriose ursachlich
hervorrufen, oder ob sie lediglich eine Folgeerscheinung der Endometriose sind und
damit aus der Reaktion der peritonealen Umgebung entstehen.

1.5 Klinik und Symptomatik der Endometriose

Das Leitsymptom der Endometriose ist mit einer Haufigkeit von 60-88% die
sekundare Dysmenorrhoe, welche mit krampfartigen und anhaltenden Schmerzen
vor und wahrend der Menstruation einhergeht (Schindler, 2007). 38-84% der
Patientinnen geben einen unspezifischen Unterbauchschmerz an. In 25-76% der
Falle berichten die betroffenen Frauen zusatzlich von einer Dyspareunie
(schmerzhafter Geschlechtsverkehr). Weitere Symptome sind Menorrhagien (starke
und lange Periodenblutungen) und Abdominalbeschwerden. Je nach der
Lokalisation des Endometrioseherdes, kommt es haufig zu Dyschezie und rektalen
Blutungen, sowie zu Hamaturie und Dysurie (Schindler, 2007).

Die beschriebene Symptomatik tritt verstarkt perimenstruell auf, da auch das ektope
endometriale Gewebe einem hormonabhangigen Zyklus unterliegt. Patientinnen
berichten jedoch héaufig von einer Chronifizierung der Schmerzen. Die Intensitat der
Schmerzen und das jeweilige Stadium der Endometrioseerkrankung korrelieren
dabei jedoch nicht miteinander (Fedele et al., 1990; Berkley et al., 2005). Mechsner
et al. (2007) konnten den direkten Kontakt zwischen sensiblen Nervenfasern und
Lasionen peritonealer Endometriose korrelieren. Es wurden schmerzleitende
Substanz-P  positive  Nervenfasern in der direkten Umgebung von
Endometrioseherden  gefunden. Dieser Aspekt konnte die immense

Schmerzentwicklung im Verlauf der Erkrankung erklaren.
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Einen weiteren groRen Teilaspekt stellt die Infertilitat dar. Die Problematik des haufig
unerfiillten Kinderwunsches von Endometriosepatientinnen wurde bereits in Kapitel
1.3 dargestellt.

Mogliche Differentialdiagnosen sind symptomgebunden und reichen vom Fachgebiet
der Urologie (z.B. chronischer Harnwegsinfekt, rezidivierende/akute Zystitis, Blasen-
Ca) bis hin zur Gastroenterologie (z.B. Colitis, Divertikulose, Obstipation) (Schindler,
2007). Diese Bandbreite zeigt die Schwierigkeiten in der Diagnosestellung der
Endometriose. Eine vergleichende Studie von Endometriosepatientinnen aus
Deutschland und Osterreich zeigte, dass im Durchschnitt zwischen dem Auftreten
der ersten endometriotischen Symptome bis hin zur exakten Diagnose, ca. 10,4
Jahre vergehen. Die Konsultationszeit bis zum ersten gynékologischen Arztbesuch
lag bei 2,7 Jahren und die Latenz bis zur Diagnosesicherung betrug noch einmal 7,7
Jahre (Hudelist et al., 2012). Diese Angaben zur Verzogerung der Diagnostik liegen
Uber den bereits publizierten Daten von Ballard et al. (2006) und konnten auf
folgende Aspekte zuriickzufihren sein:

Manche Symptome bessern sich evtl. schon nach der Gabe von NSAR durch den
Allgemeinarzt und werden erst zu einem spateren Zeitraum wieder klinisch manifest.
Auch die Einnahme von oralen Kontrazeptiva kann die Erkrankung supprimieren und
die Diagnose hinauszogern. Manche Frauen akzeptieren diese zyklischen
Beschwerden jedoch auch bis zu einem hohen Schmerz-Niveau. Die Zahl der
Frauen, die mindestens eine Fehldiagnose im Verlauf ihrer Erkrankung bekamen,
liegt bei 74,3% und ist hoch signifikant fur die beschriebene Grundproblematik
(Hudelist et al., 2012).

Das Risiko einer malignen Entartung auf der Grundlage einer Endometriose, ist mit
weniger als 1% sehr selten. In diesen Fallen handelt es sich zu 80% um

Ovarialkarzinome multifaktorieller Genese (Ulrich et al., 2003).

1.6 Klassifikationssysteme der Endometriose

Da die Laparoskopie als Goldstandard in der Diagnostik der Endometriose gilt,
wurden bestimmte Klassifikationsmodelle eingefiihrt, die intraoperativ Aufschluss
Uber das jeweilige Stadium der Erkrankung liefern. Sie sollen ein standardisiertes
Verfahren darstellen, um das Ausmal3, die Lokalisation und die Gré3e der Lasionen
zu dokumentieren und sie statistisch auswertbar zu machen.

Die 1979 erstmalig formulierte Klassifikation der ,American Fertiliy Society" (seit
1995 ,American Society for Reproductive Medicine®) unterscheidet vier Stadien der
Endometriose und wurde 1985 Uberarbeitet. Der aktuelle ,rAFS-Score” (Abb. 5)

12



bezieht sich auf die Anzahl, Gro3e und Lokalisation der Endometriose. Anhand der
Schweregrade kénnen der Verlauf und die Therapieoptionen abgeschatzt werden
(Revised American Fertility Society classification of endometriosis: 1985). Ein
Nachteil dieses Systems ist, dass es weder die Endometriosemanifestationen in der
Vagina, im Darm und in der Blase erfasst, noch die meist tief infiltrierenden Lasionen
in extraperitonealen Lokalisationen einschlie3t. Auch Uber den makroskopischen
Aktivitatsgrad gibt die rAFS-Klassifikation keine Auskunft.

Um besonders die tief infiltrierenden Endometrioseherde Kklassifizieren und eine
Aussage Uber die Penetration von Nachbarorganen treffen zu kénnen, wurde 2003
die ,ENZIAN-Klassifikation“ entwickelt (Tuttlies et al., 2005). Die Defizite der rAFS-
Klassifikation sollten damit ausgeglichen und erganzt werden. Dieses, von der
Stiftung fir Endometriose-Forschung Deutschland und der Villacher-Endometriose-
Arbeitsgruppe verfasste System, lehnt sich an das Prinzip eines onkologischen
Stagings an. Nicht nur die drei Raumachsen werden zur Angabe der Lokalisation
verwendet, sondern auch die Infiltrationsfliche- und tiefe sind in der
Stadieneinteilung enthalten. Aul3erdem ist eine Erweiterung fir extragenitale
Manifestationen hinzugefugt worden (Tuttlies et al., 2005). Das in Abb. 6 dargestellte
Klassifikationsmodell soll den bereits weltweit anerkannten rAFS-Score erganzen
und besonders bei der tief infiltrierenden Endometriose eine qualitativ hochwertigere
Dokumentation gewahrleisten. Beide Systeme wurden vergleichend analysiert und
besonders die ENZIAN-Klassifikation gilt es aufgrund ihrer einfachen Handhabung
und Vollstéandigkeit Gber den deutschsprachigen Raum hinaus zu etablieren (Haas et
al., 2013).
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Abb. 5: Die rAFS-Klassifikation der Endometriose (Revised American Fertility

Society classification of endometriosis: 1985)

Abb. 6: Die ENZIAN- Klassifikation der Endometriose (Tuttlies et al., 2005)
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1.7 Diagnostik und histologische Klassifikation der Endometriose

Bis heute gibt es noch kein anerkanntes Screening-Verfahren fir
Endometriosepatientinnen. Die grundsatzliche Diagnostik beginnt daher bei
endometriose-assoziierten ~ Schmerzen  immer mit  einer  ausflhrlichen
gynakologischen Anamnese und kdrperlichen Untersuchung. Diese beinhaltet die
Inspektion, eine  bimanuelle  Untersuchung und eine transvaginale
Ultraschalluntersuchung (Hudelist et al., 2010). Bei dem Verdacht auf eine tief
infiltrierende Endometriose, ist eine digital-rektale Untersuchung unerlasslich.
Weitere bildgebende Verfahren, wie CT und MRT Untersuchungen, sind nur in
bestimmten Fallen indiziert, jedoch zur Abschétzung der Infiltration von
Nachbarorganen bei der tief infiltrierenden Endometriose nutzlich (Bianek-Bodzak et
al., 2013). DarlUber hinaus ist ein laborchemischer und damit nichtinvasiver
Nachweis der Endometriose bisher noch nicht gelungen. Zwar ist die Konzentration
des Tumormarkers CA125 bei Patientinnen mit Endometriose erhoht, jedoch ist
dieser nicht spezifisch fur die Erkrankung und wird wenn udberhaupt nur zur
Detektion von postoperativen Rezidiven genutzt. Die Identifikation weiterer
Biomarker ist Gegenstand der aktuellen Forschung (Fassbender et al., 2013). Die
intraoperativentnommenen Praparate gilt es daher aufzubereiten und auf ihre
Dignitat hin histologisch zu beurteilen. Der in der Onkologie gangige
immunhistochemische Marker CD10 wird auch in Fallen von Endometriose zur
Detektion und Abgrenzung potentieller Herde verwendet. Zusétzlich wird das
epitheliale Antigen Ber-Ep4 flr die histologische Klassifikation diskutiert (Capobianco
et al., 2013). Immunhistochemische Marker, welche Endometriosefoci in allen
Lokalisationen mit derselben Sensitivitat und Intensitidt darstellen, sowie auch
Frihformen der Endometriose erfassen, sind bisher nicht bekannt und Gegenstand
der vorliegenden Arbeit.

Trotz der Mdglichkeit einer immunhistochemischen Féarbung ist die zusatzliche
histologische Begutachtung der Biopsien durch einen Pathologen obligat, um
mdogliche Differentialdiagnosen, wie z.B. Ovarialzysten anderer Genese,

Ovarialkarzinome, oder Endometriumkarzinome auszuschliefRen.

1.8 Therapieansatze der Endometriose

Insgesamt gibt es drei Therapieansatze zur Behandlung von Endometrioseherden.
Diese beinhalten sowohl medikamentdse, als auch operative und kombinierte

Verfahren. Eine konservative medikamentbse Therapie orientiert sich an der
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Ostrogenabhangigkeit der Endometriose (Evans et al., 1999). Die hypodstrogene
Therapie basiert auf der Suppression hypophysarer Gonadotropine und verursacht
eine Atrophie des eutopen und ektopen Endometriums. Die operative Therapie
mithilfe der laparoskopischen Entfernung der L&sionen stellt den Goldstandard dar
(Abbott et al., 2004). Die nachfolgende histologische Sicherung der Diagnose ist
dabei obligat und immer abzuwarten, da die makroskopischen Befunde nicht immer
eindeutig sind (Walter et al., 2001). Insgesamt sind jedoch der Therapieerfolg und
das Rezidivrisiko sowohl von der Schwere der Erkrankung, als auch vom
Erkrankungsalter abhangig (Waller und Shaw, 1993). DarlUber hinaus steigt die
Wahrscheinlichkeit fir die Erhaltung der Fertilitat und fur einen milden
Krankheitsverlauf mit einer frihzeitigen Diagnosestellung (ACOG Committee
Opinion, 2005).

Die im Folgenden dargestellten Algorithmen zum Behandlungskonzept der
Endometriosemanifestationen ist der offiziellen S2k-Leitlinie fir die Diagnostik und
Therapie der Endometriose entnommen (Deutsche, Osterreichische, Schweizerische
und Tschechische Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe e. V., 2013). Alle
Behandlungen setzen eine ausfiihrliche und symptombezogene gynakologische
Anamnese voraus.

Bei der Diagnostik der Adenomyose ist die vaginale Sonografie das Mittel der Wabhl.
Zur zusatzlichen Darstellung der genauen Infiltrationstiefe, kann eine MRT-
Untersuchung erganzt werden. Beweisend ist jedoch letztendlich der histologische
Befund im Hysterektomie-Praparat. Bei abgeschlossener Familienplanung und
anhaltender Symptomatik ist das operative Verfahren der Hysterektomie der
Goldstandard. Die Einlage eines Gestagen-lUP und eine medikamentds induzierte
Amenorrhoe, durch den Gebrauch eines oralen Kontrazeptivums im Dauerzyklus,
sind Alternativen. Zur Verkleinerung der Adenomyose kann eine vorlaufige Therapie
mit GhRH-Analoga versucht werden.

Fur die Behandlung der peritonealen Endometriose steht ebenfalls eine kombinierte
Therapie im Vordergrund. Die Medikamente beziehen sich auf eine therapeutische
Amenorrhoe durch die Suppression der ovariellen Funktion (Gestagene, orale
Kontrazeptiva und bei Dysmenorrhoe GnRH-Analoga). Der Nutzen einer
postoperativ medikamentdsen Rezidivprophylaxe ist nicht erwiesen. Neben der
vaginalen und rektalen Untersuchung ist die diagnostische und therapeutische
Laparoskopie bei der peritonealen Endometriose das Mittel der Wahl. Dabei ist noch
nicht geklart, ob die Verfahren der Koagulation, Vaporisation und Exzision
gleichwertig sind. Eine zusatzliche Bildgebung (MRT, CT und Ultraschall) ist bei dem

Ausschluss einer zusatzlichen tief infiltrierenden, oder ovariellen Endometriose, nicht
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indiziert. Eine alleinige medikamenttse Therapie kann ,off-label* Gber den Gebrauch
eines IUP mit Levonogestrel erfolgen. Die Kosten und Nebenwirkungen der
Medikamente sind hoch, jedoch liefert das Progestin und orale Gestagen Dienogest
(©Visanne) viel versprechend anhaltende und gute klinische Effekte.

Die tief infiltrierende Endometriose wird meist allein aus der Klinik gestellt. Die
Spekulum Untersuchung und rektovaginale Tastuntersuchung, sowie der vaginale
und transabdominelle Ultraschall, sind dabei obligat. Eine rektale Endosonografie
und eine MRT-Untersuchung sind bei tiefen Rektuminfiltrationen und Herden im
Sigmoid indiziert. Die Sanierung der Herde sollte operativ in toto erfolgen, dabei
muassen in Einzelfallen Kompromisse fur den Erhalt der Fertilitat getroffen werden.
Diese Entscheidungen sollten aufgrund der Komplexitat des Eingriffes in
spezifischen Fachkliniken unter interdisziplinarem Konsens erfolgen. Wegen der
Gefahr einer stummen Hydronephrose, sollte eine postoperative
Ultraschalluntersuchung der Nieren dringend durchgefiihrt werden. Auch der Nutzen
einer postoperativen Gestagenmonotherapie ist erwiesen.

Die ovarielle Endometriose wird Uber die vaginale Sonografie diagnostiziert. Sie
zeigt ein typisches Echomuster und ist oft mit tief infiltrierender Endometriose
vergesellschaftet. Fir bessere Operationsbedingungen kdnnen GnRH-Analoga die
Herde verkleinern, postoperativ zeigen sie keinen Nutzen zur Rezidivprophylaxe. Die
Primartherapie besteht in der operativen Entfernung des Zystenbalgs. Eine alleinige
medikamentdse Therapie ersetzt die operative Sanierung nicht und ist unzureichend.
Die Operation erfolgt in der Regel ovarerhaltend, wobei ein extraktionsbedingter
Oozytenverlust zur Einschrankung der Fertilitat fihren kann.

Insgesamt liegen jedoch die Rezidivraten flir erneute perimentruelle Schmerzen und
weitere Endometrioseherde funf Jahre nach einer operativ und medikamentos
behandelten Endometriose trotzdem zwischen 20 und 80% (Waller und Shaw, 1993;
Borghese et al., 2014).

Die EinbuB3en in der Lebensqualitat der Patientinnen, sowohl im Berufs- als auch im
Privatleben, machen die Integration von psychosomatischen Behandlungsaspekten
unverzichtbar. Durch einen langjahrig unerfillten Kinderwunsch und haufig
assoziierte  somatoforme  Schmerzstérungen, ist die  Entwicklung von
multidisziplinaren Therapiekonzepten besonders wichtig. Auch das Angebot von
Selbsthilfegruppen und RehabilitationsmaRnahmen sollte in Anspruch genommen
werden.

AbschlieBend verdeutlicht Abb. 7 das praktische Vorgehen und die

Behandlungsprinzipien zur Abklarung der Dysmenorrhoe und zyklischen
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Unterbauchbeschwerden, sowie das Procedere bei endoskopisch diagnostizierter

Endometriose.

KOK = kombiniertes orales Kontrazeptivum

Abb. 7: Behandlungsschemata (Schweppe, 2011)
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Pathogenese der Endometriose ist bis heute nur unzureichend geklart. Die
Literatur diskutiert verschiedenste Ansdtze und Theorien zur Entstehung der
Erkrankung. Die klinische Relevanz der Klarung dieser Debatte zeigt sich in der
hohen Préavalenz der Endometriose und im Leidensdruck der Patientinnen.

Die Arbeit soll einen Beitrag leisten zur Erfassung und Abgrenzung des
gynakologischen Krankheitsbildes der Endometriose in verschiedenen eutopen
Geweben. Dabei lag der Focus auf der Identifikation von Epithelialmarkern, welche
in Kombination mit der histologischen Beurteilung das Endometrium von erkrankten
und gesunden Frauen sensitiv und einheitlich darstellen.

Das Prinzip eines solchen histologischen Nachweises zur Detektion von Geweben
desselben Ursprungs wird schon lange interdisziplindr angewendet. Verschiedenste
Biomarker fur spezifische Gewebe werden zum Staging von malignen und benignen
Neoplasien verwendet und geben Aufschluss Uber das jeweilige Ausmaf3 der
Erkrankung und das urspringliche Gewebemuster. Somit kann zum Beispiel mithilfe
von charakterisierten Biomarkern bei unklaren Metastasen der Primértumor
identifiziert werden. Diese Vorgehensweise entspricht dem Konzept der
vorliegenden Arbeit.

Im weiteren Verlauf sollte demnach erortert werden, ob die erfassten Proteine auch
in endometriotischen Lasionen exprimiert werden und wenn ja in welcher Intensitat.
Die Gemeinsamkeiten und Unterschiede sollten erarbeitet und immunhistochemisch
dargestellt werden. Um die Ergebnisse statistisch auswerten zu kénnen, wurden in
der Studie die drei wichtigsten Erscheinungsbilder der Endometriose (in den
Ovarien, im Peritoneum und tief infiltrierende Endometriose) mit besonderer
Berticksichtigung der endometriotischen Driisen untersucht. Die Klassifizierung und
Analyse der spezifischen Lokalisationen wurde vergleichend analysiert.

