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1 Einleitung und Literaturiibersicht

1.1 Endometriose

Die Endometriose ist eine der hdufigsten Frauenkrankheiten; 8 bis 12 Prozent aller Frauen im
gebérfahigen Alter sind davon betroffen. Der Erkrankungsgipfel liegt ca. beim 27. Lebensjahr
(Ebert et al. 2005). Dabei treten gebarmutterschleimhautihnliche Wucherungen au3erhalb des
Cavum uteri auf. Bei der histologischen Untersuchung sind sowohl Driisen der
Gebédrmutterschleimhaut zu finden, als auch zellreiches Grundgewebe (endometriales bzw.
zytogenes Stroma), das die Driisen umgibt (Becherer und Schindler 2002). Die
Endometrioseherde unterliegen &dhnlichen zyklischen Verdnderungen wie das eutope
Endometrium (Becker et al. 2004). Sie unterscheiden sich jedoch in vielen einfachen und
fundamentalen Punkten von eutopischem Endometrium. Diese beinhalten die Abstammung,
enzymatische Aktivitdt, Protein Expression und histologische und morphologische
Charakteristika der Zellen. Daher ldsst sich die Endometriose nicht einfach als disloziertes
Endometrium bezeichnen (D’Hooghe et al. 2004). Interessanterweise unterscheidet sich sogar
das eutope Endometrium von Endometriosepatientinnen von dem gesunder Frauen (Koninckx

et al. 1999a).

Klassischerweise wird die Endometriose in Deutschland nach ihrer Lokalisation in
Endometriosis genitalis interna, Endometriosis genitalis externa und Endometriosis

extragenitalis eingeteilt (Renner et al. 2006).

Endometriosis genitalis interna: Ein Synonym hierfiir ist der Ausdruck Adenomyosis
uteri. Bei dieser Lokalisation ist das Myometrium
betroffen.

Endometriosis genitalis externa: Hier sind die inneren weiblichen Geschlechtsorgane im
kleinen Becken, d. h. Tube, Ovarien und
Beckenperitoneum befallen.

Endometriosis extragenitalis: In diesem Fall kann die Erkrankung Appendix, Darm,
Blase, Scheide, aber auch seltenere Lokalisationen wie
Lunge, Leber, Pankreas, ZNS oder Lymphknoten
befallen (Renner et al. 2006).



Es gibt jedoch noch weitere Moglichkeiten der Stadieneinteilung, beispielsweise nach der
American Society of Reproductive Medicine. Hier erfolgt die Einteilung anhand eines

Punktesystems in 4 Stadien:

Stadium I minimal: 1-5Punkte
Stadium II  mild: 6-15 Punkte
Stadium III  moderat: 16-40 Punkte
Stadium IV~ schwer: >40 Punkte

Die Gesellschaft gibt vorgefertigte Bogen heraus, in die die Untersucher ihre Befunde und
Therapieempfehlungen eintragen konnen. Beurteilt werden Anzahl, GroBe und Lokalisation
der Endometrioseherde sowie Plaques, Adhédsionen und Begleiterkrankungen.

(www.asrm.com).

N
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Abbildung 1: Migliche Lokalisationen von Endometrioseherden’

' Abbildung nach Institut fiir Frauengesundheit Baden-Wiirttemberg

(www.institut-frauengesundheit.org/fuer-fachkreise/forschung-studien.html)



Die GroBe und Ausdehnung der Endometrioseherde korreliert nicht mit dem klinischen
Beschwerdebild. So gibt es Frauen mit einem minimalen organischen Befund und heftigsten
Beschwerden sowie umgekehrt auch Frauen mit diffuser makroskopischer Ausbreitung der
Endometriose und wenig bis iiberhaupt keiner Beschwerdesymptomatik (Renner et al. 2006).

Daher ist jede Form der Endometriose behandlungsbediirftig, die zu einer subjektiven oder

objektiven Beeintriachtigung der Frauen fiihrt (Becherer und Schindler 2002).

Chronisch rezidivierende Unterbauchbeschwerden stellen zusammen mit Dysmenorrhoe und
Dyspareunie die klassische Trias der durch Endometriose bedingten Beschwerden dar. Wenn
Endometrioseherde der Harnblase oder dem Enddarm aufliegen oder in diese hineinwachsen,
kann es zu Dysurie und Dysdefédkation kommen. Unabhéngig davon fiihrt Endometriose oft
zu Sterilitit (Becherer und Schindler 2002).

So konnte bei 30-50% der Frauen mit Sterilitdtsproblemen histologisch eine Endometriose
nachgewiesen werden. Als Ursache hierfiir kommen Adhédsionen mit konsekutivem
Tubenverschluss bzw. Tubenmotilititsstorungen in Betracht. Es scheinen jedoch weitere
Faktoren filir die Sterilitit von Endometriosepatientinnen verantwortlich zu sein, da auch
Frauen mit makroskopisch  unauffilliger =~ Tubenfunktion betroffen und die

Schwangerschaftsraten bei IVF/ICSI in diesem Kollektiv schlechter sind (Renner et al. 2006).

Obwohl die Endometriose keine maligne Erkrankung ist, lassen sich doch -einige
Charakteristika eines malignen Phdnotyps erkennen. Multifokalitdt, intravasale
Nachweisbarkeit und Fernabsiedlungen sind klinisch bekannt. Eine Assoziation zwischen
dem Auftreten von Endometriose und endometrioidem bzw. klarzelligem Ovarialkarzinom
wird beschrieben. Pro-inflammatorische und pro-angiogene Faktoren sind sowohl beim
Tumorwachstum als auch in Endometrioseherden nachweisbar (Becker et al. 2004).

Das Therapiemanagement ist von der individuellen Lebenssituation und dem Alter der
Patientin abhdngig, wobei die Fragen nach einem bestehenden Kinderwunsch oder
endometriosebedingten Schmerzen im Vordergrund stehen.

Das Therapiespektrum umfasst neben der chirurgischen Sanierung medikamentds-endokrine
Therapieansatze, Kinderwunsch-Behandlung, schmerztherapeutische Optionen,
Kombinationstherapien und komplementire BehandlungsmaBnahmen (Thode et al. 20006).
Goldstandard ist die Laparoskopie, die der Diagnostik und der Therapie dient (Ebert et al.
2005). Auf derartige Weise operativ entferntes Gewebe wurde in der vorliegenden Arbeit

untersucht.



Medikamente gegen Endometriose sollten der Entwicklung der Erkrankung vorbeugen, die
schon existierende Krankheit und verwandte Lasionen heilen, den Menstruationszyklus nicht
beeinflussen, keine negativen Auswirkungen auf Konzeption und Schwangerschaft haben und
keine oder nur wenige unerwiinschte Wirkungen haben. Ein solches Medikament gibt es
allerdings bisher nicht. Basierend auf neuen Erkenntnissen zur Pathogenese der Endometriose
zeigte sich, dass Entziindungen des Beckens, gesteigerte Makrophagen-Aktivitit,
Angiogenese des Beckens und Invasion der extrazelluliren Matrix, assoziiert mit
Endometriose, potentielle Angriffspunkte fiir die Endometriosetherapie sind (D’Hooghe et al.
2004).

Hervorzuheben ist hier die Angiogenese, die eine besonders wichtige Rolle bei der
Entstehung der Endometriose zu spielen scheint. Die Hemmung der Angiogenese konnte in
Zukunft einen neuen, vielversprechenden  Therapieansatz  darstellen, indem
Angiogeneseinhibitoren als wirksame Ergénzungen bestehender Therapieschemata eingesetzt
werden (Becker et al. 2004).

Die Einzelheiten der genauen Atiologie und Pathogenese dieser Erkrankung sind noch zu
untersuchen. Eine wichtige Rolle scheint die Entziindungsreaktion des Peritoneums in der
Umgebung von Endometrioseldsionen zu spielen (Hastings et al. 2003).

Diverse Studien haben belegt, dass die Spiegel verschiedener Zytokine in der
Peritonealfliissigkeit von Endometriosepatientinnen erhdht sind (Harada et al. 2001). Diese
Zytokine konnten die Aktivitit von Leukozyten in der Peritonealfliissigkeit regulieren. Es ist
jedoch auch denkbar, dass sie direkt auf das ektope Endometrium wirken, wo sie
moglicherweise eine Rolle in der Pathogenese und Pathophysiologie der Endometriose
spielen (Harada et al. 2001). Bedenkt man die Vielfalt der sekretorischen Produkte der
Peritonealfliissigkeit, sind sowohl hemmende wie auch fordernde Einfliisse auf oberfldchliche
Endometriose denkbar, da sich die interindividuellen Spiegel der Patientinnen stark
unterscheiden konnen (Koninckx et al. 1999a). Nichtsdestotrotz wurden eine Reihe von
Studien durchgefiihrt, um die Hypothese zu stiitzen, dass Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Angiogenesefaktoren die Entwicklung einer Endometriose fordern. Es zeigte sich, dass ein
direkter Kausalzusammenhang bisher nicht bewiesen werden konnte, obwohl beeinflussende
Effekte dieser Substanzen bekannt sind (Koninckx et al. 1999b). Wichtiger ist die
Beobachtung, dass die Ausdehnung der peritonealen Endometriose umgekehrt proportional
zur entziindlichen Makrophagen- Antwort ist. Dies ldsst vermuten, dass der Effekt der
Peritonealfliissigkeit auf Wachstum und Entwicklung einer Endometriose eher ein

hemmender als ein fordernder ist (Koninckx et al. 1999b). Tiefe Endometrioseherde miissen



im Gegensatz dazu durch Blutbestandteile beeinflusst werden, da sie keinen Kontakt zur
Peritonealfliissigkeit haben und ovariale Endometriose von Konzentrationen innerhalb des
Ovars beeinflusst wird (Koninckx et al. 1999a).

Es wird angenommen, dass Wachstum und Entwicklung der Endometriose unvermeidlich
sind, wenn die Erkrankung einmal begonnen hat. AuBlerdem scheint Endometriose eine
fortschreitende Erkrankung zu sein, obwohl sie sich bei verschiedenen Frauen unterschiedlich
schnell entwickelt. So fokussierte sich die Forschung auf die Pathophysiologie des Beginns
der Erkrankung, nidmlich die kleinen und frithen Lédsionen. Diese konnen durch zwei
verschiedene Theorien erkldrt werden, Transplantation und Metaplasie, die immer noch
aktuell sind und von zahlreichen Daten gestiitzt werden (Koninckx et al. 1999a).
Grundgedanke der Transplantationstheorie ist die Beobachtung, dass es bei der
Periodenblutung nicht nur zu einer Blutung aus der Scheide nach auBlen, sondern auch zu
einer Blutung iiber die Eileiter in den Bauchraum hinein, der sogenannten retrograden
Menstruation, kommt. Die retrograde Menstruation mit nachfolgender Transplantation basaler
Zellen scheint ein wesentlicher atiologischer Faktor zu sein. Dabei handelt es sich
wahrscheinlich um dislozierte Fragmente der Basalschicht des Endometriums mit
Stammzellcharakter (paramesonephritisches embryonales Organogeneseprogramm), wobei
die ,,Endometrioseherde” als die Komponenten des primordialen Uterus (endometriales
Epithel, Stroma und peristromale Muskelzellen) verstanden werden (Thode et al. 2006).
Zusitzlich kann eine Verschleppung von Schleimhautpartikeln auch iiber die Blutbahn
erfolgen. Diese Theorie wurde schon 1927 durch die Beobachtungen von J. A. Sampson
etabliert.

Die Beteiligung von Stammzellen wurde mittels einer Reihe von verschiedenen
Stammzellmarkern iberpriift. Im adulten Endometrium fand sich eine Population
hidmatopoetischer Vorlduferzellen, die sich wihrend des gesamten Menstruationszyklus‘ nicht
verdndert. Diese Zellen unterscheiden sich signifikant von ihren zirkulierenden Gegenstiicken
aus dem Knochenmark. Interessanterweise unterschieden sich auch die hdmatopoetischen
Stammzellen, die im Endometrium von unfruchtbaren Frauen gefunden werden, von denen
der normalen Kontrollen (Lynch et al. 2007).

Es ist bekannt, dass auch das eutope Endometrium von Endometriosepatientinnen
physiologische Unterschiede zu normalem Endometrium aufweist. In ihrer Studie belegten
Johnson et al. (2005), dass das eutope Endometrium dieser Patientinnen einen signifikanten
Zuwachs im Zelliiberleben sowie verdnderte DNA-Fragmentation und verénderte Expression

von Faktoren fiir Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose zeigt (Johnson et al.



2005). Es stellt sich jedoch die Frage, ob die beobachteten Unterschiede zwischen dem
ektopen und eutopen Endometrium echte Unterschiede in der Gewebebeschaffenheit
widerspiegeln, oder ob sie nicht vielmehr das Resultat der verdnderten hormonalen
Umgebung sind (Koninckx et al. 1999b).

AuBerdem gilt die Annahme, dass es in der Bauchhdhle zu einer sterilen Entziindung kommt
und es gibt deutliche Hinweise, dass immunologische Faktoren und Angiogenese eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der Endometriose spielen (Gazvani und Templeton 2002).
Die Endometriose weist sowohl Charakteristika einer chronischen Entziindung als auch eines
Wundheilungsprozesses auf (Groothuis et al. 2005).

Nach der Implantation wird das Wachstum der Endometrioseherde von Steroiden,
Wachstumsfaktoren und angiogenetischen Faktoren aus der Peritonealfliissigkeit gefordert, da
die Entwicklung von ektopem Endometrium dariiber hinaus die Versorgung mit Blutgefa3en
erfordert (Gazvani und Templeton 2002). Normales Gewebewachstum, wie in der
Embryonalentwicklung, Wundheilung, Ovarialfunktion und des Menstrualzyklus, ist
abhingig von der Bildung neuer Gefille zur Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen
sowie zum Abtransport der Stoffwechselabbauprodukte (Groothuis et al. 2005).Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass die Implantation von Endometriumgewebe eine adéquate
Angiogenese nach sich ziehen muss (Groothuis et al. 2005). Angiostatische Therapie konnte
die Anzahl der Endometrioseherde begrenzen (Nap et al. 2004). Wahrend der letzten Jahre
konnten mehrere Angiogenesefaktoren identifiziert werden, die an der Entstehung von
Endometriose beteiligt sind. Diese beinhalten vascular endothelial growth factor (VEGF),
fibroblast growth factor (FGF) and platelet-derived growth factor (PDGF) (Laschke et al.
2005). Die kombinierte Hemmung dieser drei Faktoren unterdriickt den Prozess der
Angiogese und Vaskularisierung von ektopem endometrialem Gewebe zuverldssig (Laschke
et al. 2005).