Die Fragestellung der Arbeit zielte auf die Verifizierung oder Falsifizierung der
Behauptung, dass es sich bei ovarieller, peritonealer und tief infiltrierender
Endometriose um verschiedene Entitdten handle. Dazu galt es in erster Linie die
geeigneten Marker zu identifizieren und die Datenerhebung statistisch auswertbar zu
machen. Des Weiteren lag das Ziel der Arbeit darauf, die Endometrioseherde
vergleichend zu klassifizieren, um den Gewebeursprung der endometriotischen
Drisen mdoglichst genau zu analysieren. Damit sollte ein klinischer Ansatz zur
histologischen Detektion von Endometriose verfolgt werden, um evtl. ein Screening
fur verdachtige Biopsien zu ermdéglichen, aber auch eine therapeutische Relevanz

aus diesem monoklonal vermuteten Ursprung zu entwickeln.
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3. Material und Methode

3.1 Material

3.1.1 Gewebeproben

In der vorliegenden Studie wurden seit 2009 Gewebeproben in einer Datenbank
gesammelt und analysiert. Die Zustimmung der Ethik-Kommission des Fachbereichs
Medizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en erfolgte im selben Jahr (95/09). Die
Einwilligung zur Gewebeentnahme wurde durch einen Aufklarungsbogen unter
arztlicher Aufsicht schriftich bestatigt. Uber die Teilnahme an einem
Forschungsvorhaben waren alle mit Verdacht auf Endometriose erkrankten
Patientinnen informiert und einverstanden. Fir die zusétzliche Erfassung klinischer
Informationen wurde bei jeder Patientin ein Endometriose-Fragebogen ausgewertet.
Dieser wurde vom Institut far Gynakologie und Geburtshilfe des
Universitatsklinikums Gief3en entworfen und umfasst anamnestische Fragen zur
Familie der Patientin, deren Alltagsgewohnheiten, aktuelle Beschwerden und
Zyklusanalysen, sowie Fragen zum Krankheitsverlauf (kompletter Fragebogen im
Anhang).

In Fallen von tief infiltrierender Endometriose (DIE) wurde neben der klinischen
Untersuchung auch das bildgebende Verfahren des MRTs genutzt. Intraoperativ
wurden die Herde anhand des international anerkannten rAFS-Scores und mithilfe
der ENZIAN-Klassifikation beurteilt (Haas et al., 2013).

Alle Biopsien wurden laparoskopisch entnommen und anschlieRend fir ca. 48
Stunden unter Lichtausschluss in Bouin’scher L6sung fixiert. Fur die histologische
Abklarung durch einen Pathologen wurde auch Formaldehyd verwendet. Nach der
Fixierung erfolgte die Bearbeitung und Einbettung der Biopsien mithilfe eines
Paraffineinbettungsautomaten  (TP1050, Firma Leica). Dieser Vakuum-
Gewebeinfiltrationsautomat entwassert die Proben und bettet diese mit flissigem
Paraffin ein (Tabelle 1). Die Biopsie hartete dann in einer quadratischen Giel3form
auf einer Kihlplatte aus. Die abgekihlten Gewebeblocke wurden vor der
Bearbeitung mit dem Rotationsmikrotom im Kdihlschrank gelagert und vor der
weiteren Bearbeitung fur mindestens 24 Stunden gekihlt.

Durch ein speziell entworfenes Codierungs-System wurden die Patientendaten der
jeweiligen Préparate vor der immunhistochemischen Bearbeitung verblindet. Durch

die Codierung wurde eine formale Anonymisierung der Daten und eine
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untersucherunabhangige, unvoreingenommene  Auswertung der Studie

gewabhrleistet. Die jeweiligen Gegenfarbungen wurden mit Hamatoxilin durchgefihrt.

Tab. 1: Protokoll des Paraffineinbettungsautomaten TP1050 (Firma Leica)

Arbeitsschritte  Wiederholung Zeit Material Temperatur

1. Entwéasserung 1x 2 Std. Ethanol (80%) Raumtemperatur
1x 2 Std. Ethanol (96%) Raumtemperatur
3x 3 Std. Ethanol (100%) Raumtemperatur

2. Klarung 1x 1 Std. Xylol Raumtemperatur
2X 45 Min.  Xylol Raumtemperatur

3. Einbettung 3x 40 Min. Paraffin 59°C

In der vorliegenden Arbeit wurden 158 Proben aus einem Kollektiv von 115
Patientinnen und insgesamt 102 immunhistochemisch  nachgewiesenen
endometriotischen Foci untersucht. Das Alter der Patientinnen lag zwischen 25 und
71 Jahren. Die Praparate wurden in funf Gruppen aufgeteilt: Uteri mit und ohne
Endometriose, peritoneale Endometriose, ovarielle Endometriose und tief
infiltrierende Endometriose (DIE). Die Aufteilung entspricht den gangigen Entitaten
fur die Einteilung der Erkrankung (Nisolle und Donnez, 1997).

Tabelle 2 fasst das untersuchte Patientenkollektiv zusammen und gibt einen
Uberblick tber die Verteilung in den jeweiligen Gruppen. Bei den methodisch
negativen Praparaten war kein Endometriosegewebe im Anschnitt vorhanden. Somit
konnten diese nicht in die Kontrollgruppe mit aufgenommen werden. Bei den
statistisch negativen Praparaten fand sich keine Endometrioseléasion im Anschnitt,
dafur aber in anderen Lokalisationen. Demnach gehdrten diese Patientinnen im
Kollektiv zur Auswertungsgruppe der an Endometriose erkrankten Frauen, jedoch
konnte der einzelne negative Serienschnitt nicht in die Gesamtwertung mit
aufgenommen werden.

Die Selektion der zur Verfigung gestellten Préparate erfolgte anhand der
pathologischen Gutachten des Instituts fir Pathologie des Universitatsklinikums
Giellen (Institutsdirektor Prof. Dr. S. Gattenldhner). Diese beinhalteten eine
Einschatzung der Einsendung und der Makroskopie des Praparates, eine
abschlie3ende histologische Beurteilung und Hinweise fur Malignitat.

Unabhéangig von diesen offiziellen Gutachten, wurde der Grof3teil der geféarbten

Biopsien zuséatzlich vergleichend von Dr. M. Frank (Institut fur Pathologie am
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Universitatsklinikum Giel3en) beurteilt. Die Préaparate wurden auch hier verblindet
und ohne zusatzliche Gewebeinformation bearbeitet, sodass die Analyse der

Endometrioselasionen und der Lokalisationsprofile der Marker objektiv war.

Tab. 2: Ubersicht iiber das ausgewertete Patientenkollektiv

Uterus ohne Uterus mit Peritoneale Ovarielle DIE*

Endometriose Endometriose Endometriose Endometriose

Patienten 16 26 33 36 14
Foci 16 28 54 43 17
Positivkontrolle
Foci 11 17 43 28 17
Negativkontrolle
Foci 5 11 11 15 0
Statistisch
negativ 0 11 5 2 0
Methodisch
negativ 5 0 6 13 0
Median 45,5 Jahre 45 Jahre 34,5 Jahre 34 Jahre 33 Jahre
(Range) (30-67 Jahre) (25-69 Jahre) (22-46 Jahre) (25-49 Jahre)  (28-46 Jahre)

* DIE= deep infiltrating endometriosis, tief infiltrierende Endometriose

3.1.2 Puffer und Chemikalien

Im Folgenden werden die fir die Immunhistochemie verwendeten Puffer und
Chemikalien aufgefuhrt.

Zur Gewebefixierung wurde Bouin’sche Lésung verwendet. Die Stammldsung
besteht aus 500ml Pikrinsdure (Firma Fluka, Sigma-Aldrich) und 167ml Formaldehyd
37% (Firma Merck). Die Gebrauchslésung beinhaltet 30ml Stammlésung und 1,5ml
Eisessigsaure 100% (Firma Merck).

Fur die Spulvorgange wurde phosphatgepufferte Salzlésung (0,02 M) verwendet.
Der PBS-Puffer (,Phosphate buffered saline®) wurde mit 2000ml destilliertem Wasser
und vier PBS-Tabletten (ohne Calcium, Magnesium und Phenolrot, pH 7,4) der
Firma Gibco® (Life Technologies) hergestellt.

Zur Antigendemaskierung wurde ein Citratpuffer genutzt. Dieser besteht aus einem
pH-basierten Gemisch aus Zitronensaure und Natriumcitrat. Zur Herstellung dieses
Puffers wurden 21,01g einer Zitronensaure (Endkonzentration: 0,1 M) der Firma

Merck und 1000ml destilliertes Wasser zu einer Losung A vermischt. Die Losung B
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(0,1 M Natriumcitratldsung) wurde aus 29,41g Natriumcitrat (Firma Merck) und
1000ml destilliertem Wasser hergestellt. Die Gebrauchslésung fir die
Immunhistochemie setzt sich zusammen aus 25ml Losung B mit 290ml destilliertem
Wasser. Unter einer pH-Kontrolle wurde dann die Lésung A hinzugegeben bis der
gewilnschte pH-Wert von 6,0 erreicht wurde.

Fur die Antigendemaskierung wurde eine Wasserstoffperoxid/Methanol-Losung
verwendet. Diese beinhaltete 5ml von 30%igem H,O, (Firma Roth) mit 45ml
gekuhltem Methanol (Firma Sigma-Aldrich).

Zur besseren Auswertung der Marker und zur Reduktion von Hintergrundfarbungen
wurde zusatzlich 1,5% Rinderserumalbumin verwendet. Dieser BSA-Puffer (,Bovine
Serum Albumin®) bestand aus 1g BSA Pulver aus proteinasefreiem Albumin der
Fraktion V (Firma Roth) und 70ml PBS-Puffer, sowie aus 21ul des nichtionischen
Tensides Triton-X100 (Firma Merck).

Fur die eigentliche Féarbereaktion wurde eine DAB-Losung (Wasserstoffperoxid-
Chromogen-3,3' Diaminobenzidin aus dem EnVision+™ System der Firma Dako)
verwendet. Als Nachweis von gewebseigenen Peroxidasen und als Substrat der
Meerrettichperoxidase (HRP) wurde 1ml Substrat Puffer und 1 Tropfen Chromogen
zu einer Gebrauchslosung vermischt. Diese Losung wurde kurz vor der Detektion
immer frisch angesetzt.

Sonstige verwendete Chemikalien waren fir die Entparaffinierung Ethanol (>99,6%
Neutralalkohol, Firma Berkel AHK), Xylol (Firma VWR) und der Xylol-Ersatz Neo-
Clear (Firma Merck Millipore). Weiterhin wurde Hamalaun nach Mayer (Firma
Waldeck GmbH) und Eosin B (Firma Sigma- Aldrich) fiir die Gegenfarbung und die
HE-Farbung verwendet, sowie das Eindeckmedium Eukitt® (Firma Fluka, Sigma-
Aldrich), Real Antibody Diluent (Firma Dako) und Paraffin zur Einbettung der

Biopsien (Firma Prolab).

3.1.3 Antikdrper

Zur Detektion der im Endometrium und in den endometriotischen Foci exprimierten

Proteine wurden drei Antikdrper identifiziert.

3.1.3.1 Priméarantikorper

Das epitheliale Transmembran-Antigen (EMA) Mucin-1 (MUC-1) qilt als Marker fur
apikale Lokalisationen und Differenzierungsprozesse. Es findet sich in fast allen

Epithelzellen und besitzt eine besonders lange extrazellulare Doméne (Brayman et
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al., 2004). Der monoklonale Mausantikorper der Firma DakoCytomation (D&nemark)
wurde bei 2-8°C gelagert und in der Studie zun&achst mit einer 1:100 Verdinnung
getestet. Das optimale Verdinnungsverhaltnis fir die Biopsien der
Endometriosepatientinnen lag bei 1:200 mit einer DAB-Farbezeit von 46 Sekunden.
Das niedermolekulare Typ A Cytokeratin 18 (CK18) wird in einfachen Epithelien,
Flimmerepithelien und ductalen Epithelien exprimiert und gehdért zur Gruppe der
Intermediarfilamente (Bader et al., 1988). Der monoklonale Kaninchenantikérper der
Firma Epitomics (Abcam® Company, USA) wurde bei -20°C gelagert. Die
Anfangsverdinnung des Anti-Cytokeratin 18 Antikorpers wurde bei 1:100 belassen
und die DAB-Féarbezeit lag bei 22 Sekunden.

Das saure Typ A Cytokeratin 19 (CK19) wird vornehmlich in normalen Epithelzellen
exprimiert, auch in Drisenepithelien und eingeschrankt ebenfalls in mehrschichtigen
Epithelien (Bartek et al., 1986). Der polyklonale Kaninchenantikérper der Firma
Novus Biologicals® (GB) wird bei -20°C gelagert und wurde mit einer Verdinnung
von 1:100 getestet. Die besten immunhistochemischen Ergebnisse wurden mit einer
Verdinnung von 1:300 bei einer DAB-Férbezeit von 46 Sekunden erzielt.

3.1.3.2 Sekundarantikorper

Die verwendeten Sekundarantikbrper fur die immunhistochemischen Farbungen
werden im Folgenden beschrieben.

Fur den Nachweis der endometriotischen Foci wurde das EnVision+System — HRP
Labelled Polymer der Firma Dako (Hamburg, DE) angewendet. Die
Sekundarantikdrper der entsprechenden Spezies waren gebrauchsfertig und wurden
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (oder tGber Nacht bei 4°C).

Die Farbungen mit MUC-1 wurden mit dem Sekundarantikérper Ziegen-Anti-Maus Ig
(K4001, Firma Dako) bearbeitet. Fir die Darstellungen mit den Markern CK18 und
CK19 wurde der Sekundarantikorper Ziegen-Anti-Kaninchen Ig (Firma Dako, K4003)

verwendet.
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3.1.4 Laborgerate und sonstige Materialien

Die zusatzlich verwendeten Gerate, Computerprogramme und Materialen werden im
Folgenden aufgelistet:

e Softwareprogramme: Adobe Photoshop CS2; Adobe lllustrator CS2; FSX-
BSW Software (Olympus); Microsoft Office Word,
Powerpoint und Exel 2003

e Fotomikroskop FSX100 (Firma Olympus)

e Lichtmikroskope: Mikroskop Dialux 20 (Firma Leitz), Mikoskop Leitz

Laborlux S (Firma Leica Biosystems)

¢ Rotationsmikrotom mit Wasserbad (Firma Leica Biosystems)

e Paraffineinbettungsautomat TP1050 (Firma Leica Biosystems)

e pH-Meter ,SevenEasy” (Firma Mettler Toledo)

e Gourmetgarer ,MultiGourmet plus FS20R” (Firma Braun)

e Inkubator ,Function line UT12" (Firma Heraeus)

e Mini-Zentrifuge (Firma Sprout)

e Schuttelgerat (Firma IKA)

e Magnetruhrer (Firma Roth)

e Pipetten und Pipettenspitzen (Firma Eppendorf)

o Deckglaser 20x26, 22x22 (Firma R. Langenbrinck)

o ,SuperFrost Plus" Objekttrager (Firma R. Langenbrinck)

o Dako-Pen (Firma Dako)

o Kivetten (Firma Roth)

e Feuchte Kammern

e Bleiblockchen
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3.2 Methode

3.2.1 Paraffinschnitte

Die Gewebebiopsien wurden in Paraffin eingebettet (Tab. 1). Daraufhin wurden von
den gekihlten und ausgeharteten Gewebebldcken mit einem Rotationsmikrotom
5um diinne Serienschnitte erstellt. Nach dem Schneiden rutschten die Schnitte in ein
Wasserbad (Raumtemperatur). AnschlieBend lieR man sie zunadchst in einem
weiteren Wasserbad auf einer Wasseroberflache (45 °C) aufschwimmen, um sie
durch die Oberflachenspannung zu gléatten. Dann wurden beschichtete SuperFrost
Plus Objekttrager unterhalb der Wasseroberflache schrag unter die Schnitte
geschoben, welche durch Adh&sionskrafte am Glas hangen blieben und somit auf

die Objekttrager aufgezogen wurden.

3.2.2 Immunhistochemie (IHC)

3.2.2.1 Grundlagen der Methode

Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf der Visualisierung von bestimmten
Strukturen und Proteinen mithilfe von enzymgekoppelten Antikbrpern. Dabei wird die
Affinitdt von verschiedenen Gewebeeigenschaften, den sog. Epitopen, zu
spezifischen Antikorpern genutzt. Diese gehen dann Uber eine Antigen-Antikdrper-
Reaktion eine hochaffine Bindung ein. In einem zweischrittigen Farbemechanismus
wird dann die gesuchte Struktur sichtbar gemacht.

In der Wissenschaft gehoért dieses Verfahren zu den gangigen Methoden zur
Darstellung und Detektion von Proteinen. Diese koénnen mithilfe der
Immunhistochemie durch ihre spezifische Antigen-Expression identifiziert und
klassifiziert werden.

Die einzelnen Schritte werden im Folgenden erlautert.

Das Einbettungsmedium Paraffin muss fur die Bearbeitung der Biopsien zunachst
gelost werden. Dazu werden die Schnitte entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert. Bei der Fixierung mit Formalin und Bouin’scher Ldsung
entsteht eine Quervernetzung der Proteine (sog. ,crosslinking®). Diese wird durch ein
Hitze-induziertes Antigen-Retrieval (Epitop-Demaskierung) teilweise rickgéngig
gemacht und die Epitope liegen nun weitestgehend frei vor. In weiteren Schritten
muss die endogene Peroxidase der Zellen blockiert und andere unspezifische

Proteinreaktionen reduziert werden, damit lediglich die Peroxidase des
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Sekundéarantikorpers dargestellt wird. Dazu werden die Proben mit einem
Wasserstoffperoxid/Methanol-Gemisch  behandelt. Um weitere unspezifische
Farbereaktionen und mogliche Hintergrundfarbungen zu reduzieren, werden die
Proben zusétzlich mit Rinderserumalbumin blockiert. Auch langere Inkubationszeiten
tragen zu einer optimalen Darstellung der Antigen-Antikorper-Reaktion bei. Auch
wenn diese methodisch aufwandiger sind, ermoglichen sie auch einen besseren
Nachweis von niederaffinen Antikdrpern. Durch zu lange Inkubation kann jedoch
durch Endprodukthemmung der Meerrettichperoxidasen (HRP) die
Hintergrundfarbung ansteigen.

Die Visualisierung der Antigen-Antikoérper-Bindung erfolgte in der vorliegenden Arbeit
mithilfe der zweischrittigen Methode des EnVision+™ Systems der Firma Dako.
Diese polymerbasierte Detektion beruht auf einem Dextrangerist mit einer Vielzahl
von identischen Enzymmolekilen, welche an Sekundérantikérper binden, die
spezifisch fur Anti-Maus oder Anti-Kaninchen Immunglobuline sind (Abb. 8). Somit
erfolgt eine universelle Reaktion mit jedem gewebegebundenen Antikérper, der
meist einen Maus- oder Kaninchen Ursprung hat. Durch die polymerbasierte
Erkennung ist die Sensitivitit dieser Methode deutlich hoher, als bei anderen
immunhistochemischen Verfahren, wie z.B. der LSAB-, oder der ABC- Methode
(Kumar und Rudbeck, 2009). Weiterhin ist die verwendete polymerbasierte Methode
im direkten Vergleich mit den anderen durch ihr besseres Signal- und
Hintergrundverhaltnis qualitativ deutlich hochwertiger und besser auswertbar.

Im ersten Schritt der IHC bildet sich eine Primarantikérper-Antigen-Bindung aus. Die
verwendeten Primarantikorper sind von Maus- oder Kaninchenhybridomen generiert.
Der verwendete Sekundarantikdrper ist dann entsprechend gegen Maus- oder
Kaninchenimmunglobuline gerichtet, welche an ein Dextrangerist geknipft sind.
Zusatzlich ist dieses Polymer mit mehreren tausend Meerrettichperoxidasen (HRP)
gekoppelt. Im zweiten Schritt reagieren diese HRP-Enzyme dann mit der
hinzugegebenen Wasserstoffperoxid-Chromogen-3,3° Diaminobenzidin  (DAB)-
Losung. Diese markiert im Praparat dann das gekoppelte Epitop mit einer
Braunfarbung und stellt den erfolgreich gebundenen Antikérper dar. Der
Verstarkereffekt dieser Methode basiert damit auf den mehrfach gebundenen
Peroxidasen, welche die Farbereaktion hervorrufen (Abb. 8).

Die Gegenfarbung zur Darstellung des Gesamtgewebes erfolgt mit Hamatoxilin und
erzeugt eine Blaufarbung, welche in deutlichem Kontrast zu den braun markierten

Strukturen steht und eine genaue Beuteilung der Expressionsmuster ermoglicht .
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Abb. 8: Polymerbasierte Zweischritt- Methode mit dem Dako EnVision+™ System

3.2.2.2 Protokoll der Immunhistochemie an Formalin- und Bouin- fixierten

Gewebeschnitten

In der vorliegenden Arbeit wurde mit einem speziell entwickelten und
standardisierten IHC-Protokoll gearbeitet.

Zur Vorbehandlung wurde als erster Schritt die Paraffineinbettung der fixierten
Gewebeschnitte zersetzt. Dazu wurden die Préparate fir eine Stunde mit dem Xylol-
Ersatz NeoClear behandelt und somit entparaffiniert. AnschlieRend wurden die

Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (Tab. 3).
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Tab. 3: Protokoll zur Entparaffinierung und Rehydrierung von

Gewebeschnitten bei Raumtemperatur

Arbeitsschritte Wiederholungen Zeit Medium
1. Entparaffinierung 3X 20 Min.  NeoClear
2. Rehydrierung 2X 5 Min. Ethanol (100%)
2X 5 Min. Ethanol (96%)
2X 5 Min. Ethanol (70%)
1x 5 Min. Destilliertes Wasser

Um die Vernetzung der Proteine Hitze-induziert zu I6sen (Epitop-Demaskierung),
wurden die Gewebeschnitte fir 20 Minuten in einem Gourmetgarer bei 100°C erhitzt.
Die Schnitte lagen dabei in einem Citratpuffer (pH 6), welcher zehn Minuten zuvor
separat erwarmt worden war. Die Proben wurden fir weitere 20 Minuten im
Gourmetgarer abgekuhlt. Daraufhin wurden die Schnitte drei Mal fur funf Minuten mit
einem 0,02 M PBS-Puffer unter Schitteln gespdilt.

Zur Blockierung der endogenen Peroxidasen wurden die Praparate fir 30 Minuten
mit einem dreiprozentigen Wasserstoffperoxid/Methanol-Gemisch bei
Raumtemperatur versetzt. Das Methanolgemisch wurde unter dem Abzug
abgegossen und die Schnitte wurden drei Mal fur funf Minuten mit 0,02 M PBS-
Puffer gespult.

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren und damit Proteininteraktionen zu
reduzieren, wurden die Proben fur 20 Minuten mit 1,5%igem BSA-Puffer
(Rinderserumalbumin) behandelt. Die Losungsreste liefen von den Objekttragern auf
Zellstoff ab und wurden vorsichtig mit faserfreien Tilchern trocken gewischt, wobei
das Gewebe benetzt blieb. Dieser Bereich wurde dann mit dem Dako-Pen
umzeichnet, um den spater pipettierten Primarantikorper auf den umschriebenen
Gewebebereich zu begrenzen, ohne dass er sich auf dem gesamten Objekttrager
verteilte.

Die verwendeten Primarantikdrper (CK18, CK19 und MUC-1) wurden alle zunachst
in einer 1:100 Verdunnung getestet. Als Verdinnungsmedium wurde die Lésung
Real Antibody Diluent der Firma Dako verwendet. Die Verdinnungen wurden
gewebespezifisch getestet und unter Berlicksichtigung der Signalstarke und der
Hintergrundfarbung (Signal-Rausch-Verhaltnis) angepasst (Kapitel 3.1.3.1).

Pro Objekttrager wurden auf das markierte Gewebestlick 100ul der jeweiligen

Primarantikoérperverdiinnung pipettiert. Die Praparate wurden lber Nacht bei 4°C
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(oder fur 30 Minuten bei 37°C) inkubiert und zum Schutz vor Austrocknung in
feuchten Kammern gelagert.

Am folgenden Tag lieR man den Uberstand der Primarantikorper auf Zellstoff
ablaufen. Der Uberschiissige, sowie nicht gebundene Anteil, wurde durch
dreimaliges Spulen mit PBS-Puffer (0,02 M) fir jeweils finf Minuten abgewaschen.
AnschlieBend wurden ca. drei Tropfen der gebrauchsfertigen Sekundarantikdrper
der jeweiligen Spezies (Ziegen-Anti-Maus Ig fir MUC-1 und Ziegen-Anti-Kaninchen
Ig fur CK18/19) auf die Gewebeschnitte verteilt. Die Praparate wurden dann fir 30
Minuten bei Raumtemperatur (oder Uber Nacht bei 4°C) in einer feuchten Kammer
inkubiert. Die verwendeten feuchten Kammern sind lichtundurchlassige PVC-
Behélter mit Deckeln. Die Objekttrager liegen auf Stegen, welche an der Unterseite
mit angefeuchtetem Zellstoff ausgekleidet sind. Somit trocknen die Praparate
wahrend den Inkubationszeiten nicht aus und sind vor auR3eren Einfllissen geschutzt.
Der Uberstand der Sekundéarantikérper wurde wieder entfernt und die Objekttrager
wurden erneut drei Mal fur funf Minuten mit PBS-Puffer gespult. Danach wurden die
Objekttrager vorsichtig trocken gewischt und in einer feuchten Kammer unter dem
Abzug positioniert.

Fur die Farbereaktion des gebundenen Polymers wurde die DAB-LOsung aus dem
Liquid DAB+ Substrate Chromogen System der Firma Dako verwendet. Es wurden
pro Schnitt ca. drei Tropfen der DAB-L6sung auf die Gewebeschnitte aufgetragen.
Unter standiger lichtmikroskopischer Kontrolle wurde der Farbegrad und die
Farbezeit fur die jeweiligen Antikdrper beobachtet und dokumentiert (Kapitel 3.1.3.1).
Die Uberschissige DAB-LOsung wurde entfernt und der Farbeprozess durch das
Eintauchen der Schnitte in destilliertes Wasser und dreimaliges Spuilen (ebenfalls mit
destilliertem Wasser) in einer Kivette beendet. AnschlieRend wurden die Praparate
wieder in eine feuchte Kammer gelegt. Die Gegenfarbung des umliegenden
Gewebes erfolgte fir 15-20 Sekunden mit Hamatoxilin nach Mayer. Diese Ldsung
enthalt einen basischen Farblack in saurem Milieu (pH 3-4), welcher durch
Chelatbildung an das Substrat bindet. So entsteht eine gegen weitere Spulgdnge mit
Ethanol resistente Farbung. Das Uberschissige Hamatoxilin wurde mit destilliertem
Wasser abgespult und abschlieBend in einer Kivette fir ca. zehn Minuten mit
Leitungswasser geblaut. Durch den pH-Wert des Wassers (6,8—7,0) wurde der pH-
Wert der Farbung angehoben. Damit zeigten die immunhistochemischen Praparate
eine typische blau-violette Farbung.

Als letzter Schritt wurden die Gewebeschnitte eingebettet. Dazu wurden die
Praparate rehydriert und mit Xylol versetzt. Nach einem letzten Spulvorgang fir finf

Minuten mit destilliertem Wasser konnten die Gewebe mit dem Eindeckmedium
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Eukitt® eingedeckt werden (Tab. 4). Dazu wurden die gewebefreien Areale der
Objekttrager mit faserfreien Tuchern trocken gewischt und die Biopsien mit einem
Tropfen des Mediums benetzt. Die Deckglaser wurden bis zur Trocknung der

Schnitte mit kleinen Bleiblécken beschwert.

Tab. 4: Protokoll der Arbeitsschritte mit dem Eindeckmedium Eukitt®

Arbeitsschritte Wiederholungen Zeit Medium
1. Rehydrierung 2X 2 Min. Ethanol (70%)
2X 2 Min. Ethanol (96%)
2X 2 Min. Ethanol (100%)
2. Losung 1x 2 Min. Xylol
1x 2 Min. Xylol
3. Spulen 1x 5 Min. Destilliertes Wasser
4. Eindecken Eukitt®

3.2.3 Negativkontrollen

Parallel zu den immunhistochemischen Farbungen mit den beschriebenen
Antikdrpern, wurden negative Reagenzkontrollen durchgefiihrt. Damit konnte
Uberprift werden, ob die angewendeten Systeme ausschlief3lich die erwiinschten
Antigene markierten und spezifisch fur die Antigen-Antikdrper-Bindung waren. Diese
Kontrollen wurden mit demselben immunhistochemischen Protokoll bearbeitet,
jedoch anstelle der Primérantikorper wurde lediglich die Verdinnungslosung Real
Antibody Diluent zur Inkubation auf die Gewebeschnitte gegeben. Dadurch konnten
falsch-positive  Reaktionen ausgeschlossen werden und das verwendete
Detektionssystem wurde auf seine Sensitivitat und Spezifitat getestet.

Durch die eindeutige und reproduzierbare Beurteilung im Lichtmikroskop wurde kein

weiterer Beweis fur die Glltigkeit der Methode bendtigt.
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3.2.4 Auswertung und Dokumentation der immunhistochemischen

Nachweise

Die Analyse der jeweiligen Lokalisationsprofile der getesteten Antikorper an den
Biopsien der endometriotischen Lasionen erfolgte Uber eine lichtmikroskopische
Beurteilung (Lichtmikroskop Dialux 20). Dabei lag der Schwerpunkt auf der
Bewertung der angefarbten Drisenherde, auf deren Epithel und auf der stromalen
Umgebung. Besonders wichtig waren die Gesichtspunkte der Sensitivitat und
Spezifitat der Marker, sowie die durchgéngige Erfassung der jeweiligen Strukturen.
Alle positiven Endometriosefoci wurden mit dem Fotomikroskop FSX 100 fotografiert
und dokumentiert. Die Ubersichtsbilder wurden als Microsoft Office PowerPoint
Prasentationen archiviert. Die standardisierte Bildbearbeitung wurde mit Adobe
Photoshop durchgefuihrt. Zusatzlich wurden die codierten Patienteninformationen
und der histopathologische Befund hinzugefiigt. Die tabellarische Zusammenfassung
des ausgewerteten Patientenkollektivs mit allen drei Markern erfolgte mit Microsoft
Office Exel 2003. Die Aufteilung der Gruppen wurde mithilfe der folgenden Entitaten
festgelegt: Endometriose des Uterus, peritoneale Endometriose, tief infiltrierende

Endometriose und ovarielle Endometriose.

3.2.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte mithilfe
einer Vierfelder-Kontingenztafel mit dem exakten Test nach Fisher. Die Klassifikation
der Ergebnisse wurde (Uber die Haufigkeitsverteilung der gefarbten
Endometrioseherde in den verschiedenen Gruppen vorgenommen. Die Sensitivitat
wurde Uber den Anteil der korrekt als positiv klassifizierten Farbungen an der
Gesamtheit der tatsachlich positiven Patientinnen berechnet. Diese ,Richtig-Positiv-
Rate* wurde der ,Falsch-Negativ-Rate" (Anteil der falschlich als negativ
klassifizierten Praparate von erkrankten Frauen) gegenuber gestellt. Damit konnte
ein positiver Vorhersagewert und eine bedingte Wahrscheinlichkeit fur die
analysierten Daten berechnet werden.

Da in allen Farbungen die dargestellten Herde komplett positiv waren, gab es keine
Abstufungen in der Sensitivitat der Positivkontrollen und somit keine Probleme in der
Zuordnung der gefarbten Areale.

Bei den Praparaten der Uteri von gesunden Frauen waren alle Farbungen von
physiologischem Endometrium ohne pathologischen Befund in der Positivkontrolle.

Die Negativkontrolle beschrankte sich auf die methodisch negativen Praparate, bei
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denen keine Endometriumdrisen im Anschnitt dargestellt waren. Bei den
Patientinnen mit Endometriosis genitalis interna, peritonealer Endometriose, tief
infiltrierender Endometriose und ovarieller Endometriose wurden alle Schnitte mit
gefarbten Endometrioselasionen der Positivkontrolle zugeordnet. Die Gruppe der
Negativkontrolle beschrankte sich auf methodisch und statistisch negative
Praparate. Bei den methodisch negativen Farbungen war kein Endometriosegewebe
im Anschnitt vorhanden. Bei den statistisch negativen Farbungen zeigte sich kein
Endometrioseherd im angeschnittenen Gewebe, aber in Biopsien anderer

Lokalisationen der gleichen Patientin.
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4. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Klassifikationssystem entwickelt um
physiologisches Gewebe des Urogenitaltraktes von pathologischem Gewebe
abzugrenzen. Dabei lag der Schwerpunkt auf den Gemeinsamkeiten und
Unterschieden zwischen eutopem endometrialem Gewebe und ektopem
endometriotischem Gewebe.

Das Prinzip des histologischen Nachweises zur Detektion von Geweben desselben
Ursprungs wird schon lange in der Immunologie, der Onkologie und der Pathologie
angewendet. Biomarker fur spezifische Gewebe werden zum Staging von malignen
und benignen Neoplasien verwendet und geben Aufschluss Uber das jeweilige
Ausmald der Erkrankung. Dartber hinaus kann mithilfe von Biomarkern ein
Primartumornachweis bei Metastasen unklaren Ursprungs erfolgen. Diese
Vorgehensweise wurde in der vorliegenden Arbeit gewahlt. Mit der Charakterisierung
des physiologischen Gewebes durch die Epithelialmarker konnte ein Abgleich mit
den ektopen Geweben erfolgen und die Kombination aus histologischer und
immunhistochemischer Beurteilung ermdglichte einen genauen Vergleich der
verschiedenen Entitaten.

In der Studie wurde demnach gezielt nach Proteinen gesucht, welche sowohl im
physiologischen  Endometrium, als auch in pathologisch veranderten
endometriotischen L&sionen vorhanden sind. Die experimentelle Analyse sollte
helfen die Pathogenese der Endometriose aufzuklaren.

Fur den immunhistochemischen Nachweis wurden die Cytokeratine CK18, CK19
und das Transmembranprotein MUC-1 als epitheliale Marker identifiziert. Die
Untersuchung der Expressionsmuster erfolgte zundchst an 44 Biopsien des Uterus
(n=42 Patientinnen). Es handelte sich um Praparate des Endometriums von
Patientinnen mit und ohne Endometriose. In der Positivkontrolle wurden 17 Foci von
15 an Endometriose erkrankten Patientinnen untersucht. In der Gruppe der
Endometriose-negativen Patientinnen wurden 11 Foci von 11 Patientinnen
ausgewertet. Der Nachweis der drei Marker erfolgte an Serienschnitten, sodass die
Lokalisation und das Muster der Herde nachvollziehbar und vergleichbar waren.

In Abb. 9 wird das ausgewertete Patientenkollektiv der positiven und negativen

Endometriosepatientinnen aus der Gruppe der Uteri schematisch zusammengefasst.
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Endometriotische Foci

Endometriale Foci (n=16) (n=28) von Patientinnen mit
von gesunden Patientinnen Endometriosis genitalis
(n=16) interna (n=26)
e A
Positivkontrolle ** Negativkontrolle Positivkontrolle * Negativkontrolle
n =11 Foci von n =5 Foci von n =17 Focivon n =11 Foci von
n =11 Patientinnen n =5 Patientinnen n = 15 Patientinnen n =11 Patientinnen
\ y,
( ) \
davon 5 Foci davon 11 Foci
methodisch neg.** [ statistisch neg.**
\ J

*! entspricht physiologischem Endometrium ohne pathologischen Befund
*2 keine Endometriumsdriisen im Anschnitt
*3 davon 14 Foci von 12 Pat. mit Adenomyosis uteri

** keine Endometriose im untersuchten Gewebe, aber in anderer Lokalisation

Abb. 9: Schema des Patientenkollektivs der immunhistochemisch dargestellten Uteri

Alle drei Marker zeigten sich hoch sensitiv, sowohl fir endometriale Driisen, als auch
fur fast alle Epithelzellen. Alle Proteine waren im Zytoplasma der Epithelialzellen
identisch lokalisiert und zeigten keine spezifischen Unterschiede im Farbemuster.
Daruiber hinaus waren sie in allen Drisenstrukturen positiv und es zeigten sich keine
Unterschiede zwischen Proben von gesunden Patientinnen und an Endometriose
erkrankten Patientinnen (Abb. 10+11).

Das Zytoplasma der in Abb. 10A einschichtig hochprismatischen Driisenepithelien ist
homogen gefarbt mit einer leichten basal-luminalen Betonung bei allen drei Markern.
In Abb. 10B ist das Epithel ebenfalls einschichtig, jedoch tangential angeschnitten
und erscheint dadurch stellenweise mehrschichtig. Das Farbemuster bzgl. der
Intensitdt und der Durchgéngigkeit ist im MUC-1 und CK19 Prdparat am
deutlichsten. Die Driisenherde liegen in beiden Darstellungen eingebettet im
zytogenen Stroma, welches periglanduléar dichter ist. Alle drei Marker zeigen
identische Farbecharakteristika und sind sowohl in ihrer Intensitat als auch in ihrem

Lokalisationsprofil vergleichbar.
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MUC-1 CK18 CK19
B
MUC-1 CK18 CK19

Abb. 10: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer
Adenomyose an Praparaten des Uterus; A: Patientin mit herdformiger Adenomyosis
uteri, sowie Endometriosis genitalis externa. VergroRerung x17; B: Patientin mit
Anteilen einer Adenomyosis uteri der Uterushinterwand. Es zeigen sich

Stromaverdichtungen und Blutungsresiduen. Vergrof3erung x17

Die physiologischen Drisenverbande aus dem Endometrium von Endometriose-
negativen Patientinnen zeigen ein homogenes Farbemuster bei allen drei Markern
(Abb. 11). Die vorwiegend einschichtig hochprismatischen Driisenepithelien sind
durchgangig dargestellt mit einer leichten Iluminalen Verstarkung. In der
unmittelbaren Driisenumgebung finden sich keine Formen von verdichtetem
zytogenen Stroma. Das in Abb. 11A dargestellte Endometrium lasst sich klar vom
Myometrium abgrenzen und liegt einheitlich im Gewebeverband.

Im direkten Vergleich der Lokalisationsprofile ergaben sich keine Unterschiede
zwischen den Endometrien der gesunden und der erkrankten Frauen. Auch die
Intensitét und die Homogenitat der Farbungen sind in beiden Féllen identisch und

das gesamte Driisenepithel wird erfasst.
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Abb. 11: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in
physiologischem Endometrium an Préparaten des Uterus; A: Uteruspréparat einer
gesunden Patientin mit physiologischem Endometrium in der Sekretionsphase.
VergroRerung x4,2; B: Uteruspraparat einer gesunden Patientin mit physiologischem

Endometrium in der Proliferationsphase. Vergrof3erung x17

Zusammenfassend sind in Tab. 5 die Ergebnisse der Farbungen mit allen drei
Markern MUC-1, CK18 und CK19 und die statistisch erhobenen Parameter fir die
gesamte Gruppe der Uteri aufgelistet.