Der von R. Meyer 1919 entwickelten Metaplasietheorie liegt die Tatsache zugrunde, dass
Endometrium und Bauchfell entwicklungsgeschichtlich dem gleichen embryonalen Gewebe,
dem Mesoderm (genauer dem Coelomepithel), entstammen. Infolge chronischer Reize
konnen sich Zellen des Bauchfells in Endometriosezellen umwandeln und somit einen
Endometrioseherd ausbilden. Bei dieser Theorie wird also von einer Neubildung von
Endometrioseherden aus Zellen des Bauchfells auferhalb der Gebidrmutter ausgegangen
(Becherer und Schindler 2002). Sie wurde notwendig, da die Transplantationstheorie nicht
alle Lokalisationen und Manifestationen der Endometriose erkldren kann, wie Endometriose

beim Mann oder Endometriose bei Frauen ohne retrograde Menstruation, die man vereinzelt



bei Laparoskopien wéhrend der Menstruation gefunden hat. (Koninckx et al. 1999a). Bei
Minnern, die auf Grund eines Prostatakarzinoms mit hohen Ostrogendosen behandelt wurden,
konnte in Einzelfdllen eine Endometriose nachgewiesen werden (Quakernak et. al. 2003).
Nach chirurgischer Entfernung von Endometrioseherden tritt die Erkrankung bei 30 bis 50%
der Patientinnen in 3-5 Jahren wieder auf. Erstaunlicherweise erkranken auch etwa 10% aller
Frauen erneut, denen sowohl Uterus wie auch beide Eierstocke entfernt wurden (Banu et al.
2009). Dies spricht auch gegen die Transplantationstheorie, da hier gar keine Menstruation -
auch keine retrograde- mehr stattfindet.

Die Metaplasie ist ein riesiger Umbruch in der Gewebedifferenzierung und so gut wie immer
mit chronischer Zerstorung und Regenerationsprozessen assoziiert. Es ist anzunehmen, dass
der Umbruch schon auf Ebene der Stammzellen passiert und nicht bei den differenzierten
Zellen (Alison et al. 2002).

Eine weitere von Bischoff und Simpson (2004) untersuchte Komponente zur Atiopathogenese
der Endometriose ist die genetische. Die Autoren berichten von Héufigkeiten von 5-7% fiir
das erneute Auftreten einer Endometriose unter Verwandten ersten Grades. Familidre und
epidemiologische Studien lassen fiir die Endometriose auf eine
polygenetische/multifaktorielle Vererbung schlieen. Die genaue Anzahl und Lokalisation der
betroffenen Gene bleibt noch zu klaren (Bischoff und Simpson 2004). Auch D’Hooghe et al.
berichten 2004 von zunehmenden Beweisen, dass Endometriose als eine komplexe genetische
Disposition mit multiplen Genen vererbt wird, die untereinander und mit der Umwelt
interagieren und so den Phénotyp der Erkrankung produzieren.

Ein weiterer wichtiger Ansatz die Pathogenese von Endometriose betreffend ist der fordernde
Einfluss von oxidativem Stress. In einer Studie konnte belegt werden, dass oxidativer Stress
eine Rolle in der Entstehung von Endometriose spielt (Portz et al. 1991). Hier wurde gezeigt,
dass die Injektion der antioxydativen Enzyme Superoxiddismutase und Katalase in die
Peritonealhdhle die Ausbildung von Adhédsionen bei Endometrioseherden im
Kaninchenmodell verhindern kann (Portz et al. 1991). Erythrozyten, apoptotisches
endometriales Gewebe und Zellriickstdnde, die durch menstrualen Reflux in die Bauchhohle
transportiert wurden, und Makrophagen wurden als potentielle Ausldser fiir oxidativen Stress
angeschuldigt (Langendonckt et al. 2002). Exzessive Produktion von reaktivem Sauerstoff
konnte ebenso durch das Vorhandensein von Umweltgiften und Schwermetallen ausgelost
werden, die das Gleichgewicht von Pro- und Antioxidantien stéren (Langendonckt et al.

2002). Es wire nun interessant herauszufinden, ob antioxidative Medikation bei



Endometriosepatientinnen einen effektiven Therapieansatz darstellt (Langendonckt et al.
2002).

Insgesamt scheint das Zusammenwirken von endokrinen, immunologischen und mechanisch-
anatomischen Faktoren und die genetische Disposition zu Metaplasie, Implantation und

Entstehung von Endometrioseherden zu fiihren (Ebert et al. 2005).



1.2 Stammzellen

Stammzellen werden als Zellen definiert, die die Fidhigkeit haben, durch Selbsterneuerung
fortzubestehen und sich durch Differenzierung in andere adulte Gewebe umzuwandeln (Foster
et al. 2002).

Sie sind fiir die korrekte Entwicklung und Himostase von adulten Organismen essentiell und
dariiber hinaus sind sie wahrscheinlich zukiinftig von therapeutischer Wichtigkeit (Gonzalez-
Reyes 2003).

Stammzellpopulationen verschiedener Gewebearten bieten diverse Moglichkeiten der
Geweberegeneration, der zellbasierten Transplantationstherapien und eventuell der klinisch
effektiven Gentherapien (Bonnet 2002). Zur Zeit ist es schon mdglich einzelne Zellarten wie
Osteozyten oder Chondrozyten aus Stammzellen herzustellen (Produkte dieser Art sind
bereits auf dem Markt). Allerdings ist man von der Herstellung komplexer Organe noch weit
entfernt (Alison et al. 2002).

Eine Hiirde der Stammzellforschung liegt in der Verfiigbarkeit der Zellen. Im menschlichen
Knochenmark findet sich beispielsweise nur eine Stammzelle auf 100.000 Zellen (Bishop et

al. 2002).

Am Beginn der Individualentwicklung stehen Stammzellen, deren weitere Entwicklung einem
definierten Programm folgt. Die befruchtete Eizelle, die Zygote, hat das hochste Potential.
Man bezeichnet ihre Blastomeren als omnipotent, denn aus ihr entwickeln sich alle Zellen des
menschlichen Kdorpers sowie die Plazenta. Durch mitotische Zellteilung wird 12-36 Stunden
post conceptionem (p. c.) das Zweizellstadium erreicht. Es folgen weitere mitotische
Zellteilungen, und nach 60-72 Stunden ist dann die aus 32 Zellen bestehende Morula
entstanden. Etwa am 4. Tag p. c. kommt es durch Zellumlagerungen nach aulen zur Bildung
eines inneren fliissigkeitsgefiillten Hohlraums, wodurch sich aus der Morula die Blastozyste
entwickelt. Es kommt zu ersten Differenzierungen in eine dullere Trophoblastschicht und den
im Inneren wandstindig liegenden, knotenféormigen Embryoblasten (Pfleiderer et al. 2002).
Die Zellen des Embryoblasten sind pluripotent, sie konnen alle Korperzellen, aber nicht die
Plazenta ausbilden. Die meisten adulten Gewebe, mit Ausnahme des Herzens, enthalten

multipotente Stammzellen, die in der Lage sind, sich in dessen verschiedene Zelltypen zu

differenzieren. Stammzellen des ZNS koénnen sich z. B. in Neuronen, Oligodendrozyten und

Astrozyten differenzieren. Auf der untersten Stufe der Potenz stehen unipotente Stammzellen
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wie die epidermalen Stammzellen in der Basalschicht der Haut, die sich nur noch in

Keratinozyten differenzieren kdnnen (Alison et al. 2002).

Pluripotent Stem Cells

Abbildung 2: Pluripotente Stammzellen

Jede Zellart hat eine eigene sogenannte Nische, die den Stammzellen einen gewissen Schutz
bietet. Stammzellen sind eine sich selbst erneuernde Population. Geht man davon aus, dass
aus einer Stammzelle bei der Zellteilung eine neue Stammzelle und eine spezialisierte Zelle
entstehen, miisste die Population konstant bleiben. Tatsdchlich schwankt ihre Anzahl aber
staindig. An der gesamten Zellzahl ist der Anteil der Stammzellen duflerst gering. Die
Stammzellen erfiillen im Gewebe keine spezifische Funktion, sie wird erst von den Zellen
erfiillt, die aus ihnen hervorgehen. Stammzellen entwickeln sich langsamer, aber korrekter als
ausdifferenzierte Zellen, es treten weniger hdufig DNA- Fehler auf (Alison et al. 2002).

Stammzellen und ihre Tochterzellen miissen stindig iiber ihr Schicksal entscheiden, sie
konnen proliferieren, Stammzellen bleiben oder sich in ausdifferenzierte Zellen
weiterentwickeln. Es bleibt nun die Frage, wie diese Entwicklung in vivo gesteuert wird.

Anscheinend bestimmen die Interaktion von Zellen mit ihrer Mikroumgebung, ihren

2 . .
Abbildung entnommen von www.stemcellresearchfoundation.org
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Nachbarn, der Basalmembran und dem Milieu von umgebenden Wachstumsfaktoren und
anderen Liganden, das Schicksal der Zelle (Janes et al. 2002).

Am besten charakterisiert und erforscht sind die hdmatopoetischen Stammzellen (HSZ). Bei
diesen ldsst die Forschung wichtige Therapiemdglichkeiten erkennen. HSZ sind multipotent
und weisen eine hohe proliferative Kapazitit auf. Sie haben die Féhigkeit zur balancierten
Selbsterneuerung und Differenzierung. Eine Stammzelle kann 8 — 10 ausdifferenzierte Zellen
produzieren. HSZ sind sehr selten, es findet sich nur eine Zelle auf 10.000 bis 100.000
Blutzellen. Sie haben wahrscheinlich sogar die Fahigkeit sich in blutfremde Zellen zu
differenzieren (Bonnet 2002).

Diese Vermutung dullern auch Forbes et al. (2002), die beobachteten, dass sich HSZ, die aus
threr natiirlichen Nische in eine andere versetzt wurden, in diverse Gewebe differenzieren
konnen. Die Arbeitsgruppe hat eine Differenzierung von HSZ in Herz- und
Skelettmuskelzellen, Endothelien, verschiedene Epithelien inklusive neuronaler Zellen,
Pneumozyten und Hepatozyten nachgewiesen.

Wiéhrend der Embryonalentwicklung wandern blutbildende Stammzellen von der fetalen
Leber iiber die Blutzirkulation zuriick ins Knochenmark (= homing). So wird dieses Gewebe
erneut mit einer hohen Anzahl von unreifen und reifenden Blutzellen aller Zelllinien

bevolkert (Lapidot und Petit 2002).
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1.3 Stammzellmarker

Jeder Mensch hat ein eigenes Stammzellreservoir, zum Beispiel in der Leber und im
Knochenmark. Diese Stammzellen haben anscheinend ein hoéheres Potential als bisher
angenommen. Sie sind immer noch in der Lage, sich auch in andere Gewebetypen zu
differenzieren. Fiir den Einsatz in der Forschung ist die Identifikation und Gewinnung solcher
Stammzellen von hochstem Interesse. Das Problem ist aber bislang die Verfiigbarkeit von
geeigneten Markern, die fiir einen bestimmten Zelltyp hochst spezifisch sein miissten. Leider
haben die bisher verfiigbaren Marker noch nicht diese hohe Spezifitét (Bishop et al. 2002).

Die Identifikation von einigen Stammzellmarkern hat es Forschern jedoch schon ermdglicht,
diese Zellen zu isolieren und zu studieren (Janes et al. 2002). Eine klassische
Isolationsmethode fiir Stammzellen ist die Verwendung von magnetischen Mikroperlen, die
mit anti-CD133 oder anti-CD34 umhiillt sind (Hristov et al. 2003). Stammzellen
unterscheiden sich im Expressionsmuster verschiedener Marker, das zwischen den
verschiedenen Zelllinien variiert. Bisher ist allerdings noch wunklar, ob bestimmte

Expressionsmuster auf spezifische Potenzen hinweisen (Bonnet 2002).

1.3.1 CD 34

CD 34 wurde urspriinglich im Rahmen eines Projekts zur Entwicklung von Antikdrpern
entdeckt, die menschliche Knochenmarkszellen, nicht aber adulte Blutzellen markieren
sollten. Die Beschreibung der Zelloberflaiche mit der Expression des Oberfldchenantigens CD
34 wurde schnell ein wichtiger Faktor fiir die Aufzdhlung, Isolation und Manipulation von
humanen hématopoetischen Stammzellen, da CD 34 mit der fortschreitenden Reifung der
Zelle in seiner Expression nach unten reguliert wird (Bonnet 2002). Die normale Funktion
von CD 34 in der Hidmatopoese ist jedoch trotz dieser intensiven Forschung immer noch
ritselhaft (Bonnet 2002).

Obwohl alle hdmatopoetischen Stammzellen CD 34 exprimieren, sind nicht alle CD 34-
positiven Zellen HSZ, denn CD 34 ist auch ein endotheliales Antigen (Lynch et al. 2007).

CD 34-positive Zellen haben das Potential gezeigt Kolonien in langdauernden In-vitro-
Kulturen zu formen wund erlauben die Differenzierung in Blutzelllinien bei

immunsupprimierten Mausen (Engelhardt et al. 2002).
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1.3.2 CD 133

Das Oberflachenantigen CD 133 (urspriinglicher Name AC 133) ist ein signifikanter Marker
fiir hdmatopoetische Stammzellen (Bonnet 2002). CD 133 ist ein frilher Marker fiir
hidmatopoetische Stammzellen. Es handelt sich um ein transmembran gelegenes Polypeptid
mit einer GroBe von 120kD, das von hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen
exprimiert wird. Diese konnen aus menschlichem Knochenmark, fetaler Leber und
peripherem Blut isoliert werden (Yin et al. 1997). Im peripheren Blut von Erwachsenen
finden sich reifere endotheliale Vorlduferzellen, die CD 133 verloren haben, aber positiv fiir
CD34 sind (Hristov et al. 2003). CD 133 ist auf der Oberfliche von Nabelschnur-
Epithelzellen nicht nachweisbar (Yin et al. 1997). So scheint es, dass der Verlust von CD 133
die Transformation von zirkulierenden endothelialen Vorlduferzellen in reifere Endothelzellen

reflektiert (Hristov et al. 2003).

1.3.3 C-kit (CD 117)

C-kit, ein transmembranes Glykoprotein von 145kD, ist das Produkt des c-kit Gens, welches
das normale zelluldire Homolog des viralen Onkogens v-kit ist (Heissig et al. 2002).