Tab. 5: Auswertung und statistische Kriterien der gefarbten Praparate aus dem

Uterus (mit und ohne Endometriose)

Marker Farbung Drisen* Keine Driisen  SEN SPE PPV NPV*
Farbung 28 0

MUC-1 Keine Farbung 0 16 1 1 1 1
Farbung 28 0

CK18 Keine Farbung 0 16 1 1 1 1
Farbung 28 0

CK19 Keine Farbung 0 16 1 1 1 1

* Endometriale Driisen und Drisen der Adenomyosis uteri

*1 SEN= Sensitivitat; SPE= Spezifitat; PPV= positiver Vorhersagewert; NPV= negativer Vorhersagewert
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Um die Ergebnisse auf das ganze Spektrum der Erkrankung zu erweitern, wurden
die Marker an den derzeit wichtigsten Entitdten der Endometriose getestet:
peritoneale, ovarielle und tief infiltrierende Endometriose (DIE). Das
Patientenkollektiv wurde den verschiedenen Gruppen zugeordnet und jeweils
bezuglich der angefarbten endometriotischen Strukturen klassifiziert (Abb. 12).

Die genauen Lokalisationen der Foci aus dem Peritoneum und der Gruppe der tief
infiltrierenden Endometriosen sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Basierend auf den Ergebnissen der untersuchten Uteri wurde die Hypothese
getestet, dass es sich bei den verschiedenen Gewebegruppen der Endometriose um
einen monoklonalen Ursprung aus endometrialen Driisen handelt. Die ausgewahlten
Marker schienen daflr geeignet und es sollte eruiert werden, ob sich das
aufgezeigte Phanomen auch in ektopen Gewebeabsiedlungen beobachten Iasst.

Um diese Hypothese zu verifizieren oder zu falsifizieren wurden die Marker an allen
Endometriosebiopsien untersucht, um einen mdglichen Unterschied in der Histologie
der Entitaten festzustellen. Der Focus lag dabei auf der vergleichenden Analyse der
Lokalisationsprofile.

Immunhistochemisch
untersuchtes
Patientenkollektiv

|
| |
[ Uterus ] [ Peritoneum ] DIE

n=54 n=17 n=43
endometriotische Foci endometriotische Foci endometriotische Foci
von n=33 von n=14 von n=36
Patientinnen Patientinnen Patientinnen
n=16 ) n=28

endometriale endometriotische
Foci von n=16 Foci von n=26

gesunden Endometriose-
Patientinnen ) patientinnen

Abb. 12: Ubersichts-Schema des gesamten untersuchten Patientenkollektivs (DIE=

deep infiltrating Endometriosis)
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Im Folgenden werden die Ergebnisse der Farbungen mit CK18, CK19 und MUC-1

gegeniber gestellt und die markerspezifischen Muster und Lokalisationen analysiert.

Tab. 6: Lokalisationen der peritonealen und tief infiltrierenden Foci

Lokalisation Peritoneale DIE*
Endometriose

Blase n=7 n=1
Blasenumschlagsfalte n=11

Lig. sacrouterinum n=4 n=7
Fossa ovarica n=6 n=1
Douglasraum n=8

Lig. rotundum n=4

Peritoneum n=3

Lig. infundibulum

pelvicum n=2

Beckenwand n=4

Rectum n=1
Septum rectovaginale n=1 n=3
Paraurethral n=1
Rectosigmoid n=1
Tube n=1

Sigma n=2
Peritoneum n=3

*DIE = deep infiltrating endometriosis; tief infiltrierende Endometriose

39



4.1 Analyse von Patientinnen mit peritonealer Endometriose

Die untersuchten Endometrioseherde mit Absiedelung in das Peritoneum umfassten
die folgenden Lokalisationen: Douglasraum, Diaphragma, Beckenwand,
Blasenumschlagsfalte, Blase, Blasendach, Infundibulum pelvicum, Fossa ovarica,
Lig. rotundum, Lig. sacrouterinum, Septum rectovaginale, Tube, peritoneales Sigma
und Peritoneum (nicht nédher bezeichnet). Das folgende Schema erlautert die

genaue Verteilung der Patientinnen innerhalb dieser Gruppe (Abb. 13).

Endometriotische Foci (n=54) von
peritonealen Endometriosepatientinnen

(n=33)
1 1
n = 43 Foci von n =11 Foci von
n = 26 Patientinnen n = 7 Patientinnen
Positivkontrolle Negativkontrolle

davon 6 Foci methodisch neg.**
* kein Endometriosegewebe im Anschnitt

*2 keine Endometriose im untersuchten Gewebe, 5 Foci statistisch neg.*2

aber in anderer peritonealer Lokalisation

Abb. 13: Aufteilung des Patientenkollektivs der peritonealen Endometriose

Bei allen untersuchten peritonealen Foci zeigte sich ein homogenes Farbemuster
des Drisenepithels und eine stromale Verdichtung des umliegenden Zellverbandes
(Abb. 14-19).

Die in Abb. 14 dargestellte Biopsie stellt einen Endometrioseherd der Blase einer
multifocal befallenen Patientin dar. Im Gegensatz zu den basal-luminal verstarkten
Farbungen des Endometriums liegt hier eine markante luminal betonte Farbung bei
allen drei Gewebemarkern vor. Dabei ist das Epithel durchgdngig gefarbt; dies ist
jedoch bei CK18 deutlich schwacher ausgepragt, vor allem in den basalen Anteilen.
Das Drisenepithel erscheint einschichtig hochprismatisch, in Anteilen tangential
angeschnitten. Auch das Zytoplasma ist bei allen Marken morphologisch identisch

und durchgangig geféarbt. Die stromale Umgebung ist zytogen verdichtet.
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MUC-1 CK18 CK19

Abb. 14: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 bei einer
Patientin mit Endometrioseherden und zytogenem Stroma aus einem Biopsat im
Bereich der Blase. Im Praparat finden sich Einblutungen. Weitere Endometriose
auch im Lig. rotundum, Ovar und im Infundibulum pelvicum; zusatzlich DIE in einem

anderen Blasenabschnitt. Vergrof3erung x17

Die Farbung in Abb. 15 zeigt einen Ausschnitt aus einem Préparat mit mehreren
Endometrioseherden aus dem Lig. sacrouterinum der Parametrien. Umgeben von
ungefarbtem verdichtetem Stroma findet sich ein positives einschichtiges,
hochprismatisches Drusenepithel in allen drei Farbungen. Die Verteilung des
gefarbten Zytoplasmas ist homogen, jedoch bei CK18 deutlich schwacher
ausgepragt. Das Farbemuster des MUC-1 Praparates ist mit dem des CK19

Praparates am vergleichbarsten.

MUC-1 CK18 CK19

Abb. 15: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 bei einer
Patientin  mit mehreren Endometrioseherden im Lig. sacrouterinum und
Blutungsresiduen mit zusatzlicher fokaler Epithelhyperplasie. Im Préparat befinden
sich Verkalkungen aufgrund von Endosalpingiose. Weitere Endometriosefoci auch in

der Blasenumschlagsfalte. Vergrof3erung x17

In Abb. 16 wird eine weitere Lokalisation einer peritonealen Endometriose in der

Fossa ovarica gezeigt. Das einschichtig hochprismatische Drisenepithel des CK18
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Praparates ist nicht durchgangig homogen gefarbt. Einzelne Anteile des
Zytoplasmas sind vollstéandig positiv, jedoch zeigt sich keine basale, oder luminale
Betonung. Dieses Muster ist mit dem peritonealen Praparat des Lig. sacrouterinums
(Abb. 15) sehr gut vergleichbar. In der CK19 Farbung ist ein homogenes
Farbemuster des gesamten Driisengebildes erfasst. Dieses ist der MUC-1 Farbung
ahnlich, jedoch ist hier die Drisenstruktur nicht ganz erhalten, sodass die Farbung
medial aufgrund der Schnittebene etwas blasser erscheint. In den Farbungen mit
MUC-1 und CK19 ist au3erdem eine leichte Hintergrundfarbung zu erkennen (Abb.
16, Pfeile). Diese ist jedoch eher auf ein unzuldngliches Signal-Rausch-Verhaltnis
zuruickzufuhren, als auf die Spezifitat der Marker. Eine Veranderung der Farbezeit
wurde als Korrektur vorgenommen. Alle drei Schnitte sind in ansonsten ungeféarbtes,

zytogenes Stroma eingebettet.

N
N

MUC-1 CK18 CK19

Abb. 16: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 bei einer
Patientin mit oberflachlichen Anteilen einer Endometriosezyste im Weichgewebe der
linken Fossa ovarica. Weitere Endometrioseherde auch am Nabel, in der Blase und

im rechten Unterbauch. VergroRerung x17, Pfeile: Hintergrundfarbung

Die Patientin in Abb. 17 weist ebenfalls einen sehr groen Endometriosebefall in der
Blasenumschlagsfalte auf. Darlber hinaus hatte sie weitere multifokale
Endometrioseherde und die Préaparate zeigen erneut die bereits beschriebenen
charakteristischen Farbemuster.

Drei grof3e angeschnittene zystenartige Drusenstrukturen sind mit Blutungsresiduen
gefullt und zeigen ein durchgangig gefarbtes, flaches Driisenepithel (Abb. 17). In
allen drei Praparaten sind diese von zytogenem Stroma umgeben und weisen keine
basale oder luminale Betonung auf. Die nahezu ,ségeblattartig” konfigurierte Driise
am medialen Bildausschnitt suggeriert das histologische Bild einer Driise des
Stratum functionale eines Endometriums in der spaten Sekretionsphase. Auch diese
Drise ist in zytogenes Stroma eingebettet und weist bei allen drei Markern eine

durchgangige Epithelfarbung auf. Bei den Zytokeratinen findet sich am medialen
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Rand des Praparates eine weitere Oberflachenfarbung (Abb. 17, Pfeile), die dem
Mesothel des Peritoneums entspricht und bei MUC-1 negativ ist. Dieser Aspekt ist
einer der wenigen Unterscheide im Farbemuster der getesteten Marker. Das
Phanomen einer zusatzlichen mesothelialen Oberflachenfarbung bei den
Cytokeratinen konnte nicht nur in der Entitdt des Peritoneums gefunden werden,
sondern auch im Ovar. Auf die Farbecharakteristika des Ovars, sowie auf die
ovariellen Oberflachendifferenzierungen wird in Kapitel 4.3 néher eingegangen.

Die Mesothelfarbung mit CK18/CK19 stellt einen Unterschied in der Spezifitat der
drei verwendeten Marker dar. Eine Einschrankung in der Beurteilung

endometriotischer Foci ergibt sich daraus jedoch nicht.

—> _»

MUC-1 CK18 CK19

Abb. 17: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 bei einer
Patientin  mit groBen Anteilen einer Endometriose in der rechten
Blasenumschlagsfalte. Es zeigen sich zusatzlich Blutungsresiduen im Préparat.
Weitere Endometriose auch im Lig. sacrouterinum, im Spatium rektovaginale und im

Ovar. VergrofRerung x17, Pfeile: peritoneales Mesothel

In Abb. 18 wird eine endometroide DriUsenformation im Bereich des linken
Peritoneums demonstriert. Die Patientin ist im gesamten Peritoneum multifocal
befallen und weist erneut das charakteristische Farbemuster von CK18, CK19 und
MUC-1 auf. Das hochprismatische Epithel ist in allen Schnitten z.T. stark gewunden
und die Drisen liegen in einer gruppierten Form vor.

Die drei dargestellten Drisenschlauche liegen in stark herdférmig gruppiertem
zytogenem Stroma. Des Weiteren zeigen besonders CK19 und MUC-1 eine luminal
verstarkte Anreicherung. Die Farbung von CK18 scheint insgesamt weniger intensiv,
aber dennoch ist das Drisenepithel nahezu durchgangig gefarbt. Dieses Phanomen
lasst sich damit in der gesamten Gruppe der peritonealen Endometrioseherde finden
und stellt die Marker CK19 und MUC-1 zu deren Detektion in den Vordergrund. Far
die Gesamtbeurteilung und vergleichende Analyse ist der Marker CK18 jedoch

unentbehrlich.
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MUC-1 CK18 CK19

Abb. 18: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer
Endometriose im Bereich des linken Peritoneums. Im Praparat findet sich fibrosiertes
Fett-Bindegewebe mit herdférmigem zytogenem Stroma und endometroiden
Drusenformationen. Weitere Endometriosefoci auch in der Blasenumschlagsfalte
und im Spatium rectovaginale.

VergréRerung x17

Eine weitere peritoneale Lokalisation von Endometrioseabsiedlungen stellt die Abb.
19 dar. Diese Form der Endometriosis genitalis externa im Epithel der Tube &hnelt
hier histologisch besonders dem Endometrium des Uterus. Der Drusenverband liegt
eingebettet in stark verdichtetem zytogenem Stroma und suggeriert anhand der
Drisenkonfiguration das Bild eines Endometriums in der spaten Sekretionsphase.
Der Endometrioseherd lasst sich scharf vom umliegenden Gewebe abgrenzen und
die UbersichtsvergroRerung gibt Aufschluss tiber das AusmaR der Lasion.

Erneut liegt bei allen drei Markern eine luminale Betonung vor. Die Epithelfarbung ist
bei CK19 wund MUC-1 deutlicher ausgepragt und in allen erhaltenen
Gewebeverbanden durchgédngig. Am lateralen Bildrand zeigt sich ein
Tubenanschnitt, dessen Oberflachenepithel durch alle drei Proteine komplett gefarbt
wird (Abb. 19, Pfeile). In dieser Ubersichtsdarstellung wird das AusmaR von
peritonealen  Endometrioseverwachsungen deutlich. Die Infiltration  von
Nachbarorganen und die Integration in physiologisches Gewebe sind demnach bei
peritonealer Endometriose von besonderer Bedeutung und kdnnten die klinischen

Beschwerdebilder erklaren.
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Abb. 19: A Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer
Endometriosis genitalis externa der linken Tube. Die Patientin ist zusatzlich an einer
Adenomyosis uteri und an einem Uterus myomatosus erkrankt. Vergrof3erung x4,2,
Pfeile: Tubenepithel

B AusschnittsvergroRerung aus CK19, links Tubenepithel (Pfeil), rechts ovarielle
Endometriose

In Tab. 7 sind abschlieRend die Ergebnisse der Farbungen mit allen drei Markern

und die statistisch erhobenen Parameter dieser Gruppe aufgelistet.

Tab. 7: Auswertung und statistische Kriterien der gefarbten Praparate aus dem

Peritoneum
Marker Farbung Endometriose, Endometriose, SEN SPE PPV NPV*
Drisen keine Drisen

Farbung 43 0

MUC-1 Keine Farbung 0 11 1 1 1 1
Farbung 43 0

CK18 Keine Farbung 0 11 1 1 1 1
Farbung 43 0

CK19 Keine Farbung 0 11 1 1 1 1

* SEN= Sensitivitat; SPE= Spezifitat; PPV= positiver Vorhersagewert; NPV= negativer Vorhersagewert
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4.2 Analyse von Patientinnen mit tief infiltrierender Endometriose (DIE)

Die tief infiltrierende Endometriose wurde intraoperativ anhand des ENZIAN-Scores
eingeteilt. Die vergebenen Stadien entsprechen der jeweiligen Infiltrationstiefe des
Endometrioseherdes in cm (Stadium 1: <lcm, Stadium 2: 1-3cm, Stadium 3: >3cm)
und der Penetration von Nachbarorganen.

In Abb. 20 ist das ausgewertete Patientenkollektiv der Gruppe der tief infiltrierenden
Endometriosen dargestellt. Die folgenden Lokalisationen wurden in dieser Entitat
ausgewertet: tief infiltrierende endometriotische L&sionen im Lig. sacrouterinum, in
der Blase, im paraurethralen Bereich, in der Rektumwand, im Septum rectovaginale,
in der Fossa ovarica, im peritonealen Sigma und im Rectosigmoid. Da in allen
Farbungen Herde von tief infiltrierender Endometriose detektiert werden konnten,

entfallt in dieser Gruppe die statistische Auswertung mit einer Negativkontrolle.

Endometriotische Foci (n=17) von
tief infiltrierenden Endometriose-
patientinnen (n=14)

I ]
n = 17 Foci von
n = 14 Patientinnen Keine Negativkontrolle
Positivkontrolle

Abb. 20: Aufteilung des Patientenkollektivs der tief infiltrierenden Endometriose

Der Markernachweis wurde auch hier auf alle Praparate angewendet und wird im
Folgenden charakterisiert:

Die Abb. 21 zeigt einen tief infiltrierenden Endometrioseherd in der Blase. Das
histologische Bild &hnelt dem bereits beschriebenen peritonealen Befall (vgl. Abb.
14). Die Farbung mit CK18 ist im direkten Vergleich mit den anderen Markern etwas
schwacher ausgepragt, dennoch ist das mehrschichtig hochprismatische
Drisenepithel komplett gefarbt (Abb. 21). Dies gilt fur alle drei Farbungen der lang
gezogenen gruppierten Drisenschlauche, welche in verdichtetem zytogenem
Stroma liegen. Im CK19 Praparat findet sich eine leichte luminale Betonung und das
Lokalisationsprofil scheint hier am differenziertesten ausgepragt zu sein.

Im direkten Vergleich der tief infiltrierenden Praparate zu den Farbungen der
peritonealen Endometriose finden sich keine Unterschiede im Markerprofil. Das
Farbemuster erscheint identisch und die Epithelien sind vollstdndig erfasst.
Demnach sind die Detektion der Foci und die Qualitéat der Marker unabhéngig von

der Infiltrationstiefe der Endometriose des jeweiligen Gewebes.
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MUC-1 CK18 CK19

Abb. 21: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 bei einer
Patientin mit tief infiltrierenden Endometrioseherden in der Blase. Zusatzlich findet
sich im gesamten Préaparat laut pathologischem Befund fibrosierend gefaR3filhrendes
Fett-Bindegewebe und muskulares Weichgewebe mit atypiefreiem Zylinderepithel.
Es zeigt sich zytogenes Stroma und eine granulierende Entzindung. Weitere
Endometriosefoci waren auch im Lig. rotundum und im Infundibulum pelvicum.

VergréRerung x17

In der folgenden Abb. 22 ist eine tief infiltrierende Endometriose im Bereich des
Spatium rektovaginale dargestellt. Die ausgedehnte Driisengruppierung, umgeben
von stark verdichtetem zytogenem Stroma, ist in allen drei Markerdarstellungen
deutlich und durchgehend gefarbt, ohne eine basale oder luminale Betonung. Das
Uberwiegend einschichtig hochprismatische Epithel ist homogen und das jeweilige
Zytoplasma ist markant hervorgehoben. In dieser Farbung sind alle Marker qualitativ
und quantitativ gleichwertig sensitiv. Auch hier zeigen sich im Vergleich zu den

bereits dargestellten Entitdten keine Unterschiede im Lokalisationsprofil.

MUC-1 CK18 CK19

MUC-1 CK18 CK19

Abb. 22: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer tief
infiltrierenden Endometriose im Spatium rektovaginale. Im Praparat zeigen sich
herdférmiges zytogenes Stroma, sowie fibrosierendes Fett- und Bindegewebe.
Weitere Endometrioseherde fanden sich auch im Peritoneum und in der

Blasenumschlagsfalte. VergroRerung x17
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Die Abb. 23 stellt eine besonders tief infiltrierende Endometriose eines
Sigmadivertikels dar. In allen Farbungen ist das Driusenepithel leicht inhomogen
gefarbt, gleichzeitig zeigt sich bei den kleineren Drisenanschnitten eine luminale
Betonung. Erneut ist das Farbemuster im direkten Vergleich bei CK18 etwas
schwacher ausgebildet. Das Driisenepithel ist einschichtig hochprismatisch und an
manchen Stellen tangential angeschnitten. In der unmittelbaren Drisenumgebung
finden sich mehrere Herde von zytogen verdichtetem Stroma. Im MUC-1 Praparat
l&sst sich ein Sekretionsmechanismus in das Driisenlumen beobachten. Die Vesikel

sind in der Ubersicht und in der VergréRerung mit einem Pfeil gekennzeichnet.

MUC-1 CK18 CK19

Ausschnittsvergré3erung MUC-1
Abb. 23: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer tief

infiltrierenden Endometriose eines Sigmadivertikels. Im Praparat zeigt sich Gewebe
aus dem Sigma mit florider Serositis und mehreren tief infiltrierenden
Endometrioseherden. Weitere Endometriosen auch im Uterus und im Peritoneum.

Vergrof3erung x17, Pfeile: sezerniertes MUC-1

Die in Abb. 24 dargestellte Driisenformation entspricht einer tief infiltrierenden
Endometriose der Fossa ovarica. Es handelt sich um eine Patientin mit einem
multifocalem Befall. Alle drei immunhistochemischen F&arbungen imponieren
mikoskopisch nahezu identisch. Das Farbemuster zeigt eine leichte basal-luminale
Betonung. Das Zytoplasma lasst sich klar abgrenzen. Das Epithel ist bei den

groBlumigen Drusenanschnitten einschichtig hochprismatisch, bei den stark
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gewundenen Abschnitten im medialen Bildrand jedoch mehrschichtig. Das
Lokalisationsprofil der drei Marker ist kaum voneinander zu unterscheiden und das
Farbemuster ist auch in diesem Praparat konstant, sowie mit den vorherigen
Farbungen der Gruppe vergleichbar. Das in den peritonealen Praparaten etwas
schwacher exprimierte  Cytokeratin 18 ist in den tief infiltrierenden

Endometrioselasionen gleichwertig mit den Farbungen von CK19 und MUC-1.

MUC-1 CK18 CK19
Abb. 24: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einem

tief infiltrierenden Endometrioseherd der Fossa ovarica. Die Léasion liegt in
vernarbtem Weichgewebe mit Gefa3- und Nervenguerschnitten. Weitere

Endometriosefoci auch im Ovar und in der Blasenumschlagsfalte. VergroRerung x17

Auch die Parametrien kénnen von tief infiltrierender Endometriose betroffen sein. Die
folgende Ubersichtsaufnahme zeigt ein Praparat mit einem ausgedehnten Befall des
Lig. sacrouterinums (Abb. 25). Umgeben von verdichtetem zytogenem Stroma liegt
homogen gefarbtes einschichtig hochprismatisches DriUsenepithel vor, welches im
lateralen Bildabschnitt sehr dilatiert ist. Das histologische Farbemuster ist bei CK18,
CK19 und MUC-1 nahezu identisch und die Marker sind in diesem Areal zu 100%
sensitiv. Durch die Schnittebene ist die Drisenkonfiguration bei CK18 leicht
abweichend jedoch ohne Einschrankung beurteilbar. Dartber hinaus zeigt sich im
MUC-1 Praparat ein luminaler Sekretionsprozess (Abb. 25, Pfeil), welcher bei den
Cytokeratinen nicht angefarbt ist.
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MUC-1 CK18 CK19

Abb. 25: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer tief
infiltrierenden Endometriose des linken Lig. sacrouterinums. Das Praparat zeigt
zytogenes Stroma und Blutungsresiduen. Weitere Endometrioseherde auch im Ovar

und im Rektosigmoid. VergroRerung x4,2, Pfeil: luminaler Sekretionsprozess

In Tab. 8 sind abschliel3end die Ergebnisse der Farbungen mit allen drei Markern in

dieser Gruppe aufgelistet.

Tab. 8: Auswertung der gefarbten Praparate von tief infiltrierender Endometriose

Marker Farbung Endometriose, Endometriose,
Drisen keine Driisen
Farbung 17 0
MUC-1 Keine Farbung 0 0
Féarbung 17 0
CK18 Keine Farbung 0 0
Farbung 17 0
CK19 Keine Farbung 0 0
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4.3 Analyse von Patientinnen mit ovarieller Endometriose

Die Endometriosis genitalis externa des Ovars wurde als eigenstandige Lokalisation
immunhistochemisch ebenfalls mit den Markern CK18, CK19 und MUC-1 analysiert.
Auch hier zeigt die Histologie der Absiedlungen die bereits beschriebenen
Charakteristika und Farbemuster. Die Proteine sind auch fur endometriotische Foci
im ovariellen Gewebe &ufRerst sensitiv, obwohl es sich hier vorwiegend um
Zystenverbénde handelt. Auch deren etwas flacheres Oberflachenepithel wird
durchgéngig erfasst und die endometriotischen Foci sind umgeben von zytogenen
Verdichtungen. Das Schema in Abb. 26 gibt einen Uberblick tiber das ausgewertete

Patientenkollektiv dieser Entitat.

Endometriotische Foci (n=43) von
ovariellen Endometriose-
patientinnen (n=36)

n = 28 Foci von n =15 Foci von
n = 26 Patientinnen n = 10 Patientinnen
Positivkontrolle Negativkontrolle

%1 . . . . - -
kein Endometriosegewebe im Anschnitt davon 13 Foci methodisch neg.*l

*? keine Endometriose im untersuchten Gewebe,
aber in anderer Lokalisation und 2 Foci statistisch neg.**

Abb. 26: Aufteilung des Patientenkollektivs der ovariellen Endometriose

Die immunhistochemischen Ergebnisse werden im Folgenden exemplarisch

dargestellt.

In Abb. 27 ist ein Praparat aus dem linken Ovar dargestellt. Es zeigt sich in allen drei
Markeranalysen ein durchgéngig gefarbtes Epithel der Endometriosezystenanteile.
Das einschichtig hochprismatische Epithel des abgebildeten Focus zeigt bei MUC-1
eine luminale Betonung, und ist in allen drei Darstellungen besonders von dichtem
zytogenem Stroma umgeben. Das teilweise tangential angescnittene einschichtige
Zystenepithel wird ebenfalls von den drei Markern vollstandig erfasst und erscheint
anteilig etwas flacher. Die Zysten stellen sich deutlich groRRlumiger dar. Das
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Lokalisationsprofil weicht insgesamt nicht von den bereits beschriebenen
Charakteristika der anderen Entitdten ab und zeigt auch bei der ovariellen

Endometriose ein einheitlich homogenes Farbemuster.

A

MUC-1 CK18 CK19

B

CK19, x4,2 CK19, x17 CK19, x25

Abb. 27: A Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer
zystisch deformierten Endometriose-manifestation im Bereich der linken Adnexe.
Das Préaparat zeigt einen Auschnitt aus einem Tubenquerschnitt mit im
Gesamtpréparat fibrosierend verbackenen Tuben- und Ovaranteilen. Vergrof3erung
x17

B Ubersicht (VergroRerung x4,2) und Detailaufnahmen der ovariellen Endometriose
(VergroRRerung x17 und x25) mit CK19

Die in Abb. 28 dargestellte Ovarialzyste ist in den Bildausschnitten deutlich durch die
Marker hervorgehoben. Die Ubersichtsbilder zeigen in allen drei Praparaten eine
.Sageblattartig”  konfigurierte Drisen- und Zystenstruktur. In der spaten
sekretorischen Phase weist die Funktionalis des physiologischen Endometriums
genau solche Drisenkonfigurationen auf. Dies lasst mutmaflen, dass auch
abgesiedelte Endometrioseareale hormonellen Einflissen unterliegen.

Die Epithelien der Abb. 28 sind einschichtig, teilweise tangential angeschnitten und
durchgangig von MUC-1, CK18 und CK19 erfasst. Bei MUC-1 liegt erneut eine
luminale Betonung vor. Das Farbemuster von CK18 ist im direkten Vergleich mit den
anderen Markern schwacher und qualitativ etwas unterlegen. Dieses Phanomen

wurde bereits bei den peritonealen Endometrioseldsionen beobachtet und zeigt,
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dass die Farbungen unabhangig von den verschiedenen Entitaten ein identisches
Muster aufweisen.

Das umliegende zytogene Stroma ist Uiberall deutlich verdichtet. Die Biopsie ist nicht
vollsténdig erhalten, sodass im medialen Bildrand einige Strukturen nicht angefarbt

werden konnten.

MUC-1 CK18 CK19

Abb. 28: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer
Ovarialzyste des linken Ovars. Es zeigen sich Anteile einer Endometriosezyste mit
Stroma und Blutungsresiduen. Weitere Endometrioseherde auch im Sigma, im

Rektum und im Lig. sacrouterinum. VergroéRerung x4,2

Die in Abb. 29 dargestellte immunhistochemische Farbung demonstriert die Anteile
einer Endometriosezyste im rechten Ovar. Alle Marker zeigen ein durchweg
positives Farbemuster des ein- und mehrschichtig hochprismatischen
Zystenepithels. MUC-1 und CK19 sind in ihrer Farbecharakteristik sehr gut
vergleichbar, wohingegen CK18 durch einzelne schwach dargestellte Areale etwas
abweicht. Die dargestellte Zystenstruktur gleicht sowohl bezuglich ihrer Histologie,
als auch ihres Lokalisationsprofils der Farbung der Ovarialzyste aus Abb. 28. Damit
zeigt sich erneut ein einheitliches Muster, sowohl innerhalb der Entitaten, als auch
im direkten Vergleich der Gruppen. In allen Darstellungen zeigt sich verdichtetes
zytogenes Stroma in der unmittelbaren Zystenumgebung.

MUC-1 CK18 CK19
Abb. 29: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in Anteilen

einer Ovarialzyste aus dem rechten Ovar. Eine Endometriosezyste mit
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endometriotischer Schleimhaut ist dargestellt, sowie Stroma und Blutungsresiduen.

Weitere Endometriosefoci auch im Douglas-Raum. VergroRerung x17

Das in Abb. 30 dargestellte Ubersichtsbild zeigt Ovaranteile einer multifocal
betroffenen  Endometriosepatientin.  Hier werden die  Ausmale von
Endometriosezysten im direkten Vergleich zu einigen Driisenherden deutlich. In
allen drei Markeranalysen sind sowohl die Zysten- als auch die Drisenepithelien
durchgangig gefarbt und eingebettet in verdichtetes zytogenes Stroma. Im
Zystenlumen zeigen sich Blutungsresiduen und Sekret, welches bei MUC-1
angefarbt ist (Abb. 30, Pfeil). Die Drisenherde liegen gruppiert im lateralen Bildrand
(Abb. 30, Kasten) und zeigen die identischen histologischen Charakteristika wie die

bereits beschriebenen Endometrioseherde anderer Lokalisationen.

MUC-1
314/4.1

Y

MUC-1 CK18 CK19
Abb. 30: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer

Endometriose des linken Ovars. Es zeigen sich Anteile einer Endometriose und

Blutungsresiduen. Weitere Endometriosen auch in der Blasenumschlagsfalte, im
Spatium rektovaginale und im Lig. sacrouterinum. VergroRBerung x4,2, Pfeil:

Blutungsresiduen und Sekret, Késten: Drisenherde

Da die getesteten Marker nicht ausschlieRlich fur die Epithelien von
Endometrioselasionen sensitiv sind, ist deren Abgrenzung zu physiologischem
Gewebe manchmal schwierig. Der in Abb. 31 dargestellte Adnexausschnitt
veranschaulicht diese  Problematik. Der vom  Pathologen gesicherte
Endometrioseherd inmitten eines Tubenanschnittes ist hier erst bei genauerer
Betrachtung festzustellen. Die dargestellten Foci (Abb. 31, K&sten) sind durchgéngig
gefarbt und das einschichtige Drisenepithel weist bei MUC-1 und CK19 eine
luminale Betonung auf. Das herdférmig umgebende zytogene Stroma ist verdichtet
und die Drisenmorphologie lasst sich von den deutlich verzweigteren
Tubenepithelien abgrenzen. Um diese Ergebnisse weiter zu untermauern, wurde

histologischer Beurteilung zusatzlich eine Farbung mit dem integralen



Membranprotein CD10 durchgefuhrt. Dieser Marker wird als Standard zur
Darstellung von héamatopoetischen Neoplasien, stromalem Endometrium und
stromaler Endometriose, sowie bei Neoplasien des Endometriums angewendet. Es
zeigen sich deutliche Anreicherungen in den Bereichen der betroffenen
Endometrioseareale (Abb. 31, Pfeile), die dadurch als gesichert gewertet werden

kdénnen.

A

CD10

MUC-1 CK18 CK19

MUC-1 CK18 CK19

Abb. 31:. A CD10 B Gesamtfarbung MUC-1, CK18/19 C Detailaufnahme
Endometrioseherd MUC-1, CK18/19

Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einem
Endometrioseherd aus dem Bereich der linken Adnexe. Im Praparat findet sich laut
pathologischem  Befund  Tubengewebe mit Zeichen einer vendsen
Zirkulationsstérung und einem Areal mit endometroider Schleimhautdifferenzierung
(gesicherter Herd). VergroRerung x4,2, Pfeile: CD10-positive Endometrioseareale,
Kasten: Endometriostische Foci in der Markeranalyse, Sterne: Bildausschnitt

VergréfRerung Endometrioseherd
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In Tab. 9 sind abschlieRend die Ergebnisse der Farbungen mit allen drei Markern

und die statistisch erhobenen Parameter dieser Gruppe aufgelistet.

Tab. 9: Auswertung und statistische Kriterien der gefarbten Praparate aus dem Ovar

Marker Farbung Endometriose, Endometriose, SEN SPE PPV NPV*
Drisen keine Driisen

Farbung 28 0

MUC-1 Keine Farbung 0 15 1 1 1 1
Farbung 28 0

CK18 Keine Farbung 0 15 1 1 1 1
Farbung 28 0

CK19 Keine Farbung 0 15 1 1 1 1

* SEN= Sensitivitat; SPE= Spezifitat; PPV= positiver Vorhersagewert; NPV= negativer Vorhersagewert

4.4 Markerspezifitat

Das bereits geschilderte Ergebnis der zusatzlichen Farbung physiologischer
Gewebestrukturen und damit die jeweilige Spezifitit der analysierten
immunhistochemischen Marker wird im Folgenden erlautert.

Die Tabelle 10 gibt einen Uberblick uber die detektierten Lokalisationen, welche
aulRer den bereits beschriebenen endometriotischen L&asionen ebenfalls von den
Markern erfasst wurden. Die Gewebe konnten wiederholt dargestellt werden und

lieBen sich immer vom pathologischen Gewebe der Endometriose klar abgrenzen.

Tab. 10: Gewebe-Spezifitat der drei verwendeten Marker

Gewebe MUC-1 CK18 CK19
peritoneales Mesothel - v v
Endosalpingiose v v v
Tubenepithel v v v
Ovarielles
Oberflachenepithel - v v
Primarfollikel - v v
Corpus luteum Zysten - v v

Perineurium v - -
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Das Farbemuster von CK18, CK19 und MUC-1 des Tubenepithels (Abb. 31) &hnelt
sehr dem der endometriotischen Driisen. Lediglich das histologische Gesamtbild und
die Konfiguration der Epitheldstelung lassen auf ein anderes Grundgewebe
schlieen. Die Farbung ist bei allen drei Markern durchgéngig und basal-luminal
betont.

Der Aspekt der peritonealen Mesothelfarbung von CK18 und CK19 im Gegensatz
zum MUC-1-negativen ovariellen Oberflachenepithel wurde bereits im Abschnitt
.Peritoneale Endometriose“ (Abb. 17) dargestellt und zeigt einen der wenigen
deutlichen Unterschiede der getesteten Marker auf.

Bezlglich der Spezifitdt der Marker zeigte sich nebenbefundlich in einigen MUC-1
Farbungen der Peritonealpréaparate, vor allem aus dem Bereich der Blase, eine
Anreicherung im Perineurium von Nervenzellen (Abb. 32). Diese liegen z.T. in

Gruppen eingebettet in Binde- und Fettgewebe vor.

A B

Abb. 32: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1 im Perineurium. Bild A zeigt
angefarbtes Perineurium aus dem Bereich des Lig. sacrouterinum. Vergré3erung
x25. Bild B zeigt angefarbtes Perineurium aus dem rechten Peritoneum.
Vergrof3erung x17

Weiterhin fanden sich in den Proben der Adnexe haufig angefarbte Follikel
verschiedener Stadien. Ihr charakteristisches einschichtiges, kubisch- bis
hochprismatische Follikelepithel ist bei den Cytokeratinen positiv gefarbt, in den
MUC-1 Praparaten findet sich keine MUC-1 Lokalisation (Abb. 33).
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MUC-1 CK18 CK19
Abb. 33: Immunhistochemischer Nachweis von CK18 und CK19 in Follikeln aus

einer Ovarialzyste des rechten Ovars. Vergrof3erung x17

Die zusétzlich erfassten Corpus-luteum-Zysten im Ovar waren ebenfalls lediglich bei
den Cytokeratinen positiv. Diese durch Einblutungen entstehenden vergré3erten
Gelbkorperzysten sind mit MUC-1 nicht darstellbar, jedoch mit CK18 und CK19
(Abb. 34). Die Zysten sind histologisch nicht mit Endometriosezysten zu
verwechseln, da ihr Epithel deutlich flacher und von klassischem Drisenepithel klar
abgrenzbar ist. Demnach stellte die Farbung der Corpus-luteum-Zysten fur die

Detektion der Endometriosefoci keine Einschrankung dar.

MUC-1 CK18

MUC-1 CK18 CK19
Abb. 34: Immunhistochemischer Nachweis von CK18 und CK19 in einer

luteinisierten Follikelzyste aus dem rechten Ovar. Vergrof3erung x25

Als Sonderfall gilt die Endosalpingiose, welche zystische Absiedlungen tubaren
Epithels darstellt und als ,Low-malignant-Potency-Tumor* eingestuft wird. Diese
Zystenform wird von allen drei Markern erfasst (Abb. 35) und lediglich das flache
Zystenepithel und kaum verdichtetes zytogenes Stroma weisen auf eine von

Endometriose abweichende Gewebestruktur hin.
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MUC-1 CK18 CK19
Abb. 35: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer
Endosalpingiose aus dem Lig. sacrouterinum. Im Préparat zeigen sich zusatzliche

Endometrioseherde und Verkalkungen. VergrofRerung x17

4.5 Multifocaler Befall bei Endometriose

Um die Komplexitat und den Schweregrad der Erkrankung Endometriose zu
erfassen, wird im Folgenden besonders eine Patientin mit multifocalem Befall
vorgestellt. Alle entnommenen Biopsien wurden pathologisch untersucht und
immunhistochemisch mit den Markern MUC-1, CK18 und CK19 analysiert. Die 37-
jahrige Patientin litt an einem sehr ausgedehnten peritonealen Befall im Bereich
des Blasendaches (Abb. 36), im paraurethralen Bereich (Abb. 37), in der
Beckenwand (Abb. 38) und in den Ligg. sacrouterina (Abb. 39). Die
Endometriosezellen der Ligg. sacrouterina und der paraurethrale Befall sind dartber
hinaus zusatzlich tief infiltrierend. Dieser multifocale Befall spricht dafir, dass diese
Patientin eine besondere Pradisposition fir die Erkrankung Endometriose hat.