Wiéhrend der Entwicklung durchlaufen HSZ eine Migration durch die verschiedenen
Kompartimente des Korpers. Es wird jedoch vermutet, dass es beim Erwachsenen einen
Homing-Mechanismus gibt, der bewirkt, dass ein geringer Anteil der zirkulierenden HSZ
innerhalb eines Tages ins Knochenmark zuriickkehrt (Poulsom et al. 2002). Dort werden,
nach durchgemachter Myelosuppression, Reparaturprozesse in Gang gesetzt (Heissig et al.
2003). In den Prozess von Migration und Homing sind verschiedene Faktoren involviert. Der
Ligand fiir den Stammzellfaktor C-kit spielt hier eine gro3e Rolle, da er die Adhision von
HSZ an Stromazellen stimuliert (Poulsom et al. 2002).

Der Stammzellfaktor, der dort bindet, triggert Homodimerisation und intermolekulare
Tyrosin- Phosphorylierung, die die Signaltransduktion initiiert. Der Rezeptor und sein Ligand
sind essentiell fiir die Reifung von hdmatopoetischen und primordialen Stammzellen und
Melanozyten wihrend der Embryonalentwicklung. Verschiedene Zellfunktionen werden von
CD 117-abhdngigen Signalen inklusive Zelliiberleben, Proliferation, Adhésion,

Differenzierung und funktioneller Reifung von hamatopoetischen Zellen beeinflusst.
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1.4 Andere Stammzellmarker

Aus den verfiigbaren Daten geht hervor, dass nicht jede hdmatopoetische Stammzelle das
gleiche Expressionsmuster von Stammzellmarkern aufweist (Guo et al. 2003). Deshalb
wurden in letzter Zeit weitere Marker bewertet (Guo et al. 2003). Hierzu gehoren
beispielsweise oct 3/4 , CD 38, Sca-1 und CD 33 (Vorldufer myeloider Zellern). CD45 ist ein
Marker fiir das hidmatopoetische System (Goodell 2002), der andauernde Differenzierung
anzeigt (Lynch et al. 2007). Wenn hématopoetische Stammzellen reifen und mit der
Differenzierung beginnen, geht der Marker CD 34 fortschreitend verloren. Gleichzeitig erhoht
sich die Menge an exprimiertem CD 45- und CD 38-Antigen (Lynch et al. 2007).

Die Marker CD 56 und CD 7 betreffen ebenfalls das hidmatopoetische System und belegen
das Vorhandensein von lymphatischen Vorlduferzellen. CD 56 ist zum Beispiel ein

Oberflachenantigen auf natiirlichen Killerzellen (Lynch et al. 2007).



15

1.5 Stammzellerkrankungen

Bei der sehr schmerzhaften und hartnéckig wiederkehrenden Endometriose mehren sich die
Hinweise, dass diese Erkrankung im Grunde eine Stammzellerkrankung sein konnte. Leider
kommt es trotz bestmoglicher Therapie auch heute noch bei bis zu einem Drittel der
Patientinnen zu einem Rezidiv der Erkrankung. Die zugrunde liegenden Mechanismen waren
bis vor kurzem vollig unbekannt. Inzwischen glauben Experten, diesem Geheimnis zumindest
zum Teil auf die Spur gekommen zu sein: Das Wiederaufflammen scheint {iber Stammzellen
zu verlaufen, die durch die konventionelle Behandlung nicht beseitigt werden — und die die
Erkrankung steuern diirften. (Prof. Ludwig Kiesel, Miinster, Vorstandsvorsitzender des DVR,
auf dem DVR Kongress in Bonn 2007; DVR = Dachverband Reproduktionsbiologie und —

medizin).
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1.6 Proliferationsmarker

1.6.1 Ki 67

Uber die Struktur, Lokalisation und Regulation von Ki 67 ist schon Vieles bekannt. Es ist ein
grofles Protein von ca. 395 kDa, kodiert durch fast 30.000 Basenpaare des menschlichen
Genoms (Brown und Gatter 2002).

Ki 67 besteht aus verschiedenen Epitopen. Eines davon ist MIB 1 (Brown und Gatter 2002),
wobei MIB 1 fiir Molecular Immunology Borstel 1 steht. Der hier in dieser Studie verwandte
Antikdrper richtet sich gegen MIB 1.

Das Antigen wird wihrend aller aktiven Phasen des Zellzyklus® (G-, S-, G,- und M-Phase)
préferentiell exprimiert, fehlt jedoch in ruhenden Zellen (Go-Phase). Wéhrend der Interphase
kann das Antigen ausschlieflich innerhalb des Nukleus‘ nachgewiesen werden, wohingegen
bei der Mitose der liberwiegende Teil des Proteins auf die Oberfliche der Chromosomen
umgelagert wird. Das Antigen wird schnell abgebaut, sobald die Zelle in den nicht-
proliferativen Zustand iibergeht, und auch wahrend DNA-Reparaturprozessen scheint keine
Expression von Ki 67 stattzufinden (Produktinformation der Firma DakoCytomation
Hamburg).

Uber die Funktion, die Ki 67 im Zellzyklus erfiillt, ist nur sehr wenig bekannt; wir wissen
aber, dass es entscheidend fiir die Zellproliferation ist (Brown und Gatter 2002).

Der Nachweis des Proteins Ki 67 hat prognostischen Wert fiir viele Arten von malignen
Tumoren, da die im Tumor vorhandene Anzahl proliferierender Zellen mit dem Outcome der
Patienten korreliert (Brown und Gatter 2002). AuBBerdem ist eine gute Korrelation zwischen

Ki 67 und der Mitoserate in humanem Endometrium belegt (Johnson et al. 2005).
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1.7 Ziel der Arbeit

Da die Endometriose immer noch eine Erkrankung ist, die viele Frage offen ldsst, soll in der
vorgelegten Arbeit die Transplantationstheorie iiberpriift werden. Wie bereits 2003 von
Starzinski-Powitz et al. postuliert, besagt diese Theorie, dass in den Zellen von
Endometrioseherden auch Zellen mit Stammzellcharakter bzw. -plastizitit (d. h. Zellen, die
noch Differenzierungspotential besitzen) vorhanden sind. Hierfiir sollen Endometrioseherde
verschiedener Lokalisation mittels Stammzellmarkern fiir hdmatopoetische Stammzellen
immunhistochemisch charakterisiert werden. Die Identifikation von Zellen und bestimmten
Zelltypen erfolgt iiber die spezifische Lokalisation von zytoskeletalen Filamenten mit

immunhistochemischen Féarbungen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

In der Studie wurde das Endometriosegewebe von 42 Patientinnen im Alter zwischen 23 und
48 Jahren untersucht, die im Zeitraum vom 12.1.2004 bis 5.9.2005 operiert wurden. Die
Operationen fanden in der Frauenklinik des Universititsklinikums Giellen statt. Das Gewebe
wurde unmittelbar nach der Entnahme in 4%iges gepuffertes Formalin, dann in PBS- Puffer
und zum Schluss in 70%igen Alkohol gegeben. AnschlieBend wurden die Proben in Paraffin
eingebettet und vom Institut flir Pathologie der Universitéitsklinik Gieen nach
Standardfarbung untersucht. Die Befunde sind im Folgenden aufgefiihrt. Die Tabelle 1 zeigt
eine Ubersicht iiber die Priparate und Lokalisationen. Die Paraffinblocke wurden
dankenswerterweise von der Pathologie zur weiteren Forschung zur Verfiigung gestellt.

Die Verwendung von bereits gewonnenem Gewebe wurde von der Ethikkommission (Prof.

Dr. Dr. h. c. Federlin) genehmigt.
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2.2 Pathologiebefunde

Diese Aufstellung zeigt die Befunde aus dem pathologischen Institut des Klinikums der Justus
Liebig Universitét, die dankenswerterweise fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt wurden.
Die Proben wurden bereits in der Pathologie durch Nummern gekennzeichnet, damit die
Identitét der Patientinnen gewahrt bleibt. So konnten die Prdparate unabhingig von der

Kenntnis der Anamnese der Patientinnen untersucht werden.

0400864 1.3 und 2.5
Es handelt sich histologisch um eine Endometriose der Sigma-/Rektumwand mit multiplen,
intermural gelegenen Endometrioseherden, zum Teil mit frischen Blutungen (1.3) und einer

frischen Endometriosezyste (2.5)

0405555 1. und 2.

Es handelt sich um eine Endometriose im Bereich von Mesothelzysten mit perifokalen
Fibrosierungen (1.), ferner um weitere Anteile einer Endometriose mit &lteren
Blutungsresiduen aus dem Bereich des Harnblasendachs (2.). In dem vorliegenden Material
kein Hinweis auf eine florid-eitrige Entziindung (nach klinischen Angaben V. a. Pyosalpinx

links), kein Anhalt fiir Spezifitit und Malignitét.

0406655 1. und 2.
Es handelt sich histologisch um eine groere Endometriosezyste (1.) mit reichlich
Hamosiderin im Randbereich und fokal deutlich sichtbarem zytogenem Stroma. Weitere

klein-zystische Endometrioseherde (2.) offenbar im Bereich der rechten Tube.

0407747 1.2
Es handelt sich histologisch um ein Endometriosis externa im Bereich des hinteren
Scheidengewdlbes mit mehreren Endometriosezysten sowie ausgedehnten perifokalen

Vernarbungen (1.1 und 1.2).

0407749 2.
Es handelt sich histologisch um eine Endometriose mit kleinen Endometriosezysten und
perifokalen Vernarbungen im Bereich der Uterusvorderwand (1.), um eine recht ausgeprigte

Endometriosis externa mit perifokalen Vernarbungen wund leichtgradiger chronisch
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unspezifischer Entziindung im Bereich des linken Douglasraumes (2.), um eine Endometriosis
externa mit ebenfalls kleinen Endometriosezysten und leichtgradiger chronischer
entziindlicher Irritation im Bereich der Fossa ovarica extra (3.) sowie um regressiv verdnderte
hédmorrhagische Bindegewebsanteile mit Verkalkungen und spirlichem zytogenem Stroma,

vereinbar mit Endometriosis externa im Bereich des rechten Ovars (4.).

0408566

Endometriose des hinteren Vaginalgewolbes.

0408797
Es handelt sich histologisch um eine groBBere Endometriosezyste des linken Ovars, in deren
Umgebung Hémosiderineinlagerungen sowie weiterhin in Randbereichen ovarielles

Stromagewebe und insbesonder Primordialfolikel nachweisbar waren.

0410370 2.1 und 2.2

Beide Priparate zeigen Endometriose der linken Tube.

0411174 1.
Es handelt sich histologisch um eine peritoneale Zyste sowie um eine herdférmige
Endometriose im Bereich des Fundus uteri (1.) sowie um eine linksseitige Tube mit kleineren

Paratubarzysten und um miterfasstes ovarielles Rindenstroma unter Einschluss eines Corpus

albicans (2).

0414048 3.7, 3.8, 3.9 und 4

Es handelt sich um einen Uterus adenomyosis mit glanduldrer epidermisierter Portioektopie
mit florider Salpingitis rechts und subserdser Tubenendometriose rechts mit einer
angrenzenden serdsen Zyste (3.7) mit einer weiteren zystischen Endometriose (3.8) und
weiteren Endometrioseherden (3.9) sowie einer Endometriose im Bereich der Spazio-Recto-

Sigmoidale (4.).

0417454 1.
Es handelt sich um eine ovarielle Endometriosezyste ohne klinische Angabe zur

Seitenlokalisation des betroffenen Ovars (1.).
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0422458 1.4
Im Ovar der Gegenseite (?) Nachweis mehrere kleinerer Endometrioseherde sowie einer

groferen Endometriosezyste.

0422618 2.1

Es handelt sich um ein Hysterektomiepraparat mit reguldrer Portio- /Cervixschleimhaut (2.1
und 2.2), mehreren Retentionszysten (sogenannten Ovular Nabothi) im Cervixbereich sowie
proliferierendem Corpusendometrium (2.3) bei klinisch rezidivierenden (vaginalen)
Blutungen sowie HTX. Das Material von der Fossa ovarica (1.) zeigt ausgedehnte

Endometrioseherde.

0425517 2.

Es handelt sich um eine Endometriosezyste aus dem Bereich des linksseitigen Ovars.

0428382 1.
Es handelt sich histologisch um proliferiertes Corpusendometrium ohne Sekretionszeichen in
der Strichkiirettage, weiterhin um eine Endometriose mit frischen Himorrhagien (2.) und um

eine weitere zystische Endometriose unter dem klinischen Bild einer Hydatide.

0428996 3.
Es handelt sich um eine zystische Endometriose des rechten Ovars sowie um Anteile einer

Endometriose im Bereich des Beckenperitoneums (3.).

0429282 2.
Es handelt sich um eine leichte submukdse Fibrose im Bereich des hinteren
Scheidengewdlbes bei unauffilligem Plattenepithel, weiterhin um eine Endometriose der

Tubenwand (2.).

0429391 2.
Es handelt sich um eine Endometriose an der Rektumvorderwand (1.), weiterhin um

Endometrioseherde im Bereich des Spatiums recto vaginale (2.).
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0430976 3.2, 3.3, 4 und 5.

Es handelt sich um eine Endometriosezyste aus dem Bereich des rechten Ovars mit
ausgedehnten frischen Einblutungen aus dem Bereich eines aufgebrochenen Gelbkorpers und
mehrerer  eingefasster  Follikelzysten in  Nachbarschaft zu der leichtgradig
lichtungsaufgeweiteten rechten Adnexe (3.), ferner um eine insgesamt ausgedehnte und
ausgeprigte Endometriosis externa im Bereich von rechtsseitiger Beckenwand (2.) der rechten
Fossa ovarica (4.), diskret im Bereich des rechtsseitigen Sakrouterinbandes (5.), im Bereich

des Douglas (7.) und sehr ausgedehnt im Bereich des vaginalen Wandgewebes (6.8).

0431029 2.3

Es handelt sich um plumpe zottige Strukturen vom Typ der Tubenfimbrien mit einer floriden,
teilweise abszedierenden Salpingitis, auflerdem liegt ein Sigmaresektat mit multiplen
intramuskuldren Endometrioseherden (2.3), ein Divertikel, leicht reaktiv entziindlich

verdnderte Lymphknoten und unauffillige Absetzungsriander oral und aboral vor.

0432712 1.2, 1.3 und 1.4

Es handelt sich um eine eingeblutete Gelbkorperzyste, ferner um eine zum Teil zystische
Endometriose im Bereich von Ovar und duBlerer verwachsener Tubenstrukturen unter
Einschluss einer Saktosalpinx und Endometriose auch im Bereicht der Tubenschleimhaut

linksseitig.