Alle dargestellten Drisenkonfigurationen werden von den Markern identisch in ihrem
Farbemustern erkannt und zeigen die charakteristischen histologischen Merkmale:
Der Endometrioseherd im Peritoneum des linken Blasendaches zeigt stark dilatierte
Drisen mit Einblutungen in die Lumina (Abb. 36, Pfeile). Alle angefarbten Strukturen
sind von verdichtetem zytogenem Stroma umgeben und das Farbemuster ist bei
MUC-1 und CK18 basal-luminal betont. Die Darstellung von CK19 ist im Gesamtbild
methodisch leicht Uberfarbt, jedoch trotzdem auswertbar. Des Weiteren sind die
einschichtig hochprismatischen Drisenepithelien bei allen drei Markern durchgangig

erfasst, jedoch in den unteren Bildausschnitten z.T. nicht vollstandig erhalten.
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E)

MUC-1 CK18 CK19

Abb. 36: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in
Endometrioseinseln aus dem Bereich des linken Blasendaches mit zytogenem
Stroma. Weitere Endometrioseherde finden sich auch im rechten Blasendach, im
paraurethralen Bereich rechts, im Lig. sacrouterinum rechts/links und in der linken

Beckenwand. VergrolRerung x17, Pfeile: luminale Einblutungen

Die in Abb. 37 dargestellte paraurethrale tief infiltrierende Endometriose ist im
Farbemuster bei MUC-1 und CK19 fast identisch. Es zeigt sich eine komplette
Anreicherung der z.T. mehrschichtigen Driisenepithelien, welche in allen drei
Darstellungen von verdichtetem zytogenem Stroma umgeben sind. Die CK18

Farbung ist hier &ulRerst schwach, aber dennoch als positiv zu bewerten.

MUC-1 CK18 CK19

Abb. 37: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in einer tief
infiltrierenden Endometriose paraurethral rechts. Es zeigen sich Endometrioseinseln
mit zytogenem Stroma. Weitere Endometriosefoci finden sich bei dieser Patientin
auch im Blasendach rechts/links, im Lig. sacrouterinum rechts/links und in der linken

Beckenwand. Vergrolierung x17
Ein weiterer Endometriosefocus lag im Bereich der linken Beckenwand (Abb. 38)

und zeigt &hnliche Muster wie der paraurethrale Befall (Abb. 37). Hier ist erneut die

endometriotische Drise bei MUC-1 und CK19 eindeutig positiv und durchgéngig
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erfasst, wohingegen die CK18 Farbung lediglich grenzwertig positiv ist. Die

Einbettung in zytogenes Stroma liegt bei allen drei Darstellungen vor.

MUC-1 CK18 CK19

Abb. 38: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in
Endometrioseinseln mit zytogenem Stroma aus der linken Beckenwand. Weitere
Endometrioseldsionen auch im Blasendach rechts/links, im Lig. sacrouterinum

rechts/links und im paraurethralen Bereich rechts. Vergrof3erung x17

Das hier wieder aufgetretene Phanomen der schwacheren Farbung mit CK18
veranschaulicht, dass die Sensitivitat dieses Cytokeratins im direkten Vergleich mit
den Epithelialmarkern MUC-1 und CK19 etwas geringer ist. Die abgeschwéachtere
Expression von CK18 konnte jedoch in allen Lokalisationen nachgewiesen werden
und ist trotz ihres Farbeprofils statistisch auswertbar und signifikant.

Der tief infiltrierende Endometrioseherd der Parametrien ist in der folgenden Abb. 39
besonders eindrucksvoll dargestellt. Die Drisenmorphologie ist deutlich dilatiert,
zystisch vergréRert und die Konformation der Drise ist stark verzweigt. Alle drei
Marker erscheinen hier qualitativ gleichwertig und das einschichtig hochprismatische
Drisenepithel ist komplett und homogen angefarbt. Durch die Farbung an
Serienschnitten ist das Drisenmuster nicht ganz identisch, jedoch ist die
Schnittebene nachvollziehbar und die Bildausschnitte sind gut miteinander
vergleichbar. Die Ko-Migration von zytogenem Stroma ist in allen Praparaten

dargestellt und das Stroma ist in der unmittelbaren Driisenumgebung verdichtet.
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MUC-1 CK18 CK19

Abb. 39: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1, CK18 und CK19 in
Endometrioseinseln des linken Lig. sacrouterinum mit zytogenem Stroma. Weitere
Endometrioseherde finden sich auch im Blasendach rechts/links, im rechten Lig.
sacrouterinum, im paraurethralen Bereich rechts und in der linken Beckenwand.

VergrolRerung x17

4.6 Detailaufnahmen und Farbecharakteristika der Marker

Um die einzelnen Farbemuster der analysierten Marker im Detail zu
charakterisieren, werden im Folgenden einzelne Endometrioseherde vergrof3ert
dargestellt und abschlieRend verglichen.

Das Transmembranprotein Mucin-1 ist in allen untersuchten Entitaten hoch sensitiv
und in seinem Farbemuster auflerst homogen. Die dargestellten Farbungen aus den
Lokalisationen des Uterus, des Peritoneums und des Ovars, sowie die Herde von tief
infiltrierender Endometriose, sind alle durchgangig und in ihrer Intensitat
vergleichbar. Dartber hinaus findet sich in den mikroskopischen Betrachtungen der
Gesamtgewebe keine Form von Hintergrundfarbung, sodass das histologische Bild
als Ubersichtlich und eindeutig eingestuft werden kann. Die Spezifitdt von MUC-1
wurde bereits im Kapitel 4.4 erlautert und stellt zur Analyse der Endometriosefoci
keine Einschrankung dar.

In Abb. 40 ist das Farbemuster von MUC-1 vor allem in der hohen Vergrél3erung
sehr eindrucklich. Das einschichtig hochprismatische Driisenepithel ist gleichméafig
und komplett gefarbt. Es lasst sich eine basal-luminale Betonung und Verdickung
erkennen. Dariiber hinaus sind die bereits beschriebenen Sekretionsprozesse in das
Drisenlumen deutlich zu erkennen (Abb. 40, Pfeile). Die periglanduldr verdichtete
stromale Umgebung schlief3t sich nahtlos an die Drise an. Die Farbungen mit MUC-
1 eignen sich hervorragend sowohl zur Detektion endometrialer Drisenverbande als
auch fur endometriotische Lasionen. Dieser Marker erwies sich in der Analyse als

besonders geeignet, da er qualitativ hochwertig und zu 100% sensitiv ist. Den
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Cytokeratinen ist er dabei im direkten Vergleich durch sein Farbemuster und die

aul3erordentlich zuverlassige Darstellung in allen Entitaten Gberlegen.

Abb. 40: Immunhistochemischer Nachweis von MUC-1 in einer tief infiltrierenden
Endometriose aus der rechten Fossa ovarica. Das Gewebe liegt in vernarbtem
Weichgewebe mit Gefal3- und Nervenquerschnitten. Weitere Endometrioselasionen
auch im Ovar und in der Blasenumschlagsfalte. Vergrézerung A x17, B x40, C

Bildausschnittsvergré3erung aus B, Pfeile: Sekretionsmechanismus

Der Epithelialmarker Cytokeratin 18 zeigte fur fast alle Gewebeproben ein
einheitliches Farbemuster. Die beschriebenen Defizite beziehen sich dabei immer
lediglich auf die Farbeintensitat, nicht auf die grundsatzliche Erkennung von
Endometrioseherden. Die Markerspezifitdt wurde bereits in Kapitel 4.4 erlautert und
schrankt die Beurteilung der Foci nicht ein. Auch hier zeigten sich in der
Gesamtbegutachtung der Praparate kaum Hintergrundfarbung oder Artefakte.

Das fir CK-18 charakteristische Farbemuster ist im Detail betrachtet insgesamt
etwas feiner als das vom MUC-1 und zeigt lediglich eine luminale Betonung jedoch
keine angefarbte Verdickung des Driisenepithels. Die Farbungen sind durchgangig
und homogen, lediglich in Ausnahmeféllen zeigt sich eine unterbrochene
Anreicherung des Drisenepithels (Abb. 37, 38). Dies kdnnte an der Fixierung der
Gewebe, dem Gewebezustand, oder der methodischen Farbedauer liegen.

Im Vergleich zu MUC-1 lassen sich bei CK18 keine Sekretionsprozesse darstellen.
Das periglandular verdichtete Stroma schliel3t sich unmittelbar an die Drise an. Der
Marker CK18 erwies sich vor allem im direkten Vergleich zu CK19 als sinnvoll, um
die Struktur der verschiedenen Cytokeratine und deren Unterschiede besser
darzustellen. In vielen Farbungen war CK18 jedoch qualitativ nahezu gleichwertig
und erwies sich fur die Klassifikation und die Analyse der Praparate als hilfreich.
Lediglich im direkten Vergleich war der Marker CK18 durch sein schwacheres

Anfarbungsmuster den Markern MUC-1 und CK19 untergeordnet.
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Abb. 41: Immunhistochemischer Nachweis von CK18 in einer tief infiltrierenden
Endometriose aus der rechten Fossa ovarica. Das Gewebe liegt in vernarbtem
Weichgewebe mit GefalR- und Nervenquerschnitten. Weitere Endometrioseherde

auch im Ovar und in der Blasenumschlagsfalte. VergréRerung A x17, B x40

Das Strukturprotein Cytokeratin 19 zeigte in allen bearbeiteten Préaparaten ein
aulerst einheitliches und hoch sensitives Farbemuster. Bei den bearbeiteten
Endometrioselokalisationen fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der
Auspragung und der Intensitat des Markers.

CK 19 farbte die Driusenepithelien homogen und durchgangig an. Dabei lasst sich
meist eine verstarkte luminale Betonung beobachten (Abb. 42). Dariber hinaus
bewies sich der Marker vor allem bei den Praparaten der ovariellen
Endometriosel&sionen.

Die Spezifitat von CK19 wurde bereits in Kapitel 4.4 erlautert. Erneut schlief3t sich
das periglandulare Stroma direkt an die basale Epithelzellschicht an. Der bei den
MUC-1 Farbungen beschriebene Sekretionsprozess lasst sich bei CK19 nicht
beobachten. Weiterhin weist der Marker in seltenen Fallen eine leichte stromale
Hintergrundfarbung auf, welche aber auch auf methodische Farbezeiten und den
Fixierungszustand der Schnitte zuriickgefuihrt werden konnte.

Insgesamt ist der Epithelialmarker Cytokeratin 19 in seinem Farbemuster sehr gut
mit der Charakteristik des Markers MUC-1 zu vergleichen. In der Uberzahl der
gefarbten Préparate sind die beiden Marker qualitativ gleichwertig und in ihrem
morphologischen Erscheinungsbild nahezu identisch. Fir die analytische
Auswertung und die Klassifizierung der jeweiligen Endometrioseherde war CK19

besonders wichtig und aufschlussreich.
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Abb. 42: Immunhistochemischer Nachweis von CK19 in einer tief infiltrierenden
Endometriose aus der rechten Fossa ovarica. Das Gewebe liegt in vernarbtem
Weichgewebe mit Gefal3- und Nervenquerschnitten. Weitere Endometriose auch im

Ovar und in der Blasenumschlagsfalte. Vergréf3erung A x17, B x40

Bis auf die dargestellten zusétzlichen Spezifititen waren alle drei Marker in den
jeweiligen Negativkontrollen nicht zu finden. Diese Praparate beinhalteten keine
Driisen und entstammten von Patientinnen mit und ohne Endometriose.

Insgesamt wurde das Ziel der experimentellen Analyse, namlich die Erfassung und
Abgrenzung des gynakologischen Krankheitshildes der Endometriose in
verschiedenen eutopen Geweben, hinreichend bearbeitet. Die gewebespezifischen
Farbemuster konnten durch die dargestellten Ergebnisse bewertet und dokumentiert
werden. Besonders Marker, die sowohl in den Epithelien der endometrialen als auch
endometriotischen Drusen lokalisiert sind, wurden daher zur Beurteilung der
Gemeinsamkeiten und Unterschiede der ektopen versus eutopen Drlisen
herangezogen.

Die Markeranalyse mit MUC-1, CK18 und CK19 zeigt in allen endometriotischen
Foci und allen Entitaten identische Farbemuster und die Expression der drei Marker
war zu 100% positiv und damit hoch sensitiv (Tab. 7-10). Sowohl die Spezifitat, als
auch der positive und negative Vorhersagewert lagen bei einem Wert von 1. Diese
Auswertung resultierte aus der Tatsache, dass die detektierten Drisen bei allen
Endometriosepatientinnen immer voll erfasst wurden und es keine falsch-positiven
Ergebnisse gab. Es handelte sich um ein Patientenkollektiv erkrankter Frauen, da
die Analyse der Daten immer gemeinsam durch die histologische Einteilung und auf
der Grundlage der pathologischen Gutachten erfolgte.

Auf der Basis dieser Datengrundlage gilt es letztlich die Behauptung zu diskutieren,
ob es sich bei ovarieller, peritonealer und tief infiltierender Endometriose um einen
monoklonalen Gewebeursprung aus dem Endometrium handelt (Kapitel 5.2). Diese

Schlussfolgerung wird in der Diskussion ausfihrlich dargestellt und interpretiert.
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5. Diskussion

Durch die vergleichende Analyse der getesteten Biomarker in physiologischem
Endometrium und in ovariellen, peritonealen und tief infiltrierenden
Endometriosemanifestationen sollte die Frage nach einem mdglichen gemeinsamen
Ursprung dieser Gewebe Uberprift werden. Die Vorgehensweise entsprach einer
genauen Gegenuberstellung der Marker CK18, CK19 und MUC-1 in Serienschnitten
von eutopen endometrialen und ektopen endometriotischen Driisen. Dabei wurde
die Hypothese eines maoglichen monoklonalen Ursprungs der Endometriose im

Sinne der Transplantationstheorie (Sampson, 1927) erortert.

5.1 Markeranalyse

5.1.1 Cytokeratine

Cytokeratine gehéren als Hauptkomponenten des Zytoskeletts zur Gruppe der
Intermediarfilamente (Typ | und Il). Bisher sind 20 Subtypen identifiziert, welche sich
anhand ihrer chemischen Ladungseigenschaften in zwei Gruppen unterteilen lassen:
saure Typ A Cytokeratine (CK9-20) und neutral-basische Typ B Cytokeratine (CK1-
8). Des Weiteren unterscheidet man noch entsprechend des Molekulargewichtes
hoch- von niedermolekularen Cytokeratinen. Im Zellverband sind sie vor allem an
der mechanischen Stabilisierung beteiligt (Chu und Weiss, 2002).

Cytokeratine sind zytoplasmatisch lokalisiert und kommen sowohl in einfachen (CK7,
CK18, CK19 und CK20), als auch in komplexen Epithelzellverbanden (CK5, CK®6,
CK10, CK14 und CK15) vor. Dieses Phanomen l&sst sich auch in Epithelien mit
maligner Entartung und bei Neoplasien beobachten, sodass die Expression dieser
Proteine und deren Muster als weitestgehend konstant anzusehen sind (Chu und
Weiss, 2002).

Somit wurde in der vorliegenden Arbeit ermittelt, ob und in wie weit das spezifische
Verteilungsmuster der Cytokeratine zusammen mit der histologischen
Charakterisierung zur Erkennung und Abgrenzung von physiologischem

Endometrium und endometriotischen Lasionen beitragen kdnnte.
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5.1.1.1 Cytokeratin 18 und 19

Die Lokalisation des niedermolekularen Typ A Cytokeratins 18 erfolgt in der Regel
zusammen mit dem neutral-basischen Cytokeratin 8. Beide zeigen sich in einfachen
Epithelien, Flimmerepithelien und ductalen Epithelien. Dartber hinaus wurden sie
jedoch wesentlich seltener auch in glatten Muskelzellen und transformierten
Fibroblasten entdeckt (Bader et al., 1988). Mit diesem weiten Spektrum eignen sie
sich als Marker fiir Epithelzellkarzinome, Mesotheliome und Ubergangsepithel-
karzinome. Ein negatives Expressionsmuster zeigen sie hingegen fir
Basalzellkarzinome, Myoepitheliome und Plattenepithelkarzinome (Chu und Weiss,
2002).

Das niedermolekulare Typ A Cytokeratin 19 kommt vornehmlich in normalen
Epithelzellen vor, auch in Drisenepithelien und eingeschrénkt ebenfalls in
mehrschichtigem Epithel (Bartek et al., 1986). Es ist als einziges Cytokeratin nicht
mit einem basischen Cytokeratin assoziiert und ist in seinem Expressionsmuster
bereits in ovariellen Mesothelzellen (Kruitwagen et al.,, 1991), peritonealen
Mesothelzellen (Béartek et al., 1986; Kruitwagen et al., 1991) und Epithelzellen der
Tube (Bartek et al., 1986) nachgewiesen.

Fir die Suche nach einem sensitiven Marker zur Darstellung des Endometriums als
Ursprungsgewebe fiir mogliche peritoneale Absiedlungen war ausschlaggebend,
dass endometriale Drusen im zyklischen Uterusgewebe mit CK19 bereits hoch
signifikant dargestellt werden konnten (Stewart et al., 2011).

Auch Kruitwagen et al. (1991) beschrieben bereits deutlich positive Markerprofile von
Cytokeratinen (CK5, CK7, CK8, CK14, CK18 und CK19) in endometrialen
Epithelzellen, ovariellen- sowie peritonealen Endometriosefoci und in ovariellen
Mesothelzellen. Der Probenumfang war jedoch gering (n=10) und die einzelnen
Endometrioseherde wurden nicht nach ihrer Lokalisation unterschieden. Kruitwagen
et al. (1991) postulierten endometrische und endometriotische Epithelzellen als
identisch und deuteten an, dass sich diese wahrscheinlich von mesothelialen Zellen
abgrenzen lieBen. Jedoch konnte wegen des kleinen Patientenkollektivs die
Metaplasietheorie als Erklarungsansatz nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

Das Expressionsmuster der Cytokeratine wird h&ufig in der Pathologie fur die
immunhistochemische Darstellung von Tumoren und Metastasen unklaren
Ursprungs diagnostisch genutzt (Moll et al., 2008). Mithilfe dieser Marker kénnen
unterschiedliche Gewebe weitestgehend klassifiziert und typisiert werden.

Basierend auf dieser Datengrundlage wurden in der vorliegenden Arbeit

unterschiedlich lokalisierte L&sionen peritonealer, ovarieller und tief infiltrierender
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Endometriosen systematisch und vergleichend mithilfe von Cytokeratinen analysiert,

charakterisiert und zusammen mit der histologischen Beurteilung eingeordnet.

5.1.2 Mucine

Mucine gehdren zur Gruppe der makromolekularen Transmembranproteine und sind
stark glykosyliert. Durch die kovalent gebundenen Polysaccharide haben sie einen
anionischen Charakter und viele Hydroxylgruppen, sodass die Proteine eine hohe
Wasserbindungskapazitat aufweisen. Im Gewebeverband dienen sie vor allem auf
Schleimhéuten als Schutz vor physikalischen, chemischen und mechanischen
Reizen (Hattrup und Gendler, 2008). DarlUber hinaus spielen sie eine wichtige Rolle
fur die Viskositat des Speichels. Mucine lassen sich anhand ihrer Position zur
Zelloberflache in zwei Untergruppen aufteilen: gelbildende sezernierte Mucine,
welche ausschlieBlich extrazellular vorkommen, und Zelloberflachenproteine
(transmembranar und membranbindend). Aulerdem Dbesitzen alle Mucine
Minisatelliten-DNA (VNTR=variable number of tandem repeats), deren Sequenz
reich an Serin und Threonin ist. Damit sind sie in der Lage N-Acetylgalactosamin zu
binden (Hattrup und Gendler, 2008).

5.1.2.1 Mucin-1

Die Mucine MUC-1, MUC-4 und MUC-16 sind in der Literatur am besten
charakterisiert und zeigen spezifische Expressionsmuster. Das hydrophile
Glykoprotein MUC-1 gehort zur Gruppe der Transmembranproteine und ist das
kleinste unter ihnen (Brayman et al., 2004). Mucin-1 besitzt im Gegensatz zu den
anderen Mucinen eine besonders lange extrazellulare Doméane von Uber 200nm
(Abb.1). Das Protein liegt in vielen epithelialen Zellverbanden vor und gilt als Marker
fur apikale Lokalisationen und Differenzierungsprozesse (Abb. 43, Brayman et al.,
2004). Physiologisch wird MUC-1 im gesamten maéannlichen und weiblichen

Urogenitaltrakt exprimiert, aul3er im Ovar (Brayman et al., 2004).
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MUC-1 Expression in epithelialem Gewebe:

Brustdriisen

weiblicher Reproduktionstrakt (auf3er Ovar)
Prostata

Hoden

Speicheldrisen

Gastrointestinaltrakt (au3er Colon)
Pankreas

Leber (Gallenwege)

Lunge

Nieren (distaler Tubus und Sammelrohr)
Blase

Augen

MUC-1 Expression in anderen Zellen:

e hamatopoetische Zellen
e aktivierte T-Zellen

Abb. 43: Proteinstruktur und physiologisches Expressionsmuster von MUC-1

(modifiziert nach Brayman et al., 2004).

Im Bezug auf den weiblichen Genitaltrakt wurde MUC-1 im Oberflachenepithel von
endometrialen Zellen des Uterus gefunden, vor allem bei Driisen im proliferativen
Stadium. Bei Drisen im sekretorischen Stadium wurden ebenfalls intrazellulare
Anreicherungen von MUC-1 beobachtet (Hey et al., 1994; 1995). Im Uterus hat
MUC-1 eine besondere Schutzfunktion, indem eine Barriere zwischen dem Cavum
uteri und dem Endometrium aufgebaut wird. Damit hat MUC-1 eine besondere
Bedeutung bei der Implantation der Blastozyste in der Friihschwangerschaft, da die
antiadhasiven Eigenschaften von MUC-1 tUberwunden werden missen (Meseguer et
al.,, 2001; Hattrup und Gendler, 2008). Auch im Tubenepithel und in Anteilen
ovarieller Endometriose konnte MUC-1 bereits nachgewiesen werden (Budiu et al.,
2009) und ergéanzt die Lokalisationen von Brayman et al. (2004), die das Ovar nicht
analysierten. Die Beobachtung, dass MUC-1 ebenfalls in den Oberflachenepithelien
des Peritoneums und des Ovars zu finden sei, wurde von Drapkin et al. (2004)
bestétigt, welche den Marker jedoch lediglich zum Vergleich von
Oberflachenstrukturen benignen und malignen ovariellen Gewebes nutzten. Auch im
hamatopoetischen System und in aktivierten T-Zellen konnte das Glykoprotein MUC-
1 bereits identifiziert werden (Brayman et al., 2004). Dariber hinaus wurden die
antiadhasiven Eigenschaften von MUC-1 und die Uberexpression des Proteins in
Tumorzellen beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass sich MUC-1 in
physiologischen Zellen lediglich an der apikalen Membran findet, in Tumorzellen
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jedoch sowohl in der Plasmamembran, als auch im Zytoplasma lokalisiert ist. Damit
gilt MUC-1 in der Onkologie, besonders beim Mamma-Ca, als Marker fir
Proliferation und Metastasierung (Yuan et al., 2007; Hattrup und Gendler, 2008).
Aufgrund der genannten Literatur wurde in der vorliegenden Arbeit MUC-1 als
Marker zur Klassifikation und Analyse von endometriotischen Foci aus dem Uterus,

dem Peritoneum, dem Ovar und von tief infiltrierender Endometriose ausgewahlt.

5.2 Interpretation der Markerlokalisationen

Die vergleichende immunhistochemische Klassifizierung von Geweben mithilfe
epithelialer Marker wird schon lange diagnostisch genutzt. Zur histologischen
Charakterisierung von Neoplasien zahlen vor allem die Cytokeratine zu den
gangigen Epithelmarkern in der Pathologie. Wenn das Ursprungsgewebe unklar ist
kénnen diese immunhistochemischen Nachweise Aufschluss geben. Beispiele dafir
sind die identischen Expressionsmuster von Epithelien des endometrialen
Adenokarzinoms und endometriotischer Foci von Cytokeratin 7, 8, 18 und 19
(Kruitwagen et al., 1991; Chu und Weiss, 2002).

Sowohl die Marker Cytokeratin 18 und 19, als auch MUC-1, konnten in der
vorliegenden Arbeit in allen analysierten endometrialen und endometriotischen
Gewebeproben nachgewiesen werden. Wie in den Ergebnissen (Kapitel 4)
dargestellt, erwiesen sich vor allem CK19 und MUC-1 als hoch sensitiv und auf3erst
geeignet zur Detektion von allen Endometrioselasionen. Die Gewebepraparate
zeigten dabei keine Expressionsmuster von MUC-1 in peritonealem und ovariellem
Oberflachenepithel; somit konnten die Ergebnisse von Drapkin et al. (2004)
bezuglich dieses Aspektes nicht bestatigt werden.

Die Beobachtung, dass alle getesteten Epithelmarker auch im physiologischen
Endometrium histologisch und im Farbemuster gleich positiv sind, liel3 einen
gemeinsamen Ursprung der ektopen Endometrioselasionen aus eutopem
Endometrium vermuten. Durch die identische Expression der Marker in Driisen des
Endometriums und in Drisen endometriotischer Schleimhautdifferenzierungen,
konnte dieser Ansatz vergleichend Uberprift werden. In der Arbeit ergaben sich
keine Unterschiede zwischen dem Farbemuster von endometrialen und
endometriotischen Geweben, unabhangig von der jeweiligen Lokalisation der

untersuchten Endometrioseherde.
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Trotz der hohen Ubereinstimmung ist die sichere Abgrenzung von potentiell
malignem Gewebe von benignen endometriotischen Lasionen dennoch nur im
Zusammenspiel mit der genauen histologischen Evaluation zu treffen.

Die Tatsache, dass Cytokeratine und Mucine in ihren biochemischen Eigenschaften
und Funktionen nicht denselben Kriterien entsprechen, stitzt die Hypothese eines
gemeinsamen Gewebeursprungs, da die Ubereinstimmungen im Farbemuster nicht
zufallig zu 100% identisch sein kdénnen. Eingeschrankt gilt, dass CK18/19 ebenso
wie MUC-1 als epitheliale Marker hochsensitiv, aber nicht hochspezifisch sind.
Trotzdem sind sie durchaus als eigenstandige Marker fir endometriale und
endometriotische Zellcharakterisierungen zu werten.

Die groRe Ubereinstimmung der Cytokeratinexpression in endometriotischen Foci
und endometrialem Epithel wurde bereits von Matsuzaki und Darcha (2012)
beschrieben und damit die Entstehung von Endometriose auf der Grundlage von
endometrialen Epithelzellen in Betracht gezogen. Welche Cytokeratine zur Detektion
der Endometrioseherde dafiir in Frage kommen, geht aus der Publikation jedoch
nicht hervor. Die vorliegende Datenerhebung bestéatigte diese Vermutung und wird
durch die =zuséatzliche Identifizierung von MUC-1 und die hochsignifikante
Lokalisation in allen endometrialen und endometriotischen Foci bestarkt.

Von Dharmaraj et al. (2014) wurden im direkten immunhistochemischen Vergleich
von endometrialen und endometriotischen Geweben die Gemeinsamkeiten von
MUC-1 und CK18 dargestellt. Diese Datenerhebung beschrankt sich jedoch lediglich
auf elf endometriale und sechs endometriotische Praparate, welche dartber hinaus
nicht weiter klassifiziert und in ihrem Expressionsmuster nicht analysiert sind.

Die Charakterisierung und Identifizierung von Endometrioseherden in der
vorliegenden Arbeit in den einzelnen Gruppen (peritoneal, ovariell und tief
infiltrierend) mit Hilfe der ausgewahlten drei Epithelialmarker war demnach sinnvoll.
Die davon abgeleitete Schlussfolgerung eines gemeinsamen, monoklonalen
Ursprungs der Erkrankung Endometriose entspricht damit der von Sampson (1927)
aufgestellten Implantationstheorie entgegen der von Nisolle und Donnez (1997)
postulierten Unterschiede in der Pathogenese der drei Entitaten. Jedoch schlief3t ein
gemeinsamer monoklonaler Ursprung weitere Differenzierungsprozesse an den
verschiedenen Integrationsorten keinesfalls aus, sondern stellt lediglich den
Ausgangspunkt dar.

Bei der kritischen Auseinandersetzung mit der Implantationstheorie drangte sich die
Frage auf, warum die Erkrankung trotzdem so unterschiedliche Klinische

Erscheinungsbilder liefert. Zwei Antworten kommen diesbezglich in Betracht:
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Erstens konnten die klinischen Manifestationen der Erkrankung auf die jeweiligen
Interaktionen der endometriotischen L&sionen mit den ,Wirts-Geweben* zuriick zu
fuhren sein, wie bereits in der ,endometriotic disease theory* beschrieben (Koninckx
et al., 1999).

Zweitens sollte die stromale Umgebung nicht auRBer Betracht gelassen werden.
Endometriotisches Stroma kann sowohl die Endometriosedrisen umgeben, als auch
isoliert vorkommen, was die Diagnose der Endometriose oft erschweren kann.
Darlber hinaus zeigt die stromale Umgebung sehr unterschiedliche Auspragungen.
Manchmal ist diese nur spéarlich vorhanden, wie zumeist bei der ovariellen
Endometriose. In anderen Fallen finden sich periglandular ausgepragte
Fibroseherde mit Invasionen von glatten Muskelzellen und differenzierten Arteriolen
(Clement, 2007). Weiterhin schrieben Noél et al. (2010) den Hauptanteil tief
infiltrierender Endometriose und deren Klinik dem fibromuskuléaren Stroma in der
Peripherie der Herde zu, nicht den endometrialen Driisen und deren unmittelbare
stromale Umgebung ansich. Diese Beobachtungen konnten die vielfaltigen
klinischen Erscheinungsbilder der Endometriose erklaren.

Zusammenfassend sind die angewendeten Epithelialmarker CK18, CK19 und MUC-
1 fur die jeweiligen Gewebe ein wichtiger Hinweis fur die Glltigkeit der
Transplantationstheorie und lassen auf einen gemeinsamen Ursprung mit

verschiedenen Auspragungen schlie3en.

5.3 Atiologische Konsequenzen

Als Schlussfolgerung aus den dargestellten Ergebnissen und deren Interpretation gilt
es, die Transplantationstheorie und die Vermutung eines monoklonalen Ursprungs
der Endometriose im Kontext zu anderen Erklarungsmodellen zu sehen und sie
mithilfe der gewonnenen Erkenntnisse von diesen abzugrenzen.

Um eutopes endometriales Gewebe mit ektopem endometriotischem Gewebe
vergleichen zu kénnen, muss zuerst das Endometrium als Ursprungsgewebe genau
charakterisiert sein. Die Klonalitdt des Ursprungsgewebes ist fur die Fragestellung
nach Gemeinsamkeiten und Unterschieden zwischen Endometrium und
Endometrioselasionen obligat. Fir einen monoklonalen Ursprung spricht, dass
bereits humane endometriale Drisen auf ihre Klonalitat untersucht wurden und diese
als monoklonale Zellpopulationen von Epithelzellen identifiziert werden konnten
(Tanaka et al., 2003). Zusatzlich konnte mithilfe des humanen Androgen-Rezeptor
Gens (HUMARA) als polymorpher Marker der klonale Status von Epithelzelllen in

Endometriosezysten des Ovars untersucht werden. Das Methylierungsmuster zeigte
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durchweg einen monoklonalen Ursprung der Epithelzellen und spricht fir eine
monoklonale Zellexpansion in endometriotischem Gewebe (Jimbo et al., 1997). Das
Methylierungsmuster ist jedoch auch ein MaR fir die Aktivitat der transkribierten
Gene. Auch Wu et al. (2003) konnten einen monoklonalen Ursprung in
endometriotischen Geweben nachweisen. Zuséatzlich konnten diese bei multifocalem
Befall ebenfalls in jeder einzelnen Lasion die Monoklonalitdt der Epithelzellen
darstellen. Demnach entstehen die verschiedenen Herde unabhadngig voneinander
und lassen sich histologisch eigenstandig auswerten. Im Peritoneum hingegen
vermuteten Nabeshima et al. (2003) einen multizellularen Ursprung, da die ektopen
Drusen zwar ein monoklonales Muster aufwiesen, jedoch das Methylierungsmuster
innerhalb der L&sion unterschiedlich war. Somit schlossen sie individuelle Driisen
von einzelnen Progenitorzellen in die Pathogenese mit ein. Dies schliel3t eine
Transplantation von Clustern eutopen endometrialen Gewebes jedoch nicht aus.
AuBerdem konnte bei den meisten Studien die Zellreinheit nach Isolation nicht
evaluiert werden, oder wurde nur histologisch bestimmt.

Fir einen monoklonalen Ursprung der Endometriose aus endometrialen
Epithelzellen sprechen die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit und schlie3en
sich damit dem Erklarungsansatz von John A. Sampson an. Fir seine Theorie der
retrograden Menstruation als Ursache fur die Verbreitung der endometrialen Zellen
und der Manifestation der Endometriose spricht, dass er Endometriosepatientinnen
wahrend der Menstruation, in der Schwangerschaft und in der Menopause
vergleichend untersucht hat. Dabei zeigten sich die endometriotischen Foci
durchgéngig sowohl in ihrer Struktur, als auch in ihrer Funktion identisch zu eutopem
Endometrium (Sampson, 1925). Das heil3t, dass das ektope Gewebe keine
signifikante Entartung oder Transformation durchgemacht hat. Auch eine komplette
Neoplasie als Urspung der Endometriose schlief3t sich dadurch aus. Dies entkréftet
die Argumente der spater aufgestellten Metaplasie- und Stammzelltheorie.

Dass es sich bei den Gewebefragmenten der Endometriose um Verschleppungen
von eutopem Endometrium handelt, wird durch zahlreiche Fallberichte von iatrogen
verursachter Endometriose unterstitzt.

Beispielsweise fand man Endometrioseerkrankungen nach erfolgter Amniozentese,
bei der ein Stichkanal durch den Uterus zur Entnahme von Fruchtwasser zur
Verschleppung von Endometrium und damit zu endometriotischen Verwachsungen
der Abdominalwand fiihrte (Kaunitz und Di Sant'Agnese, 1979). Weitere Falle von
implantiertem Endometrium als Ursache einer Endometrioselasion, sind Herde in
Narben von Kaiserschnitten (Rovito und Gittleman, 1986). Auch hier erfolgte die

Verwachsung durch eine Verschleppung von physiologisch eutopem Gewebe.
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Dieses Phadnomen zeigte sich auch in einer Narbe nach stattgefundener Episiotomie
(Dammschnitt) im Zuge einer vaginalen Entbindung (Wittich, 1982). All diese
Fallberichte unterstiitzen Sampsons Vermutung, dass es sich bei der Endometriose
um eine Implantation und Verwachsung von eutopem Endometrium an einer
unphysiologischen Stelle handelt.

Diese Hypothese konnte weiterhin durch die direkte Injektion von Endometriumzellen
des Menstrualblutes in die Bauchhohle weiter unterstitzt werden (D'Hooghe et al.,
1995). Hier zeigte sich eine kinstliche Induktion der Endometriose durch eine
verstarkte Aussaat des physiologischen Gewebes.

Da in der vorliegenden Arbeit alle Epithelialmarker sowohl fiir eutopes, als auch ftr
ektopes Gewebe positiv waren, stellt sich die Frage, ob und in welcher Weise diese
Zellverbénde (dberhaupt in der Lage sind zu derartigen Verwachsungen im
Peritoneum und Mesothel zu fuhren. Witz et al. (2001) zeigten, dass endometriales
Gewebe in hohem MalRe und besonders schnell an intaktes peritoneales Mesothel
adhérieren und damit verwachsen kann. AuR3erdem bestétigte sich dieses
Phanomen nicht nur fir einzelne endometriale Epithelzellen, sondern auch
gesondert fir endometriales Stroma.

Dass es grundsatzlich bei fast jeder Frau zum Prozess der retrograden Menstruation
kommt, konnte von Halme et al. (1984) beobachtet werden. Er untersuchte
laparoskopisch perimenstruelle Frauen und fand bei 90% von ihnen Blut im
Peritonealsekret. Ebenfalls bei 90% der mit Endometriose erkrankten Patientinnen
konnte dieser Befund bestatigt werden. Lediglich bei 15% der Frauen mit
okkludierten Tuben fand sich Menstrualblut in der Bauchhdhle. Diese Daten zeigen,
dass es sich bei der retrograden Menstruation durch die Tuben um einen
physiologischen Vorgang handelt und sich demnach zumeist zyklisch bedingt
Endometriumzellen im Bauchraum befinden. Eine Einschrankung in der
Interpretation dieser Prozentsétze besteht in der Tatsache, dass die genaue Analyse
der im Blut vorhandenen endometrialen Zellen nicht genau einbezogen wurde und
sich damit ein evtl. niedrigerer Wert ergeben koénnte. Trotzdem kdnnte demnach
darin einer der Hauptgriinde fur die Zellverschleppung von endometrialem Gewebe
liegen, was jedoch andere Wege, wie z.B. eine lymphogene, oder hdmatogene
Metastasierung, nicht ausschlief3t.

Die in der vorliegenden Arbeit aufgestellte Hypothese des monoklonalen Ursprungs
der Endometriose wird zusatzlich durch die Tatsache gestitzt, dass eine
Endometrioseerkrankung haufig mit dem Auftreten einer Menorrhagie (starke und
lange Menstruation) vergesellschaftet ist (Bokor et al., 2009). Es wurden hohere

Konzentrationen  von endometrialen Zellen im Peritonealsekret  von

74



Endometriosepatientinnen im Vergleich zu gesunden Patientinnen gefunden. Damit
ist nicht nur die Qualitdt, sondern auch die Quantitdt der ,metastasierenden
Endometriumszellen® ausschlaggebend fir eine Pradisposition zur Endometriose
und es ergibt sich eine statistisch erhdhte ,Trefferwahrscheinlichkeit® bei diesen
Frauen.