0433019 2.4

Es handelt sich um eine regelrechte Tube mit einzelnen Paratubarzysten, weiterhin um ein
linkes Ovar mit mehreren Endometriosezysten, die Einblutungen und eine resorptive
Entziindung aufweisen, des Weiteren auch mit zwei Follikelzysten, jedoch ohne Hinweise fiir

ein Zystadenom und um eine Endometriose im Bereich des Douglas’schen Raumes (2.).

0435314 1.1

Es handelt sich um multiple mikrozystisch umgestaltete Endometrioseherde der muskuléren
Vaginalwand, welche nach seitlich bds., kranial und kaudal knapp im Gesunden entfernt zu
sein scheinen (1.1 — 1.5), weiterhin liegen auch Residuen oder Auslidufer von
Endometrioseherden mit regressiven Verdnderungen (Verkalkung) im Bereich der

Zervixhinterwand vor (2.).
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0435315 1.
Es handelt sich um Endometrioseherde in der Tunica muscularis der Darmwand (1.), und

weiterhin um Anteile von Uterusleiomyomen (2.).

0435377 4.

Es handelt sich um regelrechtes Plattenepithel der Portio und unauffillige Zervixschleimhaut
(1.), weiterhin um schwach proliferiertes Corpusendometrium ohne Sekretionszeichen (2.)
und um eine fibrose Leiste des Peritoneums mit fokaler peritonealer Deckzellproliferation,
jedoch ohne Anzeichen einer floriden Entziindung und ohne Atypien (3.), und um eine

Endometriosezyste des rechten Ovars mit Blutungsresten (4.).

0435505
Es handelt sich um eine Endometriosezyste des rechten Ovars bei sonst altersgemiBem

Ovarialbefund.

0445343 2.und 3.

Es handelt sich histologisch um Fettbindegewebsmaterial mit glatten Muskelfaserbiindeln (1.)
vom Ligamentum rotundum und hier eingefasst randlich einzeln dissoziierten
Driisenschlauchstrukturen, im Gesamtkontext als Endometrioseherde zu deuten, weiteres
Fettbindegewebsmaterial mit zahlreichen kleinlumigen einreihigen Driisenschlduchen und
hier in der Umgebung deutlich erkennbarem zytogenem Stroma, luminal pigmentspeichernde
Histiozyten, entsprechend ausgedehnten Endometriosen im Blasendachbereich (2.),
schlieBlich Tuben- und Ovaranteile (3.), letztere mit gréBeren und kleineren Follikelzysten,

einzelnen Endometrioseherden sowie einer etwas groBeren Endometriosezyste.

0447516 1.

Es handelt sich um Endometrioseinseln aus dem Bereich des linksseitigen
Interuterinsegmentes (1.), im Bereich dlterer, in fraglicher Resorption stehender
Blutungszonen des Douglas (2.) sowie ferner den beidseitigen Ovarien (3., 4.), gleichzeitig
offenbar in Kombination mit einem teils serds, teils muzinds differenzierten Zystadenom (4.).

Insgesamt jedoch kein Hinweis auf zelluldre Atypien, kein Anhalt fiir Malignitat.
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0504737 1., 3. und 4.
Es handelt sich um eine Endometriose des rechtsseitigen sakrouterinen Ligaments (1.), des
linksseitigen sakrouterinen Ligaments (3) sowie im Bereich des rechtsseitigen Douglasraumes

(4) und der Umschlagsfalte (5).

0505657 1., 2. und 3.

Es handelt sich um peritoneale Mesothelzysten aus dem Bereich des Fundus uteri (1.), um
eine ausgepragte tiefe Endometriose im Bereich der Rektumwandung mit Ausdehnung von
tiefer Submucosa bis hin zur aufgebrochenen Serosa (2.), um eine knotige Adenomyosis (3.),
um eine Hydrosalpinx mit serosalen tubaren Verwachsungszonen rechtsseitig (4.) und
schlieBlich um eine eingeblutete Gelbkorperzyste des linksseitigen Ovars (5.)

Eine Leiomyose liegt in (3.) nicht vor, so dass unter der Voraussetzung einer uterinen

Entnahmelokalisation auch von einer Endometriosis interna auszugehen ist.

0508848

Es handelt sich um eine grof3ere Endometriosezyste aus dem Bereich des linksseitigen Ovars.

0510447 1.

Es handelt sich histologisch um Fettbindegewebsmaterial (1.), klinisch von der linken Fossa
ovarica mit zahlreichen endometrialen Driisenschlduchen und hier umgebend reichlich
zytogenes Stroma, entsprechend damit Endometrioseherden. Ferner ein groBeres und ein

kleineres, submukoses Leiomyom (2. und 3.).

0512718 1.5

Es handelt sich um ein Hysterektomiepridparat mit unauffilliger Portio-/Cervixschleimhaut
(1.1 und 1.2), einem Corpusendometrium in mittlerer Proliferation, ferner das rechte Ovar
(1.4) mit einzelnen Corpora albicantia und einer etwas groBeren Inklusionszyste. Der
mikroskopisch beschriebene solide Herd im ovariellen Stroma (1.4) bedarf noch der weiteren
immunhistochemischen Abklarung. SchlieBlich periovarielles Weichgewebe (1.5) mit

Nachweis mehrerer Endometrioseherde.
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0513521 3.,4.und 6.

Es handelt sich um Zervixsekret mit spérlichen Zellen regulérer Zervixschleimhaut (1.), des
Weiteren um polypoid hyperplastisches Corpusendometrium vom Typ der glandulidren
Hyperplasie mit abortiver sekretorischer Transformation und Riickbildungszeichen (2. und
7.), auBBerdem finden sich Endometrioseherde des rechten Ovars (3.) und des linken Ovars (4.)
sowie im Bereich der linken Tubenwand (6.)

Zusitzlich findet sich eine in Resorption stehende hdmorrhagische Zyste des linken Ovars, die
wahrscheinlich in erster Linie auf eine dltere Corpus luteum Zyste mit beginnender narbiger

Umwandlung zuriickzufiihren ist (5.).

0513428 1.3, 1.4und 1.5
Es handelt sich um ein 9cm langes Rektumresektat mit einer ausgeprigten Endometriose
duBere Wandabschnitte, die bis in die Schleimhaut reicht (1.3 — 1.5), weiterhin um regelrechte

entziindungsfreie Absetzungsrinder.

0517146 1.
Es handelt sich um eine Endometriose, die nach klinischen Angaben offensichtlich im

Douglas’schen Raum liegt (1.), des Weiteren um unauffilliges Gewebe des Bandapparates.

0518491 2. und 8.

Es handelt sich um Anteile einer Granulosa Luteinzyste des rechten Ovars (1.) sowie um eine
Endometriosis genitalis externa im Bereich der linken Tube (2.), der rechten Beckenwand
(3.), der A. iliaca externa (4.), im Bereich des Infundibulums (5.), im Bereich des linken
Ovars (6.) sowie Sakrouterin links (8.).

Weiterhin handelt es sich um gering fibrosiertes Bindegewebe ohne Nachweis einer

Endometriose aus dem Bereich des linksseitigen Ureters (7.).
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0518599 1.6, 1.7 und 2.

Es handelt sich um ein Hysterektomieprdaparat mit unauffilligem mehrschichtigen
Plattenepithel der Ektozervix sowie einzelnen eingelagerten Retentionszysten (sog. Ovula
Nabothii), um regelhafte Zervixschleimhaut sowie um eine eingelagerte benigne nodulére,
bislang nicht eindeutig zu klassifizierende Proliferation, um gering unregelmifig
proliferiertes Endometrium des Corpus sowie um eine herdférmige Adenomysis uteri, um
eine regelhafte Tube, um mehrere Endometriosezysten des Ovars (1.6) sowie um eine

Endometriosis genitalis externa im Bereich der Mesosalpinx (1.7) sowie periuteral links (2.)

0523103 2.3, 3.1 und 3.2

Es handelt sich um ein linksseitiges Ovar mit multiplen nicht-luteinisierten Follikelzysten
sowie einer anhdngenden, altersentsprechend regelrechten linksseitigen Tube, weiterhin um
eine regelrechte Cervix uteri mit einer von regelrechtem dysplasiefreiem Plattenepithel
iiberkleideten Portio, ferner um eine Endometriose im Bereich angrenzender myometrialer

Wandabschnitte (2.3) sowie um eine Endometriose (3.1 und 3.2).

0525392 7.

Es handelt sich um proliferiertes Corpusendometrium in frither sekretorischer Transformation
entsprechend dem Beginn der 3. Zykluswoche, des Weiteren um ein kleines serdses
Zystadenom des rechten Ovars und um ovarielles Stroma mit Einschluss mehrerer
Primérfollikel und einzelner Follikelzysten sowie einzelner Corpora albicantia, ferner um
multiple Endometriosen im Bereich der Blasenumschlagsfalte, der rechten Beckenwand und

der Bauchdecke sowie des Zwerchfells (4.-7.).

0526279 1.
Es handelt sich um Endometrioseherde aus dem Bereich der Sigmavorderwand (1) sowie der

Rektumvorderwand (2.).

0532302

Es handelt sich eine Endometriose, klinisch hinteres Scheidengewdlbe.
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Tabelle 1: Liste der Proben

Alter der Pat.
Nummer Beschreibung bei OP in a e
0400864 1.3 Rektumwand, .5 frische Endometriosezyste 39 12.01.2004
0405555 1. Zyste; 2. E. Blasendach 34 11.02.2004
0406655 1. Endometriosezyste, 2. rechte Tube 36 19.02.2004
0407747 1.2 Zyste hinteres Scheidengewolbe 38 26.02.2004
0407749 | 2. E. Douglas 40 26.02.2004
0408566 | Endometriose hinteres Vaginal Gewdlbe 29 03.03.2004
0408797 | Endometriosezyste linkes Ovar 33 04.03.2004
0410370 | 2.1 und 2.2 Endometriose linke Tube 44 16.03.2004
0411174 1. E. fundus uteri 31 22.03.2004
0414048 3.7 Zyste, 3.8 Zyste, 3.9 und 4 Peritoneum 43 08.04.2004
0417454 1. Endometriosezyste 30 06.05.2004
0422458 1.4 Endometriosezyste 48 15.06.2004
0422618 | 2.1 Endometrioseherd Fossa ovarica 35 16.06.2004
0425517 | 2. Endometriosezyste linkes Ovar 31 06.07.2004
0428382 1. Endometriosezyste 23 28.07.2004
0428996 | 3. E. Becken 36 03.08.2004
0429282 | 2. Endometriose der Tubenwand 29 04.08.2004
0429391 2. spatium recto vaginale 31 05.08.2004
0430976 3.2 und 3.3 Zyste, 4 und 5 peritoneale 37 19.08.2004
Endometriose
0431029 2.3 intramuskulidre Endometriose Sigma 42 19.08.2004
0432712 1.2, 1.3 und 1.4 Endometriose Tube 40 02.09.2004
0433019 | 2.4 Endometriose Douglas Raum 40 06.09.2004
0435314 1.1 Endometriose Vaginalwand, 25 23.09.2004
0435315 1. Endometriose in muskuldrer Darmwand 43 23.09.2004
0435377 | 4. Endometriosezyste re. Ovar 43 23.09.2004
0435505 | Endometriosezyste re. Ovar 35 24.09.2004
0445343 | 2. Blasendach, 3. Zyste und Tubenanteile 41 07.12.2004
0447516 1. Interuterinsegment 40 22.12.2004
0504737 1., 3. und 4. peritoneale Endometrioseherde 32 08.02.2005
0505657 1. peritoneale Endometriose Fundus uteri, 2, 37 15.02.2005
Endometriose Rektumwand und 3. Adenomyosis
0508848 | Endometriose li Ovar 33 09.03.2005
0510447 1. Endometriose Fossa ovarica 37 13.08.2005
0512718 1.5 Endometriose periovariell 40 08.04.2005
0513521 3. Endometriose re. Ovar, 4. li. Ovar und 6. 1i. 36 14.04.2005
Tubenwand
0513428 1.3, 1.4 und 1.5 Endometriose dullere Abschnitte 40 14.04.2005
der Rektumwand
0517146 1. Endometriose Douglas Raum 40 11.05.2005
0518491 2. linke Tube; 8. Sacrouterinligament 30 23.05.2005
0518599 1.6 Endometriosezyste re. Ovar, 1.7 und 2 42 23.05.2005
peritoneale Endometriose
0523103 2.3 Endometriose Myometrium, 3.1 und 3.2 30 24.06.2005
peritoneale Endometriose
0525392 | 7. peritoneale Endometriose 28 11.07.2005
0526279 1. Endometriose Sigmavorderwand 32 18.07.2005
0532302 | Endometriose hinteres Scheidengewolbe 30 05.09.2005
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2.3 Methoden

2.3.1 Gewebeprozessierung

Alle verwendeten Losungen und ihre Rezepturen finden sich im Anhang. Unabhingig von der
angewandten Methode mussten die Schnitte zundchst vom Paraffin befreit werden. Dies
erfolgte durch Entparaffinierung in Xylol mit anschlieBender Rehydrierung in einer
absteigenden Alkoholreihe, so dass der Antikorper an das Antigen im Gewebe binden konnte.
Damit der Antikorper das jeweilige Antigen / Epitop im Gewebe identifizieren kann, waren
noch weitere Vorbehandlungen notwendig, da wihrend der Fixierung in Formalin und der
anschlieenden Paraffineinbettung des Gewebes Aldehydvernetzungen entstehen, die eine
Bindung des Antikdrpers verhindern konnen. Dadurch kann sich die dreidimensionale
Struktur eines Proteins verdndern und so fiir den Antikorper nicht mehr erkennbar sein. Man
spricht hier von ,,Maskierung“ des Antigens. Bevor der Primérantikdrper aufgetragen wird,
erfolgt die Vorbehandlung zur Demaskierung im Anschluss an das Entparaffinieren. Deshalb
wurden in dieser Studie die Proben in Citratpuffer, nur der CD 34-Antikérper in EDTA
gekocht. Um unspezifische Bindungen durch Abséttigung der unterschiedlichen Ladungen
innerhalb eines Gewebes zu verhindern, wurde das Gewebe mit BSA (Bovine Serum
Albumin = Rinderserumalbumin) blockiert. Immunglobuline konnten sonst durch die
hydrophobe Bindung ebenfalls unspezifisch an Membranen oder Fettgewebe gebunden
werden (Noll und Schaub-Kuhnen 2000).

Trotz der Fixierung und Einbettung des Untersuchungsmaterials wird die endogene
Enzymaktivitit im Gewebe nicht vollig zerstort. Daher sind fiir die immunhistochemischen
Nachweise Blockierungen der endogenen Enzyme notwendig, um deren Mitreaktion und in
der Folge falsch-positive Ergebnisse zu verhindern. Das Chromogen einer Methode wird nicht
nur vom Enzym des Detektionssystems umgesetzt, sondern auch von endogenen Enzymen
des Gewebes. Diese Problematik betrifft sowohl die Enzyme Peroxidase und alkalische
Phosphatase als auch das Vitamin Biotin (Noll und Schaub-Kuhnen 2000).

Das Enzym Peroxidase fiir die Konjugation eines Komplexes wird aus der Wurzel des
Meerrettichs gewonnen und hat ein Molekulargewicht von 40 kDa. Endogene Peroxidase
findet sich hauptsidchlich in Granulozyten, Mastzellen und Erythrozyten, weniger in
Diinndarmgewebe und in Nervenzellen.

Zu einer Farbreaktion kommt es, indem das Enzym Peroxidase mit dem Substratpuffer H,O,,
als Katalysator und dem jeweiligen Chromogen ein farbiges Endprodukt bildet, das in

organischen Losungsmitteln sowohl 16slich als auch unloslich sein kann. Die Substrat-
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Chromogen-Reaktion kann nicht unterscheiden, ob die Peroxidase im Gewebe lokalisiert ist
oder ob sie nachtrdglich zugegeben wurde (ABC-System mit Peroxidase).

Das einfachste Mittel zur Eliminierung der endogenen Peroxidase ist eine Inkubation des
Priparates mit Wasserstoffperoxid (H2O,).

Alkalische Phosphatase fiir die Konjugation eines Komplexes wird aus Kéilberdarm gewonnen
und hat ein Molekulargewicht von 140 kDa (Noll und Schaub-Kuhnen 2000).

Die endogene alkalische Phosphatase findet man verstirtkt in Diinndarmepithel,
Knochengewebe, Nierentubuli, Leber, neutrophilen Granulozyten, Endothelzellen, Epithelien
der Harnblase und in Trophoblasten der Plazenta. Durch Hitzedemaskierung wird die
endogene alkalische Phosphatase vollstindig zerstort.

Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten eines immunhistochemischen Prozesses werden die
Schnitte in verschiedenen Pufferlosungen ,,gewaschen®, das heifit, man wischt ungebundene
bzw. unspezifisch gebundene Antikdrper vom Schnitt herunter, um eine nachfolgende
spezifische Antikdrperbindung zu gewihrleisten. Hier wurde zumeist die phosphatgepufferte
Kochsalzlosung PBS eingesetzt. Da diese jedoch Phosphat enthélt und sich daher nicht fiir die
APAAP-Methode eignet, wurde dort Tris-HCl angewandt. Um eine Hintergrundfiarbung
moglichst zu verhindern wurde dem Blockpuffer das Detergenz Triton X 100 beigefiigt.
AuBlerdem bewirkt Triton X eine Permeabilisierung und damit Verbesserung des Eindringens
des Antikorpers.

Nach der Vorbehandlung wurde der Primérantikdrper in der entsprechenden Konzentration
und fiir die entsprechende Inkubationszeit auf das Gewebe gegeben. In dieser Studie wurden
die Primédrantikorper jeweils liber Nacht bei 7°C inkubiert.

Nach einem weiteren Spiilvorgang wurde der Sekunddrantikorper zugegeben, der eine Briicke

zwischen dem Primédrantikorper und dem Komplex bildet.
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2.4 Indirekte Immunhistochemie nach der ABC-Methode

(= Avidin Biotin Complex Methode)

Das Prinzip der indirekten Immunhistochemie beruht auf der spezifischen Erkennung von
Antigenen durch Antikorper und der anschlieBenden Verstirkung des Signals durch weitere
Briickenantikorper, um diese schlieBlich mittelbar durch eine Farbreaktion sichtbar zu
machen. Wichtig ist, dass die Stelle des Zielproteins, die vom Antikdrper erkannt werden soll
(das Antigen), nicht durch die Formalinfixierung zerstért oder maskiert wird. Aber selbst
wenn das Antigen maskiert wird, kann man es durch eine geeignete Vorbehandlung
demaskieren und wieder nachweisbar machen (Noll und Schaub-Kuhnen 2000). Die Antigen-
Demaskierung erfolgt je nach Antikdrper mit unterschiedlichen Methoden. In dieser Arbeit
wurden Citratpuffer und EDTA eingesetzt.

Bei der ABC-Methode wird die ausgesprochen starke Bindung zwischen Biotin und
Streptavidin ausgenutzt. Biotin ist ein kleines, wasserldsliches Molekiil, das dem Vitamin B
entspricht. Streptavidin ist ein kleines, aus dem Bakterium Streptomyces avidinii gewonnenes
Glykoprotein, das vier Bindungsstellen fiir Biotin besitzt, von denen aber nur drei besetzt
werden konnen. Aus einem biotinylierten Enzym (Meerrettich-Peroxidase oder alkalische
Phosphatase) und Streptavidin werden grof3e, dreidimensionale Komplexe (ABC-Komplexe)
gebildet, die iiber freie Bindungsstellen das Streptavidin an Biotin-Gruppen des
Sekundirantikorpers binden konnen (Noll und Schaub-Kuhnen 2000). So werden pro
gebundenem Primérantikorper viele Enzymmolekiile am Schnitt gekoppelt. Verstarkt wird die
Férbereaktion durch die Benutzung eines Sekundirantikdrpers, an den der Farbstoff in grofer
Menge bindet.

Die Farbreaktion, welche die Enzymmolekiile darstellt, wird mit 16slichen Substraten
durchgefiihrt, die durch das Enzym in einen unldslichen Farbstoff iiberfiihrt werden. Der
Farbstoff fillt dann sofort aus und farbt auf diese Weise das Antigen an Ort und Stelle, z. B.
im Zytoplasma, an der Zelloberfliche oder im Kern. Die Intensitét der Farbreaktion ist dabei
in groben Abstufungen mit der Menge des Antigens proportional (Noll und Schaub-Kuhnen
2000).

Die Farbungen sind in den Inkubationsschritten (d. h. von der Blockierung bis zur
Farbreaktion) automatisierbar. Hierdurch wird ein hohes MaBl an Reproduzierbarkeit der

Farbungen erreicht.
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2.5 Indirekte Inmunhistochemie nach der APAAP’-Methode

Bei der APAAP-Methode werden Komplexe aus alkalischer Phosphatase und Antikérpern
gegen alkalische Phosphatase gebildet. Der Primérantikdrper bindet zunédchst das im Gewebe
liegende Antigen, worauthin ein entsprechender Briickenantikorper eingesetzt wird, damit der
APAAP-Komplex anschlieBend binden kann. Der APAAP-Komplex besteht aus

monoklonalen Maus-IgG-Antikdrpern gegen alkalische Phosphatase, die spezifisch mit dem

Enzym alkalische Phosphatase konjugiert sind (Noll und Schaub-Kuhnen 2000).

Tabelle 2: Arbeitsprotokoll der ABC-Methode

Arbeitsschritt Reagenz Zeit Bedingungen
Entparaffinicren Xylol 15 Min.. 50°C Inkubator
Xylol 2 x 5 Min. Raumtemperatur
Entwissern ;bssgffeingﬁk[z}l};ihgg;ihg 0:% L 70%, Jeweils 5 Min. Unter Abzug
Entwéssern Aqua dest. 5 Min. Riittler
Spiilen PBS 5 Min. Riittler
Epitop freilegen Citratpuffer o. A. 20 Min. Kochen o. A.
Spiilen PBS 3 x 5 Min. Riittler
Blockieren 0,3% H»0, in eiskaltem Methanol 30 Min. Unter"A bzug m ischen,
’ auf Riittler mit Deckel
Spiilen PBS 2 x 5 Min. Riittler
Permeabilisieren | PBS /BSA/ Triton X 5 Min. Riittler
Proteinblock 5% Pferdeserum in Blockpuffer 30 Min. Feuchtekammer
Inkubieren Primérantikorper zJ:nrtliaif;lrper Feuchtekammer
Spiilen PBS 3 x 5 Min. Riittler
Inkubieren 1:100 30 — 45 Min. f{z‘;ﬁ::ﬁn;f;fgr
Spiilen PBS 3 x 5 Min. Riittler
Inkubieren ABC Elite Kit (Vectostatin) 30 — 45 Min. Feuchtekammer
Spiilen PBS 3 x 5 Min. Riittler
Detektieren AEC (Peroxidase Substrat Kit) 5 —30 Min. E;lr:frrazﬁg;gfk()p
Spiilen Aqua dest. 3 x 5 Min. Riittler
Gegenfirben Héamatoxylin 10 sec. maximal Abzug
Wissern FlieBendes Leitungswasser 8 — 10 Min.
Eindeckeln Glyceringelatine

? alkalische Phosphatase anti alkalische Phosphatase-Methode
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Tabelle 3: Arbeitsprotokoll der APAAP-Methode

Schritt Reagenz Zeit Bedingungen
50°C Inkubator
Xylol 15 Min
Entparaffinieren Abzug,
Xylol 2 x 5 Min
Raumtemperatur
Absoluter Alkohol
96% Alkohol
Entwissern Jeweils 5 Min Abzug
80% Alkohol
70% Alkohol
Entwissern Aqua dest. 5 Min. Riittler
Spiilen Tris-HCI Puffer 5 Min. Riittler
Epitop freilegen EDTA oder dhnliches 15 Min. Kochplatte
Spiilen Tris-HCI Puffer 3 x 5 Min Riittler
Blockieren 20% Essigsédure 4°C 15 - 20 Min Abzug
Spiilen Tris-HCI Puffer 3 x 5 Min Riittler
Proteinblock 5% BSA Blockpuff. 30 - 60 Min Riittler
Primérantikorper in
Inkubieren Je nach Antikorper Feuchtekammer
Blockpuffer
Spiilen Tris-HCI Puffer 3 x 5 Min Riittler
Sekundérantikorper in
Inkubieren 30 — 60 Min Feuchtekammer
Tris-HCI 1:50
Spiilen Tris-HCl 3 x 5 Min Riittler
APAAP in Tris-HCI
Inkubieren 30 — 60 Min Feuchtekammer
1:100
Spiilen Tris-HCl 3 x 5 Min Riittler
5 —45 Min
Feuchtekammer,
Detektieren Fuchsin kontrollieren mit
Abzug
Mikroskop
Spiilen Aqua dest. 3 x 5 Min Riittler
Eindeckeln Glyceringelatine
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2.6 Verwendete Antikorper

2.6.1 Zytoskelett

Aktin

Verwendet wurde ein monoklonaler Maus-Antikdrper, anti-humane glatte Muskulatur, der
Firma DakoCytomation, Hamburg Code-Nr. M 0851.

Er ist bestimmt zur Benutzung in der Immunhistochemie, bindet glatte Muskelzellen,
Myofibroblasten und myoepitheliale Zellen, und ist niitzlich bei der Identifikation von

Leiomyomen, Leiomyosarkomen und pleiomorphen Adenomen.

Farbemethode: ABC

Zytokeratin

Es handelt sich um einen polyklonalen Kaninchen Anti-Rind Antikorper der Firma
DakoCytomation, Hamburg Code-Nr. Z0622. Er bindet der bovinen Flotzmaul-Epidermis
entstammende Keratinuntereinheiten mit 58, 56 und 52 kDa. Zytokeratine sind
Intermediérfilamente und gehoren zu den Proteinen des Zytoskeletts. Sie sind wichtig fiir die
Entwicklung und Differenzierung von Epithelzellen.

Farbemethode ABC

2.6.2 Hamatopoetische Stammzellmarker

CD 34

Hier wurde ein monoklonaler Maus-Antikdrper gegen CD34 (QBEnd/10) der Firma Biozol
Eiching benutzt.

Er reagiert mit dem einstringigen Glykoprotein CD34 (110 kDa). Dieses Antigen wird
selektiv von menschlichen lymphoiden und h@matopoetischen Vorlduferzellen exprimiert.
Der Antikorper reagiert ebenfalls mit vaskuldren Endothelzellen in normalem Gewebe und in
benignen und malignen Proliferationen. Zur Forschung auf dem Gebiet von Stammzellen
(haematopoetisch, mesenchymal und endothelial).

Farbemethode APAAP

Vorbehandlung EDTA-Puffer
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C-kit (CD 117)

Dies ist ein polyklonaler Antikérper gegen CD 117 der Firma Acris, Hiddenhausen
(Katalognr.: SP6350P). Der im Kaninchen hergestellte Antikérper kann in den
Verdiinnungsstufen 1:100 bis 1:400 an Paraffinschnitten benutzt werden. Hier wurde er in der
Verdiinnung 1:200 angewandt. CD 117 ist ein Tyrosin Kinase Rezeptor mit einem
Molekiilgewicht von 145 kDa.

Farbemethode ABC

Ki 67

Verwendet wurde ein monoklonaler Maus-Antikoper gegen Ki 67, Klon MIB-I1,
DakoCytomation Hamburg. Der Antikorper ist fiir den immunhistochemischen Gebrauch an
formalinfixierten, paraffineingebetteten Proben bestimmt. Er hat sich als wertvoll fiir den
Nachweis von Ki 67 in gesunden und neoplastischen Zellen erwiesen, z. B. bei
Weichteilsarkomen, Adenokarzinom der Prostata und Mammakarzinom. Von dem nukledren
Protein Ki 67 wurden zwei Isoformen mit 345 und 395 kDa identifiziert.

Farbemethode: ABC

CD 133

Dies ist ein polyklonaler Kaninchen-Antikdrper vom Typ IgG gegen CD 133 der Firma
Abcam, Cambridge, UK (Nummer ab16518). Der Antikdrper eignet sich zum Gebrauch in
der Immunhistochemie, fiir ELISA und Westernblot. Er reagiert mit humanem und

Mausgewebe.

Farbemethode ABC
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2.7 Weiteres Prozedere

Nach der Fiarbung wurden die Proben ohne Kenntnis der Lokalisation mit Hilfe eines
Mikroskops qualitativ beurteilt und zur Dokumentation digitale Bilder erstellt.

Immunhistochemische Féarbungen eignen sich per se nicht gut fiir eine Quantifizierung, da
aufgrund des Verstirkungseffektes nicht sichergestellt ist, dass alle mdglichen

Bindungsstellen durch Chromogenmolekiile besetzt sind.
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3 Ergebnisse

Die zytoskeletalen Filamente wurden zunichst dargestellt, um eine Ubersicht iiber die im

Priparat vorhandenen Gewebetypen zu erhalten bzw. diese zu identifizieren.