Diese bisher dargestellten Fakten wurden von Vigand et al. (2004) bereits
zusammenfassend dargestellt. Er sieht die Transplantationstheorie zusatzlich darin
belegt, dass Frauen mit Nulliparitat ein erhdhtes Risiko fir Endometriose haben, da
diese konstant einer retrograden Menstruation ausgesetzt sind. Darliber hinaus sieht
er die Beobachtung, dass es eine Assoziation zwischen unterbundener Menstruation
(z.B. durch orale Kontrazeptiva im Dauerzyklus) und reduzierter
Endometriosehaufigkeit gibt, als zusatzlich beweisend fir Sampsons Theorem.

In der vorliegenden Arbeit konnten anhand der Markeranalyse Endometriosefoci
dem Endometrium als Grundgewebe zugeschrieben werden. Dass es sich bei den
untersuchten Patientinnen wahrscheinlich um Frauen mit verstarkter retrograder
Menstruation handelt, konnte durch deren erhdhte Uterusperistaltik erklart werden,
der besonders bei an Endometriose erkrankten Frauen den physiologischen
Vorgang verstéarkt (Leyendecker, 1998). Ob dies jedoch die Ursache, oder eher eine
Folge der Erkrankung darstellt, bleibt fraglich. Damit unterstreicht Leyendeckers
»Archimetra-Konzept* einige Punkte von Sampsons Transplantationstheorie.
Dartber hinaus untersuchte Leyendecker die Beschaffenheit des retrograd
transportierten Gewebematerials. Aus experimentellen Beobachtungen
schlussfolgerte er, dass es sich bei dem abgelosten Menstrualgewebe in der
Bauchhothle von Endometriosepatientinnen um eine tiefere Zellschicht handelt als
bei gesunden Frauen. Hier werden laut Leyendecker (2002), zusatzlich zum
normalerweise abgestoRenen Stratum functionale, auch Zellen des dem
Myometrium direkt angrenzenden Stratum basale abgeldst. Ob die von Leyendecker
postulierte abnorme Hyperperistaltik des Uterus und die damit verbundene
Verschleppung von tiefen Schichten des Endometriums jedoch durch
Autotraumatisierungen entsteht, bleibt fraglich. Die fiur die Kontraktion
verantwortlichen Schrittmacherzellen des Myometriums liegen né@mlich in der
subendometrischen Junktionszone (Brosens, 1998). Bei manchen Frauen lief3 sich
vaginalsonographisch und tber MRT-Aufnahmen eine Hyperplasie dieser Zone und
eine daraus resultierende Hyperperistaltik beobachten (Brosens, 1998). Der durch
die Hyperplasie resultierende erhohte intracavitdre Druck stellt einen weiteren

Ansatz fur die Verschleppung tieferer Schichten des Endometriums dar.
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Zusatzlich zu den dargestellten Fakten, ist die vorliegende Hypothese eines
gemeinsamen Ursprungs anderen Erklarungsmodellen zur Atiologie der
Endometriose argumentativ zu bevorzugen:

Wenn man die von Meyer (1919) postulierte Metaplasietheorie auf die Endometriose
anwendet, misste das gesamte ovarielle Oberflachenepithel und zusatzlich in
exakter Weise auch alle endometriotischen Drisen eine Transformation durchlaufen
haben, um mit den Epithelialmarkern CK18, CK19 und MUC-1 positiv zu sein. Dies
ist fir MUC-1 nicht der Fall (s. Kapitel 4) und ware auch auf3erst unwahrscheinlich,
da dieses Metaplasie-Potenzial des peritonealen Zélom-Mesothels dann nicht
punktuell in einzelnen Lasionen, sondern eher generalisiert auftreten wirde. Dartber
hinaus mussten ansonsten auch andere vom Zdlom abstammende Gewebe von
Endometriose befallen sein, z.B. die Pleura, das Perikard und die Mesenterien-
diese Lokalisationen sind jedoch bis heute nicht bekannt.

Weiterhin wurde in der Literatur beschrieben, dass die Ovarial-Ca Marker OV-TL 3
und 10 sowohl fir das Endometrium, als auch fiir Endometrioseldasionen negativ sind
(Kruitwagen et al., 1991). Basierend auf dieser Datengrundlage ist ein Ursprung der
Endometriose allein aus ovariellem Zo6lomepithel  hochstwahrscheinlich
ausgeschlossen.

Wie im Ergebnisteil bereits dargestellt (Kapitel 4), spielt das zytogene Stroma bei der
Pathogenese der Endometriose eine grofe Rolle. In der Literatur der
Induktionstheorie, welche die Metaplasietheorie mit einschlief3t, konnte jedoch kein
Nachweis Uber endometriotisches Stroma gegeben werden (Levander und
Normann, 1955). Da dieser fiir die Diagnose einer Endometriose jedoch obligat ist,
stellt die Induktionstheorie ebenfalls kein fundiertes Erklarungsmodell dar.

Der Implantationstheorie nach Sampson steht au3erdem noch die Embryonaltheorie
(Von Recklinghausen, 1896) gegeniiber, welche die Endometriose als Uberreste des
Millerschen-Gangepithels darstellt. Mithilfe dieser Theorie lassen sich jedoch nicht
alle Lokalisationen und die verschiedenen klinischen Manifestationen erklaren.

Trotz all der dargestellten Grinde fir die Gultigkeit der Transplantationstheorie bleibt
die Frage bestehen, warum nicht alle retrograd menstruierenden Frauen von dieser
Erkrankung betroffen sind.

Das intakte Immunsystem einer Frau ist normalerweise in der Lage, ein bestimmtes
MalR an Fremdmaterial zu tolerieren und abzubauen. Nach Sampson (1927) geht
man davon aus, dass die Uber die Tuben in die Peritonealhdhle gelangten
Gewebefragmente eine lokale zellulare und humorale Immunreaktion auslésen. Die
jeweilig betroffenen Areale antworten dann mit einer Entzindungsreaktion und das

Immunsystem wird hochreguliert. Damit ist der Korper in der Lage, das
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Fremdgewebe zu zersetzen und Uber den Prozess der Phagozytose mithilfe von
aktivierten peritonealen Makrophagen abzubauen. Bei der Pathogenese der
Endometriose geht man jedoch davon aus, dass genau dieser Prozess nicht
vollsténdig abléauft und somit einzelne Zellen das Peritoneum befallen und dadurch
mit diesem verwachsen kénnen. Dabei erlangen einige Zellen ihre Nahrstoffe Uber
Diffusion und andere werden apoptotisch (Gazvani und Templeton, 2002). Je nach
Ausdehnung und Proliferation haben die Endometrioseherde dann das Potential zur
Vaskularisation und Angiogenese (McLaren, 2000). All diese Prozesse flihren
letztendlich zur eigentlichen Manifestation der Endometriose, welche somit nicht bei
jeder Menstruation ausgelost, bzw. aktiviert werden muss. Per definitionem besteht
jedoch bereits mit der Implantation endometrialen Gewebes an einer ektopen
Lokalisation eine Endometriose.

Weiterhin lassen sich lokale Reaktionen des umliegenden Gewebes und bereits
bekannte immunologische Faktoren (Gazvani und Templeton, 2002) sehr gut mit
dem Konzept der Transplantationstheorie und der Hypothese eines gemeinsamen,
monoklonalen Ursprungs vereinbaren, da sich diese lediglich auf die Ursache und
nicht auf die lokalen Reaktionen der Gewebe bezieht.

Sampsons Erklarungsansatz beinhaltet neben der transtubalen Dissemination von
Endometrium aufRerdem die hadmatogene und lymphatische Metastasierung von
endometriotischem Gewebe (Sampson, 1927). Der in dieser Arbeit begrindete
monoklonale Ursprung der Erkrankung schliet eine Verschleppung und
Verwachsung von Endometrioseherden in andere Lokalisationen nicht aus.

Neben all diesen Argumenten fur die Transplantationstheorie und die in der
vorliegenden Arbeit aufgestellte Hypothese, sollten noch weitere Gegenargumente
jedoch nicht auRer Acht gelassen werden.

Zum einen wurde von zwei Fallen berichtet, in denen bei Mannern an der Blase
Endometrioseherde entfernt wurden. Es handelte sich bei beiden Patienten um
einen Zustand nach einer Prostata-Ca Erkrankung und mehrjahriger Ostrogen
Behandlung (Pinkert et al., 1979; Schrodt et al., 1980). In diesen seltenen Fallen ist
ein endometrialer Ursprung der Endometriose ausgeschlossen. Aus den
Fallbeschreibungen ist jedoch ersichtlich, dass diese Vermutung lediglich auf einer
histologischen Einschatzung ohne immunhistochemisch spezifischen
Markernachweis grindet.

Zum anderen zeigen Studien, dass in manchen Feten ektopes Endometrium
aul3erhalb des Cavum uteri nachgewiesen werden konnte (Signorile et al., 2012).
Dies weist darauf hin, dass es in wenigen Endometrioseféllen keiner retrograden

Menstruation bedarf. Jedoch fanden sich in den ektopen Endometriumanteilen keine
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signifikanten Unterschiede zu physiologischem Endometrium und ein gemeinsamer
monoklonaler Gewebeursprung schliel3t eine Zellverschleppung auf anderem Wege
keinesfalls aus, zumal Signorile et al. (2012) ein Proteinprofil wie im Endometrium
mit den Markern ER-a und CD10 nachweisen konnten.

Zusatzlich existieren Daten Uber Endometriosemanifestationen bei Patienten mit
kongenitalem Mayer-Rokitansky-Kulster-Hauser-Syndrom und kompletter
Uterusagenesie (Mok-Lin et al., 2010). Eine Migration aus dem Uterus ist dort nicht
mdglich, jedoch handelt es sich bei dieser Erkrankung um eine Fehlbildung der
Muller'schen Gange und eine embryonale Zellverschleppung ist damit trotzdem
mdoglich. In den drei Fallen in denen eine Biopsie durchgefuhrt wurde, konnten
Uterusreste gefunden werden und bei den anderen Féllen konnte durch fehlende
Biopsien eine eindeutige Agenesie nicht beweisen werden, demnach bleibt auch in
diesen Féllen eine Migration der Zellen aus Endometriumresten moglich.

Die vorliegende Arbeit schlief3t nicht aus, dass evtl. einige ektope endometriotische
Drisen existieren konnten, welche nicht von eutopem endometrialem Gewebe
abstammen. Jedoch stellen die analysierten Marker eine Mdglichkeit zur exakten
Detektion dieser eventuell vorkommenden Drisen dar und kdnnen dabei helfen sie
zu identifizieren. Darlber hinaus zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse, dass alle
endometriotischen Foci von endometrialem Grundgewebe abstammen und man in
der Lage ist, diese mit den dargestellten Markern zu 100% zu erfassen.

Letztendlich kann auf der Grundlage der erhobenen Daten die Implantation
endometrialer Gewebefragmente als kausale Erklarung zur Pathogenese der
Endometriose gesehen werden, jedoch kann die Ursache und der Mechanismus
dieser Ablosung und Implantation multifaktorieller Genese sein (z.B. durch
genetische Pradisposition, Uber retrograde Menstruation, durch erhthte Peristaltik,
Stérungen des Immunsystems, oder fetale Migration).

AbschlieBend kann man demnach mutmafen, dass die dargestellten CK18, CK19
und MUC-1 positiven endometrialen Zellen, ahnlich wie Tumorzellen, in die
Bauchhohle disseminieren und an die vorliegenden Gewebe adharieren. Wie von
Sampson (1927) bereits vermutet, kdonnen diese Herde dann invasiv in die
Nachbarorgane einwachsen und zu starken Einschrankungen und Schmerzen
fuhren. Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass sowohl bei der ovariellen
Endometriose, als auch bei peritonealen und tief infiltrierenden endometriotischen
Drisen, ein gemeinsamer Ursprung von eutopen endometrialen Drisen mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit angenommen werden darf. Daher vermuten wir, dass es
sich bei der Endometriose um eine Entitdt mit verschiedenen Abweichungen und

Auspragungen handelt.
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5.4 Ausblick

Die gewonnenen Erkenntnisse (ber die Atiologie und die Pathogenese der
Endometriose gilt es in Zukunft noch genauer zu erforschen. Dabei sollte ein
Schwerpunkt sowohl auf der Erweiterung der Markeranalyse mit CK18, CK19 und
MUC-1 in weiteren Lokalisationen liegen, als auch auf der Identifizierung weiterer
Marker. Darliber hinaus gilt es das untersuchte Patientenkollektiv zu erweitern und
zu vergroRern. Daher kénnten Detailinformationen zu den jeweiligen Patientinnen,
wie z.B. der Zeitpunkt der Erstmanifestation der Erkrankung, eine erfolgte
Medikamenteneinnahme, eine Nikotin- und Alkoholanamnese, sowie die Abklarung
einer moglichen genetischen Disposition, fir die genauere Analyse von
Risikofaktoren fur eine Endometriose aufschlussreich sein.

Dabei sollte auf eine gute Qualitéat und zeitnahe Bearbeitung der Biopsien geachtet
werden, um ein ausreichendes Qualitdtsmanagement zu gewahrleisten und
methodische Fehlerquellen zu minimieren.

Des Weiteren konnte zur Verbesserung der Detektion von sehr kleinen
Endometriosefoci ein weiterer Schwerpunkt auf der Identifikation spezifischer Marker
fur endometriotisches zytogenes Stroma liegen. Damit ware die Madoglichkeit
gegeben, die Herde vollstandig zu betrachten und besser in den Gesamtkontext
einzuordnen. Darlber hinaus ware somit auch eine bessere Korrelation zum
klinischen Bild der Erkrankung moglich, da diese mit der Ausdehnung der
Endometrioselasionen und ihrer zellularen Umgebung in Zusammenhang stehen
konnten.

Durch die vielen Erklarungsmodelle und wissenschaftlichen Arbeiten zu diesem
Thema wird wohl die eindeutige Klarung der Atiologie mit all inren Konsequenzen
noch lange fir Diskussionen sorgen. Trotz allem konnte die vorliegende Arbeit einen
Beitrag zu dieser Debatte leisten und die Hypothese wird sich hoffentlich in der

Zukunft gegen die anderen Theorien behaupten, bestatigen und akzeptiert werden.
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6. Zusammenfassung

Die Theorien zur Entstehung der Erkrankung Endometriose gelten als sehr
umstritten. Obwohl die Dissemination von endometrialen Zellen wé&hrend der
retrograden Menstruation Uber die Tuben als allgemein giltige Ursache angesehen
wird, werden alternative Hypothesen, wie die Zbdlom-Metaplasietheorie, die
Stammzell- und Embryonalresttheorie diskutiert. Jedenfalls werden die peritoneale,
ovarielle und tief infiltrierende Endometriose als verschiedene Entitdten betrachtet.

In der vorliegenden immunhistologischen Studie wurden 158 Proben von 115
Patientinnen analysiert (davon waren 54 peritoneale Endometriosefoci, 43 ovarielle
Endometriosefoci und 17 tief infiltrierende Endometriosefoci, 28 Uteri mit
zusatzlicher Endometriose- darunter 14 Falle von Adenomyosis uteri- und 16 Uteri
ohne Endometriose).

Es handelt sich um eine Studie, die 2009 von der Ethikkommission der Justus-
Liebig- Universitat in Giel3en (Deutschland) genehmigt wurde. Alle Biopsien wurden
laparoskopisch entnommen und in Fallen von tief infiltrierender Endometriose
intraoperativ anhand des rAFS Scores und des ENZIAN Scores klassifiziert und
ebenso mikroskopisch von einem Pathologen histologisch klassifiziert.

In Vorarbeiten wurden verschiedene Kandidatenproteine vergleichend analysiert mit
dem Ziel einer besonders sensitiven Erfassung endometrialer und endometriotischer
Drusen. Nur drei Proteine, zwei strukturelle (CK18 und CK19) und ein
membrangebundenes (MUC-1), zeigten eine hohe Sensitivitat. Diese wurden als
Marker zur Analyse von endometrialen und endometriotischen Driisen in allen
Lokalisationen angewendet, die eigetliche Suche und Abgrenzung dieser Marker war
jedoch nicht Gegenstand der Arbeit.

In allen endometrialen Drusen und in fast allen endometrialen Epithelzellen konnten
alle drei Marker nachgewiesen werden, die Positivitat war dabei unabhangig von den
jeweiligen Menstruationsphasen der Patientinnen. Bemerkenswert war, dass die
Marker auch in allen endometriotischen Lasionen von peritonealer, ovarieller und tief
infiltrierender Endometriose nachweisbar waren. Darlber hinaus waren auch fast
alle endometriotischen Epithelzellen fir alle drei Proteine positiv.

Das identische Expressions- und Farbemuster von CK18, CK19 und Muc-1 in allen
endometriotischen Drisen und allen Lokalisationen, verglichen mit den
endometrialen Driisen, lassen einen gemeinsamen Ursprung der ektopen
endometriotischen Foci aus eutopem Endometrium vermuten.

Die experimentellen Daten sind vereinbar mit der bereits formulierten

Transplantationstheorie nach  Sampson, welcher postulierte, dass alle
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endometriotischen Lasionen von der Dissemination endometrialer Zellen aus

endometrialen Driisen stammen.

Abstract

The different theories of the pathogenesis of Endometriosis are very controversial.
Although dissemination of endometrial cells by retrograde menstruation is generally
accepted as the main cause, alternative hypotheses such as coelomic metaplasia,
stem cells or embryonic rests are also discussed. However, peritoneal, ovarian and
deep infiltrating endometriosis are often regarded as distinct entities of the disease.
In an immunohistochemical study, we analysed 158 specimens collected from 115
patients (54 peritoneal endometriosis specimens, 43 ovarian endometriosis
specimens, 17 deep infiltrating endometriosis specimens, 28 uteri with additional
endometriosis- from which 14 uteri also showed adenomyosis- and 16 uteri without
endometriosis).

This study started in 2009 and has been approved by the Ethics Committee of the
Medical Faculty of the Justus-Liebig University in Giessen. All specimens were
obtained by laparoscopy. The intraoperative findings were classified according to the
rAFS score or ENZIAN score in cases of DIE and the histology was microscopically
analysed and classified by a pathologist.

There were preliminary studies to analyse and identify several proteins. The aim was
to stain as many as possible endometriotic glands. Only three proteins, two structural
(K18 and K19) and one membrane associated protein (MUC1) showed a very high
sensitivity and were then used to analyse the endometrial and endometriotic glands
of all specimens. The detection of those three markers was not the main purpose of
the research study. Positivity for K18, K19 and MUC1 was detected in all
endometrial glands and in nearly all endometrial epithelial cells irrespective of the
menstrual cycle. Remarkably, all proteins were detected also in all endometriotic
glands of the ovary, peritoneum or deep infiltrating endometriotic lesions.
Additionally, nearly all endometriotic epithelial cells also demonstrated positive
staining for the three proteins.

The identical expression profile of MUC1, K18 and K19 in all ectopic endometriotic
glands of all endometriotic entities examined compared to all eutopic endometrial
glands suggest a common origin of the endometriotic foci from endometrial glands.
Thus, we present experimental data which are consistent with the hypothesis already
favoured by Sampson, who postulated that all endometriotic lesions result from

dissemination of endometrial cells from endometrial glands.
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7. AbklUrzungsverzeichnis
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NSAR
PBS
PPV
SEN
sog.
SPE
Std.
Tab.
TIAR
pl
VNTR
WHO
z.B.
z.T.

Nichtsteroidale Antirheumatika

.Phosphate buffered saline“, Phosphatgepufferte Salzlésung
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»Tissue injury and repair"
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