3.1 Aktinfirbung

Der verwendete Antikorper gegen smooth muscle actin farbte die glatten Muskelzellen an, die
so von anderen Zellen abgegrenzt werden konnten. So lieBen sich zum Beispiel in den
Darmschnitten die Lamina muscularis mucosae und die eigentliche Tunica muscularis von
anderen Gewebetypen unterscheiden. Auch férbte sich die Muskelschicht der GefdBwinde,
wobei es gelang kleine Gefdlle wie Arteriolen zu identifizieren.

Die Endometrioseproben weisen alle, selbst im Fettgewebe und Peritoneum, eine sehr hohe
Gefidfidichte auf. Endometriosezysten zeigen in ihrer Wand Aktin und sind innen mit einem
Epithel ausgekleidet, dessen Zellen und Zellkerne sehr unregelméfig geformt sind (Abb. 3A).
Die Zellen sind flach bis kubisch, gelegentlich auch zylindrisch, und haben einen groflen Kern
und wenig Zytoplasma. Die Zystenprdparate erscheinen stellenweise unorganisiert und
zerrissen. In anderen Lokalisationen wie der Vagina sieht die Endometriose aus wie in das
physiologische Gewebe eingebettete Driisenschlduche, die in ihrem Epithel dem
Endometrium dhneln (Abb. 5A). Hier steht das Epithel dicht mit kubischen bis zylindrischen
Zellen, die ebenfalls einen grofen Kern und wenig Zytoplasma aufweisen. In der direkten
Nachbarschaft findet sich lockeres Bindegewebe, Muskulatur folgt erst weiter peripher. In
allen Prdparaten, unabhingig von der Lokalisation, findet sich relativ viel Hdmosiderin als
dunkle Ablagerung. Auch lymphatische Zellen als Zeichen von entziindlicher Aktivitdt sind
héufig in der direkten Umgebung der Driisenschlduche zu finden. Im Driiseninneren erkennt
man wolkig erscheinende Einschliisse und Erythrozyten. In manchen Priparaten zeigen sich
gelbe  Einschliisse, die eine Hadmosiderin-bedingte  Hintergrundfirbung  nach
vorausgegangener Einblutung darstellen. In diesen Gebieten kommen auch die lymphatischen
Zellen gehduft vor. In den Negativkontrollen zeigt sich keine Férbung der glatten

Muskelzellen.
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3.2 Zytokeratin

Zytokeratin findet sich im Zytoplasma von Epithelzellen, so zum Beispiel in den
Darmabschnitten im Epithel, das die Krypten auskleidet (Abb. 4B). Auch das Driisenepithel
der Endometrioseherde weist Zytokeratin auf. Durchweg positiv ist das mehrschichtig
unverhornte Plattenepithel der Vagina, wo sich bis in die oberste Zellschicht Zytokeratin
findet (Abb. 5B). In den Peritoneum-Proben kann das peritoneale Plattenepithel gut vom
Epithel der Endometrioseldsionen unterschieden werden, da es eher kubisch bis zylindrisch
wirkt (Abb. 8B). Auch hier ist die Form der Kerne der Epithelzellen auffillig, die oval bis
spindelformig und unregelméBig geformt und. Stellenweise scheint das Driisenepithel
mehrreihig, dhnlich dem Urothel. Im Gegensatz zur Aktinfarbung ist das Endothel positiv
gefarbt, wohingegen die Gefilwand eine blaue Gegenfirbung aufweist. In den
Zystenpriparaten ist das Zytoplasma des Epithels wie auch einige Zellen in der Zystenwand
positiv (Abb. 3B). Das Epithel des Ovars erscheint ebenfalls positiv fiir Zytokeratin (Abb.
6B). Tubenepithel weist ebenso Zytokeratin auf (Abb. 7B). Gelegentlich erscheinen Zellen im
Bindegewebe positiv, die sich eher dem lockeren Bindegewebe als einem Epithel zuordnen

lassen. Auch hier sind alle durchgefiihrten Negativkontrollen negativ.
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3.3 CD 34

Das Antigen CD 34 findet sich in den Endothelzellen und in der Umgebung von groflen und
kleinen Blutgefiflen. Es ist im Zytoplasma der positiven Zellen lokalisiert, dagegen werden
die Zellkerne nicht von der Féarbung erfasst. Bei den Endometrioseldsionen ist CD 34
subepithelial im Zytoplasma der umgebenden Bindegewebszellen auffindbar, wihrend die
eigentlichen Driisenepithelien das Antigen nicht aufweisen. Gut sichtbar ist dies in den
untersuchten Darmabschnitten (Abb. 4C). Auch der Inhalt der Blutgefi3e sowie der Driisen
weist CD 34 auf. Erkennbar ist dies zum Beispiel in den Léasionen innerhalb des
Vaginalepithels (Abb. 5C). Die Endometriosezysten sind vor allem subepithelial sehr gut
durchblutet, hier zeigt sich eine sehr hohe Kapillardichte (Abb. 3C). Im gut durchbluteten
Fettgewebe weisen die Endothelzellen der Kapillaren CD 34 auf. Das Bindegewebe ist in
weiten Strecken positiv, was besonders in der Umgebung des Ovars (Abb. 6C) und der Tube
(Abb. 7C) auffillt. Insgesamt scheint CD 34 in den untersuchten Proben in sehr hohem Maf3e

vertreten. Die Negativkontrollen zeigten keine Farbung.

Abbildung 3: Einblutung um einen Endometrioseherd
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3.4 C-kit (CD 117)

Der Proliferationsmarker C-kit findet sich im Zytoplasma der Zellen in den Krypten der nicht
befallenen Darmabschnitte (Abb. 4E). In Blutgefédssen sind das Endothel und der GefaBinhalt
positiv fiir C-kit. In den Endometrioseherden farbt sich das Zytoplasma der basalen
Driisenzellen sowie in manchen Schnitten die Lamina propria, der diese Driisenzellen
aufsitzen. Auch das apikale Driisensekret ist positiv fiir CD 117. Viele positive Zellen finden
sich in Abschnitten mit lockerem Bindegewebe. Zellen zwischen Muskelzellen ist
stellenweise positiv, wihrend die Muskelzellen selber kein C-kit aufweisen. Auch das
Fettgewebe ldsst diesen Marker vollig fehlen. Insbesondere dort, wo viele Granulozyten
angetroffen werden, also eine entziindliche Aktivitdt vorherrscht, sind viele Zellen positiv fiir
C-kit. Das Innere der Endometriosezysten ist ebenfalls positiv, wihrend die enthaltenen
Erythrozyten negativ sind (Abb. 3E). Das Féarbemuster &hnelt insgesamt dem des
Zytokeratins. Zum Beispiel findet sich C-kit in der Basalzellschicht und dem Stratum
spinosum des mehrschichtig unverhornten Plattenepithels der Vagina, wohingegen sich die
Féarbung nach auBlen hin meist fortschreitend verliert (Abb. 5E). In einigen weiter oben
gelegenen Abschnitten des Vaginalepithels zeigt sich eine Reaktion. Die Negativkontrollen

sind auch hier eindeutig negativ.
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3.5 Kié67

Ki 67 farbt vereinzelte Kerne von Driisenepithelzellen der Endometrioseldsionen sowie
seltener Kerne von Zellen in deren Umgebung (Abb. 4F). Das Stroma, das um die
Endometrioseherde herum zu finden ist, ist dichter als Uiblicherweise. Immer farben sich die
Kerne von Zellen, die sich in einer Proliferationsphase befinden. Dariiber hinaus findet sich
das Antigen im mehrschichtig unverhornten Plattenepithel der Vagina in der liber dem
Stratum basale liegenden Zellreihe des Stratum spinosum. Erstaunlicherweise ist es im
Stratum basale selbst nicht anzutreffen (Abb. 5F), was aber auch schnittbedingt durch die
groflen Préparate sein konnte. In Gebieten mit vielen lymphatischen Zellen sind auch solche
mit fiir Ki 67 positivem Zellkern vorhanden. Insgesamt scheint dieses Antigen eher wenig in
den untersuchten Geweben vorhanden zu sein. In manchen Gefdflen findet sich Ki 67 in der
Gefdlwand, aber auch hier im Zytoplasma und nicht im Zellkern. In den bereits zuvor
beschriebenen Abschnitten mit gelber Farbe zeigen sich ebenfalls positive Zellkerne. Die
gelben Bezirke entsprechen dlteren Einblutungen, die gelbe Farbe ist Himosiderin. Bei den
Zystenpriparaten findet sich Ki 67 in den Epithelzellen, die die Zysten auskleiden (Abb 3F).
In den fiir jeden Versuchsteil parallel durchgefiihrten Negativkontrollen wurden keine Kerne

angefarbt.
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3.6 CD133

Das Zelloberflachenantigen CD 133 ist in Membranen lokalisiert. Deshalb ergibt sich durch
die Farbung mit dem gegen dieses Antigen gerichteten Antikdrper ein ,,membrandses‘
Farbungsbild. CD 133 findet sich in geringem Mafle an der Kernmembran von lymphatischen
Zellen des Darmes und der Kryptenzellen (Abb. 4D). In den Driisenzellen der
Endometrioseldsionen zeigt sich ein leicht gefdrbtes Zytoplasma. CD 133 scheint in
wesentlich geringerem Maf3e vorhanden zu sein als beispielsweise CD 34. Das Antigen taucht
in den Kernen und im Zytoplasma der Wand groBer Gefdfle auf. Hier sind die Kerne der
glatten Muskelzellen und der Endothelien positiv gefarbt. Auch bei kleinen GefdB3en steht CD
133 immer in Assoziation zum Gefd. Bei Endometriosezysten erscheint CD 133 im
Zytoplasma der Epithelzellen, die das Zysteninnere auskleiden. Auch im Zysteninhalt weisen
vereinzelte Zellen CD 133 auf (Abb. 3D). Vereinzelt sind auch positive Zellen im
Bindegewebe von peritonealen Proben nachweisbar. Im mehrschichtig unverhornten
Plattenepithel der Vagina findet sich CD 133 in dem der Lamina propria aufsitzenden Stratum
basale und bis in die nédchsten 3-5 dariiber liegenden Zellschichten des Stratum spinosum
(Abb. 5D). Die durchgefiihrten Negativkontrollen sind auch hier durchweg negativ. Als
Positivkontrolle wurde humanes Plazentagewebe verwendet, da schon belegt ist, dass sich CD
133 hier an Zellen von Trophoblast, Zytotrophoblast und Synzytiotrophoblast findet (P6ttgens
et al. 2001)..
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Abbildung 4: Zystenpriaparate

Die Priparate zeigen Schokoladenzysten am Ovar, die generell gut vaskularisiert sind. Die
Lumina von Endometrioseherden sind jeweils mit einem Punkt gekennzeichnet. A: Aktin
positiv sind glatte Muskelzellen von GefiBwénden, aber auch das Bindegewebe der
Endometrioseherde. B: Das Zytoplasma von Epithelzellen ist Zytokeratin positiv gefarbt. C:
CD 34 reagierte mit dem Zytoplasma von zahlreich im subepithelialen Bindegewebe
enthaltenen Endothelzellen. D: CD 133 férbte das Zytoplasma der Epithelzellen. E: Eine CD
117 Immunreaktion war insbesondere im subepithelialen Bindegewebe zu beobachten. F: Ki
67 fand sich vorwiegend in den Zellkernen der Epithelzellen. (Originalvergroferung A-F
200x)
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Abbildung 5: Endometrioseherde in Dickdarmpréparaten

Endometrioseherde  mit  deutlich  erkennbaren  Driisenschlduchen  (Punkte). A:
Driisenanschnitt, der von Aktin positiven glatten Muskelzellen des Rektums umgeben ist. B:
Die Epithelzellen des Endometrioseherdes sind Zytokeratin positiv. C: Darmabschnitt mit
zweil Driisenschliuchen eines Endometrioseherdes, deren umgebendes Bindegewebe,
besonders die BlutgefiBe, CD 34 aufweisen. D: Endometrioseherd mit CD 133 positiv
gefarbtem Zytoplasma der Driisenepithelien. E: Driisenanschnitte eines Endometrioseherdes,
mit CD 117 immunreaktiven Bindegewebszellen und Hématingranula (braun). F:
Endometrioseherd mit Ki 67 positiv gefarbten Zellkernen des Driisenepithels und des dichten

umgebenden Bindegewebes. (Originalvergroflerung A, C-F 200x; B 100x)
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Abbildung 6: Vaginale Priparate

Es finden sich in die Vaginalschleimhaut eingestreute Endometrioseherde mit
Driisenschlduchen (Punkte). A: Die glatte Muskulatur der GefdBe ist Aktin positiv. B: Die
Epithelzellen der Driisenschlduche weisen Zytokeratin auf. C: Die Blutgefile der
Endometrioseherde sind CD 34 positiv. D: Analog zu den anderen Lokalisationen findet sich
auch hier CD 133 im Zytoplasma der Epithelzellen des Endometrioseherdes. E: Die
Driisenepithelien und die umgebenden Bindegewebszellen zeigen eine CDI117
Immunreaktion. F: Der Proliferationsmarker Ki 67 findet sich sowohl in den Zellkernen der
Endometrioseherde (nicht dargestellt), als auch in denen der basalen Schichten des

Vaginalepithels. (Originalvergroferung A-F 200x).
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Abbildung 7: Ovarpriparate

In den Ovarpriparaten markieren die roten Punkte jeweils das Lumen der Driisenschlduche
eines Endometrioseherdes. A: Da im Ovar nur in den Blutgefia3en glatte Muskulatur zu finden
ist, fand sich in diesen Schnitten nur dort Aktin. B: Die Epithelzellen sind deutlich
Zytokeratin positiv. C: Wie in allen Préparaten weisen das Bindegewebe und die darin
enthaltenen Blutgefile CD 34 auf. D: Die Sternchen markieren zwei Blutgefdle in der
Umgebung von Endometrioseherden, deren Wiénde positiv fiir CD 133 sind. E: CD 117 lasst
sich teils in Epithelzellen, teils im die Driisen umgebenden Bindegewebe nachweisen. F: Die
Kerne der proliferierenden Driisenepithelzellen zeigen eine Férbung fiir Ki 67.

(Originalvergroferung A-D und F 200x, E 400x).
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Abbildung 8: Tubenpriparate

Die Abbildungen zeigen Endometrioseherde im Bereich der Tuba uterina, deren
Driisenschlduche mit einem Punkt markiert sind. A: Das dichte Netz von Blutgefidlen zeigt
eine deutliche Immunreaktion fiir Aktin. B: Dagegen werden die Epithelzellen durch die
Zytokeratinfarbung hervorgehoben. C: Das einen Driisenschlauch eines Endometrioseherdes
umgebende Bindegewebe ist CD 34 positiv. D: Das Epithel der Driisenschlduche zeigt eine
CD 133 Immunreaktion. E: Das Zytoplasma der Epithelzellen ist positiv fiir CD 117. F: Ki 67
positive Zellkerne finden sich in Epithelzellen und subepithelialen Bindegewebezellen eines

Endometrioseherdes. (Originalvergréerung A-C und F 200x; D und E 400x)
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Abbildung 9: Peritoneale Priparate

Endometrioseherde im Bereich des Peritoneums. Die Punkte markieren jeweils das Lumen
von Driisenschlduchen eines Endometrioseherdes. A: Positiv fiir Aktin sind die GefaBwinde
(rechts) und das dichte die Driisen umgebende Bindegewebe (links). B: Die Epithelzellen des
Endometrioseherdes zeigen eine klare Immunreaktivitét fiir Zytokeratin. C: Das peritoneale
Bindegewebe um den Endometrioseherd, hier insbesondere die Blutgefdle, weisen CD 34
auf. D: Die Epithelzellen und das direkt benachbarte Bindegewebe weisen eine CD 133
Immunreaktion auf. E: Hier sind das Zytoplasma der Epithelzellen der Endometrioseldsion ist
positiv fiir CD 117. F: Die Kerne der proliferierenden Epithelzellen der Endometrioseldsion
sind Ki 67 positiv. (OriginalvergroBerung A-E 200x, F 400x)
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4 Diskussion

4.1 Bewertung des Materials

Die Zystenpréaparate wirken meist zerrissen und unorganisiert, was auf die Entnahmetechnik
im Operationssaal zuriickgefiihrt werden kann. Die Ausschélung der Zyste sollte mdglichst
schonend und ohne Ruptur erfolgen. Hiufig reilen die Zysten dennoch auf (Ebert et al. 2005).
Bei den zumeist laparoskopisch durchgefiihrten Endometriose-Operationen werden die Zysten
durch ein Rohr, einen sogenannten Trokar, entfernt. Dabei werden sie stark
zusammengedriickt wobei das Gewebe fast zwangsldufig Schiden erleidet, die die

Beurteilung unter dem Mikroskop erschweren.

Abbildung 10: Reprisentative Ansicht des Douglas-Raumes wihrend der OP*

Leider konnte bei den untersuchten Proben die Zyklusphase der Patientinnen nicht mehr
nachvollzogen werden. Auch konnte anhand der Paraffinblocke keine Aussage mehr dariiber
getroffen werden, ob die peritonealen Herde einer roten, schwarzen oder weilen Lésion

entstammen. Dies machte einen Vergleich mit Daten aus der Literatur teilweise schwierig.

* Quelle: www.frauenarzt-lannach.at
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Kritische Betrachtung der Methode

Die Methode der Immunhistochemie erlaubt einen qualitativen, nicht jedoch einen
quantitativen Nachweis der eingesetzten Antikorper. Eine relative Beurteilung der Quantitdt
der eingesetzten Antikorper ist jedoch durchaus legitim (Paavilainen et al. 2010). Die Gewebe
konnen histologisch gut beschrieben und bewertet werden.

Allerdings entstand bei Einblutungen ins Gewebe mehrfach eine Hintergrundreaktion, die als
falsch-positive Firbung aufgrund von mangelhafter Blockierung durch einen Uberschuss an
teils abgebauten, teils nicht abgebauten Blutbestandteilen zu deuten ist. Solche
Hintergrundfarbungen entstanden auch in der Studie von Paavilainen et al. (2010), die den
Einfluss von verschiedenen Fixationsmedien auf die Morphologie und die Darstellbarkeit von
Geweben und Zellen durch Antikdrper untersuchten. Die Autoren interpretierten diese
Farbemuster als artifiziell und rieten zur Vorsicht bei der Interpretation (Paavilainen et al.
2010).

Dagegen wiirde Western blot (engl. /mmunoblof) einen quantitativen Proteinnachweis
erlauben. Es bezeichnet die Ubertragung (engl. Blotting) von Proteinen, die anschlieBend iiber
unterschiedliche Reaktionen nachgewiesen werden konnen, auf eine Trigermembran. Die
Ubertragung kann auf unterschiedliche Weise durchgefiihrt werden: mittels Diffusion,
Kapillarwirkung oder Elektrophorese. Im Bereich der Proteinbiochemie dient der Western
Blot zum Nachweis von bestimmten Proteinen und Protein-Verdnderungen, z.B.
Phosphorylierung. Es kann auch eine semiquantitative Analyse durchgefiihrt werden. Im
Bereich der Medizin dient das Western Blotting dem Nachweis diagnostisch interessanter
Proteine, so zum Beispiel von Antikérpern im Serum, die fiir das Vorliegen bestimmter
Infektionskrankheiten typisch sein konnen. Mittels des Western Blots kann man Teststreifen
herstellen, um z.B. Antikorper gegen bestimmte Viren im Serum nachzuweisen. Er hilft
auflerdem in der medizinischen Forschung bei der Suche nach krankheitsrelevanten Proteinen,
z.B. dem BSE-Erreger oder HIV. Allerdings wire es hierfiir notwendig natives Material zu
gewinnen, das heil3t, dieses miisste direkt nach der Entnahme bis zur weiteren Verwendung
tiefgefroren werden. Weiterhin erlaubt der Western blot keine Aussage zur Lokalisation der
Proteine in bestimmten Zelltypen.

Mit Real-Time-PCR ist eine Quantifizierung der mRNA moglich. Die Real-Time-
quantitative-PCR ist eine Vervielfdltigungsmethode fiir Nukleinsduren, die auf dem Prinzip
der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht und zusidtzlich die

Quantifizierung der gewonnenen DNA ermdglicht. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von
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Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, die wiahrend eines PCR-Zyklus erfasst werden (daher
der Name ,,Real Time*). Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-
Produkte zu. Am Ende eines Laufs (der aus mehreren Zyklen besteht) wird anhand von
erhaltenen Fluoreszenzsignalen die Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR
vorgenommen. Nur in der exponentiellen Phase der PCR, die wenige Zyklen in einem Lauf
dauert, ist die korrekte Quantifizierung moglich, da wihrend dieser Phase die optimalen
Reaktionsbedingungen herrschen. Diese Methode unterscheidet sich somit von anderen PCR-
Methoden, die erst nach Ablauf der PCR eine semiquantitative Auswertung meist unter
Einbeziehung einer gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Fragmente vornehmen.
Dieser mRNA-Nachweis bzw. die Quantifizierung unterliegt den gleichen Einschrinkungen
wie der Western blot, da auch hier mit Gewebehomogenaten gearbeitet wird, die eine
Zuordnung zu bestimmten Zellen nicht erlauben.

Diese beiden Methoden waren mit dem vorhandenen Material nicht durchfithrbar, da die in
dieser Arbeit untersuchten Proben bereits in Paraffin eingebettet waren. Dariiber hinaus
wurden die Proben zunéchst zur Diagnosesicherung im Institut fiir Pathologie untersucht und
somit stand nur noch eine begrenzte Materialmenge zur Verfiigung.

Zur immunhistochemischen Féarbung der einzelnen Prdparate mit den verschiedenen
Antikodrpern waren verschiedene Protokolle notwendig. Diese ergaben sich zum einen aus den
Produktinformationen der jeweiligen Antikorper, zum anderen aber auch aus der
Literaturrecherche. Paavilainen et al. (2010) sahen in ihrer vergleichenden Analyse auch
keinen wesentlichen FEinfluss der Fixation auf die Proteinklasse, das subzelluldre
Kompartiment der Proteinexpression oder die Abhdngigkeit der Antikorper vom Grad der
immunhistochemischen Féarbemuster. Aldehydbasierte Fixierlosungen scheinen eine hoéhere
Farbeintensitit zu bewirken als aldehydfreie Losungen (Paavilainen et al. 2010). Im
Gegensatz dazu ist die Kryokonservierung eine nicht-chemische Methode der Fixierung, in
der die Proteine noch weniger verdandert werden (Paavilainen et al. 2010), wohingegen die

Gewebemorphologie meist wesentlich schlechter erhalten ist.
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4.2 Betrachtung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden im Gegensatz zu den in der Literatur zu findenden Studien
Endometrioseherde aus den verschiedenen typischen Lokalisationen untersucht.

Hierbei zeigte sich, dass Endometrioseherde einen hohen Anteil an Aktin und eine hohe
Gefidfidichte aufweisen. Auch die Arbeitsgruppe Anaf et al. (2000) charakterisiert peritoneale
Endometrioseherde mit Hilfe des hier verwandten Antikdrpers gegen smooth muscle Aktin.
Das Protokoll fiir die immunhistochemische Férbung folgte ebenfalls der ABC-Methode.
Zusitzlich wurden die Endometrioseherde mit normalem Peritoneum verglichen. Der Anteil
an smooth muscle Aktin ist deutlich hoher als in nicht betroffenen Arealen (Anaf et al. 2000).
Diese Komponente glatter Muskelzellen bei Endometriose konnte aus der totipotenten
Kapazitit des Miillerschen Ganges resultieren, sich nicht nur in endometriale Driisen, sondern
auch in glatte Muskelzellen zu differenzieren (Anaf et al. 2000).

Weiterhin ist die Endometriose durch das Vorhandensein von Driisenschlduchen
charakterisiert. Diese bestehen aus zylindrischen und abgeflachten Epithelzellen, die von
zahlreichen Stromazellen umgeben sind. Variationen der Wachstumsmuster der
Endometrioseldsionen werden Epithel-Stroma Interaktionen zugeschrieben (Banu et al. 2009).
Die Stromazellen entsprechen hier =zellreichem Bindegewebe, dem sogenannten
spinozellulidren Bindegewebe, das auch das Grundgewebe des Uterus ist (Welsch 2006).

Die schon oben beschriebene hohe Gefdlldichte von Endometrioseherden aller Lokalisationen
wurde von Inan et al. (2003) ebenfalls mit Hilfe der indirekten Immunhistochemie an
ovarieller und peritonealer Endometriose und dem CD34-Antikorper nachgewiesen. Das
Protokoll &hnelte dem hier verwandten Protokoll, folgte jedoch der ABC-Methode. Die
Gefidfle um die Endometrioseherde wurden mit Hilfe des CD34-Antikorpers sichtbar gemacht
und von drei unabhingigen Untersuchern gezihlt (Inan et al. 2003).

Besonders in Schokoladenzysten finden sich viele positive Endothelien, was wiederum fiir
eine hohe GefiaB3dichte spricht. Infolgedessen macht die chirurgische Abtragung dieser Zysten
ein hohes MaB an Blutstillung erforderlich (Pleiderer et al. 2001).

Im Gegensatz zur Zellproliferation, die vorwiegend in Epithelien beobachtet wurde, waren in
der vorliegenden Arbeit CD 34-positive Zellen eindeutig den GefdBen und insbesondere den
Endothelien zuzuordnen, wihrend Epithelien durchgehend negativ waren.

Dies bestétigen auch die Befunde von Lynch et al. (2007), die ebenfalls CD 34 in Endothelien

lokalisierten. Wenn hdmatopoetische Stammzellen reifen und sich zu differenzieren beginnen,
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geht CD 34 verloren (Lynch et al. 2007). Obwohl alle hdmatopoetischen Stamm- und
Vorléduferzellen CD 34 exprimieren, sind nicht alle CD 34-positiven Zellen hdmatopoetische
Stammzellen. Da CD 34 auch ein endotheliales Antigen ist (Krause et al. 1996), sind die in
unserer Arbeit positiven Zellen vermutlich sowohl Stammzellen wie auch Endothelzellen.

Die oben beschriebene hohe GefdB3dichte ldsst Parallelen zu Tumorwachstum vermuten. So
wird Angiogenese in verschiedenen Publikationen (Donnez et al. 2002 und McLaren 2000)
als wichtiger Faktor der Pathogenese von Endometriose beschrieben. So wurde Vascular
endothelial growth factor in roten Lasionen peritonealer Endometriose und in Prostatatumoren
nachgewiesen (Matsuzaki et al. 2001b). Diese Befunde lieBen diese Arbeitsgruppe
schlussfolgern, dass antiangiogenetische Préparate eine Therapieoption fiir beide

Krankheitsbilder sein konnten.

Ebenfalls sehr ausgeprégt finden sich in der Umgebung der Endometrioseherde lymphozytire
Infiltrationen. Die Entzlindungsreaktion wird auch schon als wichtiger Entstehungsfaktor der
Endometriose beschrieben. So spielen peritoneale Monozyten und natiirliche Killerzellen eine
wichtige Rolle fiir die Endometriose. Die Implantation von endometrialem Gewebe im
Inneren der Peritonealhdhle konnte das Ergebnis eines Defektes in der Aktivitidt der

natiirlichen Killerzellen sein (Melchiar und Freedman 2002).

Der ,,invasive Charakter” der untersuchten Endometrioseherde zeigte sich insbesondere in
einer deutlich hoheren proliferativen Aktivitit der dicht gelagerten Fibroblasten/zyten des
umgebenden Bindegewebes im Vergleich zu dem nichtbetroffenen Bindegewebe.

Ki 67 war erstaunlicherweise im Stratum basale des mehrschichtig unverhornten
Plattenepithels der Vagina nicht anzutreffen, obwohl diesem Teil des Stratum germinativum
eine hohe Proliferationsrate zugeschrieben wird (Welsch 2006). Im auch dem Stratum
germinativum zugehdrigen Stratum spinosum hingegen sind zahlreiche proliferierende Zellen
vorhanden. Diese unerwartete Beobachtung konnte auf einen erhohten Grad an Dysplasie
zurlickzufiihren sein. In Zervix und Uterus korrelierte ndmlich die Zahl der Ki-67 positiven
parabasalen Epithelzellen mit dem Grad der Dysplasie (Ohta et al. 2010). Ein &hnliches
Phédnomen wurde auch in oralen epithelialen Dysplasien beobachtet (Takeda et al. 2006). Hier
vermuteten die Autoren, dass asymmetrische Zellteilungen der epithelialen Stammzellen im
Stratum basale zur voriibergehenden Anwesenheit von sich teilenden Zellen in den

parabasalen Schichten der Mundschleimhaut fiihren.
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Matsuzaki et al. (2001a) zeigten, dass Ki 67 in roten peritonealen, das heiflit aktiven
Endometrioseldsionen in etwa gleichem Malle exprimiert wird wie in eutopem Endometrium
in der Proliferationsphase. In schwarzen und weiflen Lisionen waren kaum proliferierende
Endothelien zu finden (Matsuzaki et al. 2001b). Da sich in der vorliegenden Studie jedoch in
hohem Malle proliferierende Endothelien fanden ist zu vermuten, dass es sich bei den meisten
untersuchten Lasionen um die rote Form handelt. In der gleichen Studie konnte auch gezeigt
werden, dass die Expression von Ki 67 im Gegensatz zu eutopem Endometrium bei
Endometrioseldsionen keinen zyklischen Verdnderungen unterliegt (Matsuzaki et al. 2001a).
Vielmehr wurde die These gestiitzt, dass rote und schwarze Endometrioseherde
unterschiedliche Stadien von peritonealer Endometriose darstellen. Die Arbeitsgruppe
untersuchte auch das Vorhandensein des Cyclooxygenasehemmers p27 in eutopem
Endometrium und Endometriose. So wurde gezeigt, dass p27 mit dem Verschwinden von Ki
67 in weniger aktiven schwarzen Herden regulativ zunimmt. Diese Ergebnisse stiitzt auch die
Arbeit von Banu et al. (2008), die eine vermehrte Expression von Ki 67 in
Endometrioseherden zeigen konnten. Da auch COX-2 in Endometriosegewebe vermehrt
auftritt (Banu et al. 2008), ist also zu vermuten, dass die Proliferation zumindest teilweise
iiber den Prostaglandinsyntheseweg reguliert wird. COX-2 lie3 sich am haufigsten in ektopem
Endometrium, weniger hiufig in eutopem Endometrium von Frauen mit Endometriose und
am seltensten im Endometrium von Frauen ohne Endometriose nachweisen (Banu et al.
2008). Die erhohte Expression des COX-2 Proteins bei der Endometriose ldsst auf seine
wichtige Rolle in der Pathophysiologie und Pathogenese dieser Erkrankung schlieen (Banu
et al. 2008). Leider wurde die therapeutische Nutzung von COX-2 Hemmern beim Menschen
aufgehoben, da unerwiinschte kardio-vaskuldre Nebenwirkungen auftraten (Cha und DuBois
2007).

In einer Studie am chicken embryo chorioallantoic membrane (CAM) Modell konnten durch
endometriale Fragmente aus Menstruationsblut Endometrioseldsionen erzeugt werden (Nap et
al. 2003). Auch hier wurde die proliferative Aktivitdt mit Hilfe von Ki 67 untersucht. Im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen und auch zu den Erwartungen der Autoren wurde der
Marker nur sehr wenig in den Zellen der erzeugten Endometrioseldsionen exprimiert und war
72h nach deren Erzeugung ganz verschwunden (Nap et al. 2003). Ein Grund hierfiir kdnnte in
der Abwesenheit eines hormonellen Zyklus im CAM Modell liegen, das Modell also die in

vivo Verhiltnisse nicht widerspiegelt.
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Der frithe Stammzellmarker C-kit (CD 117) fand sich in der vorgelegten Arbeit in der
Nachbarschaft von Endometrioseherden auffallend héufig. Die positiven Zellen waren
insbesondere den Endothelzellpopulationen, aber auch anderen Stromazellen zuzuordnen.
Dies ldsst darauf schliefen, dass es sich um friihe Stadien hdmatopoetischer Stammzellen
handelt (Lynch et al. 2007).

In anderen Arbeiten fand sich C-kit nur in einem kleinen Anteil von endometrialen HSC
verglichen mit HSC, die dem Blut entstammen. Dies ldsst vermuten, dass die endometrialen
HSC reifer sind als diejenigen, die im Blut zirkulieren (Lynch et al. 2007). CD 117, ein
Plasmamembran gebundenes Protein, ist vor allem entlang der Zellmembran lokalisiert, wird
aber auch manchmal im Zytoplasma exprimiert (Cho et al. 2004). Es wurde gezeigt, dass CD
117 entlang der Zellmembran von endometrialen Stromazellen und im Zytoplasma von
endometrialen Driisenzellen exprimiert wird (Cho et al. 2004). Auch in der vorgelegten Arbeit

fand sich CD 117 im Zytoplasma, hier in dem der Driisenschlduche von Endometrioseherden.

Die hier verwendeten Marker CD 117, CD34 und Ki67 fanden auch in der Studie von Cho et
al. (2004) Verwendung. Dort wurde gezeigt, dass Stammzellen im uterinen Endometrium von
der Fetalperiode bis zur Postmenopause vorhanden sind. Die Zellen, die diese Marker

aufwiesen, fanden sich hauptsédchlich im Stroma der Basalis (Cho et al. 2004).

Dariiber hinaus scheint eine gewisse Hormonabhdngigkeit bei den Markern zu bestehen. So
wurde vermutet, dass C-kit in Geweben mit einem hohen Ostrogengehalt hochreguliert wird
(Elmore et al. 2001).

Der Einfluss von Hormonen auf die Endometriose wird von verschiedenen Seiten
beschrieben. So wurde die Erkrankung traditionell als dstrogen-abhédngig beschrieben. Osteen
et al. (2005) vermuteten jedoch, dass es sich bei der Endometriose zum einen um eine

Ostrogen-abhingige und zum anderen eine Progesteron-unabhingige Erkrankung handelt.

Die Hormonabhéngigkeit der Endometriose bietet zudem auch therapeutische Mdglichkeiten.
So bremst das Gonadotropin Releasing Hormon II die Proliferation von endometrialen
Stromazellen (Morimoto et al. 2005), was wiederum GnRH-Analoga als Therapieoption
attraktiv erscheinen ldsst. GnRH II senkte in der erwdhnten Studie auch die Expression von
COX 2, die fiir die schon beschriebenen Entziindungsreaktionen der Endometriose

mitverantwortlich ist.
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Die Konzentration von GnRH II war im eutopen Endometrium von Endometriosepatientinnen
auch deutlich niedriger als in dem von gesunden Probandinnen (Morimoto et al. 2005).

Es tauchen immer wieder Hinweise auf, dass auch eutopes Endometrium von
Endometriosepatientinnen abweichende Eigenschaften von dem Endometrium gesunder
Patientinnen aufweist. Diese Eigenschaften spielen wahrscheinlich eine zentrale Rolle in der

Pathophysiologie und Pathogenese der Endometriose (Sharpe-Timms 2001).

Wihrend der Erstellung dieser Arbeit wurden auch Testfairbungen mit dem Marker Oct-4
durchgefiihrt, der die gewebe- und zellspezifische Transkription reguliert und ausschlieBlich
in pluripotenten Stammzellen exprimiert wird. Oct-4 wurde bereits zyklusunabhéingig in
eutopem Endometrium (Bentz et al. 2010) gezeigt. Da die Konzentration von Oct-4 immer
gleich blieb, schlossen die Autoren daraus, dass endometriales Oct-4 an den zyklischen
Verdnderungen des Endometriums nicht beteiligt ist. Da dieser Stammzellmarker in der
vorgelegten Arbeit jedoch in keiner der untersuchten Lokalisation nachzuweisen war, wurde
er nicht in die Beschreibung aufgenommen. Moglicherweise spielt Oct-4 bei der
Endometriose keine Rolle und ist nur in eutopem Endometrium zu finden. Ein weiterer Grund
fiir die Abwesenheit in den untersuchten Paraffinschnitten kdnnte in den Protokollen fiir die
Fixierung und Einbettung liegen, die hdufig zu Vernetzungen und damit Verdeckung der
Antikorperbindungsstellen im Gewebe fiihren (Shi et al. 1997) Eine sinnvolle Alternative zu
Formalin wiére moglicherweise die Fixation in Alkohol basierten Losungen, die nicht zu

solchen Quervernetzungen fithren (van Essen et al. 2010).
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4.3 Uberpriifung der Theorien

Im Widerspruch zum Gedanken der Transplantationstheorie steht die Beobachtung, dass sich
eine retrograde Menstruation zwar bei 76 bis 90% aller Frauen findet, diese jedoch nicht alle
eine Endometriose entwickeln. Aus diesem Grund miissen noch weitere Faktoren
hinzukommen, die die Veranlagung und spontane Entwicklung einer Endometriose
beeinflussen (D’Hooghe et al. 2004). Retrograde Menstruation scheint ein physiologisches
Phéanomen zu sein, das bei nahezu allen Frauen mit funktionierenden Tuben zu beobachten
ist. Sie ist vermutlich durch gesteigerten uterinen Tonus bei der Menstruation und
zervikofundale Peristaltik bedingt, die sich wiéhrend der Follikelphase verstirken
(Leyendecker et al. 2004).

Da man also davon ausgehen kann, dass retrograde Menstruation ein physiologischer Prozess
ist, wie kann man die Tatsache erkldren, dass nicht jede Frau eine Endometriose entwickelt?
Endometriose ist eine multifaktorielle Erkrankung, die mit einer generellen
Entziindungsaktivitit der Peritonealh6hle einhergeht. Oxidativer Stress wurde als ein
entscheidender Faktor fiir ihre Pathogenese angenommen (Donnez et al. 2002). Dariiber
hinaus fanden sich in der gleichen Ubersichtsarbeit Hinweise fiir die Bestitigung der
Transplantationstheorie als Ursache fiir peritoneale Endometriose (Donnez et al. 2002).
Verschiedene Studien sprechen dafiir, dass Zelladhdsionsmolekiile bei der Entstehung von
Endometriose eine Rolle spielen. Das 16sliche interzelluldre Adhésionsmolekiil ICAM-1
wurde mittels ELISA in erhohter Konzentration in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriosepatientinnen nachgewiesen (Fukaya et al. 1999). Diese Ergebnisse verdichten
die Hinweise und lassen vermuten, dass es einen Zusammenhang zwischen
Zelladhdsionsmolekiilen und der Progression von Endometriose gibt (Fukaya et al. 1999).
Leyendecker et al. belegten 2004 auch, dass sich bei 80% der Frauen mit Endometriose
Fragmente von basalem Endometrium im Menstruationsblut fanden, wohingegen dieses nur
bei 10% der Frauen ohne Endometriose der Fall war. Auf der Basis dieser Erkenntnisse
vermuteten sie, dass eher der retrograde Transport von Anteilen der Basalis als von der
Funktionalis zur Beckenendometriose fiihrt. Sie belegten auBerdem, dass uterine
Hyperperistaltik eine der auffilligsten Entdeckungen in Bezug auf Endometriose ist
(Leyendecker et al. 2004).

Gestiitzt wird diese These durch die Ergebnisse von Chan et al. (2004), die zeigen konnten,
dass die Basalis von humanem Endometrium eine kleine Population von Zellen mit

Stammzellcharakter enthdlt. Auch weitere Studien belegten, dass Stammzellen in uterinem
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Endometrium von fetalen bis postmenopausalen Uteri zu finden sind. Gezeigt wurde dies
durch Immunhistochemie mit C-kit, CD 34, bcl-2 und Ki 67 (Cho et al. 2004). Defrere et al.
(2005) gelang es durch die Injektion von humanem Endometrium in die Peritonealhdhle von
Mausen, bei diesen eine Endometriose auszuldsen.

Auch die Metaplasietheorie ldsst sich schwer belegen. Sie beruht wie oben beschrieben auf
der Aussage, dass sowohl Peritoneum als auch Endometriumepithel dem Entoderm
entstammen. Wire die Theorie zutreffend, wiirde man einen wesentlich hoheren Anteil an
Pleuraendometriose erwarten, da auch das Pleuraepithel seinen Ursprung im Entoderm hat.
Dariiber hinaus ist die Metaplasie ein Prozess, der im Alter zunimmt. Die Endometriose
jedoch hat ihren Erkrankungsgipfel im 28. (je nach Quelle schwankend) Lebensjahr
(http://www.endotext.org/female/female9.htm).

Weder die Implantations- noch die Metaplasietherorie kann erkldren, warum sich tiefe und
zystische Endometriose nur bei manchen Frauen ausbildet (Koninckx et al. 1999a). Aus
diesem Grund forderten D’Hooghe et al. (2004), dass sich Endometrioseforschung zukiinftig
mit der Pathogenese dieser Erkrankung beschiftigen solle. Dies wurde in der vorliegenden
Arbeit versucht.

Endometriose und Adenomyose mit allen ihren Komponenten, wie glandulédres und stromales
Endometrium und peristromales Muskelgewebe, tiuschen die tatsdchlichen zyklischen
Verdnderungen von basalem Endometrium vor. Aus diesem Grunde wurde vermutet, dass
dislozierte Fragmente des basalen Endometriums Stammzellpotential haben. Wenn sie z. B.
im Peritoneum implantiert werden, wiederholen sie ihr embryonales Wachstumsprogramm,
um alle Komponenten der Archimetra zu erzeugen. Dies beinhaltet auch Muskelgewebe. Die
ektopen endometrialen Lésionen konnen also als ,,Mikroarchimetras® bezeichnet werden
(Leyendecker et al. 2004).

Die Zellen im Inneren der Endometrioseherde scheinen dariiber hinaus eine verdnderte DNA
aufzuweisen. Oxidative Schiden konnen zu Mutationen und insbesondere zu G-T Austausch
fithren. Dies ist auch in endometrialen Zellen zu beobachten. Es ist also ein Hinweis fiir ein
hohes Mal3 an Mutationen. Es konnte noch nicht belegt werden, ob diese oxidativen DNA-
Schiden der Ausloser oder die Folge der Endometriose darstellen. Es erscheint jedoch
wahrscheinlicher, dass sie der Grund fiir zelluldre Dysfunktion und somit der Ausloser der
Erkrankung sind (Slater et al. 2005). Auch die Rolle des Immunsystems bei der Endometriose
wurde ausgiebig untersucht, und viele verschiedene Anomalien wurden erkannt (Berkanoglu
und Arici 2003). Letztendlich kann bis heute keine bestehende Theorie die Pathogenese der

Endometriose zufriedenstellend erklaren.
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4.4 Schlussfolgerungen

In Endometrioseherden befinden sich Zellen mit Stammzellcharakter. Alle verwendeten
Stammzellmarker waren in allen untersuchten Prdparaten zu finden. Die Férbung war
durchgehend stimmig und konsistent in allen Pridparaten und in allen Lokalisationen zu
finden. Es wird angenommen, dass adulte Stammzellen fiir die hohe Regenerationsfahigkeit
des menschlichen Endometriums verantwortlich sind und dass diese eine Rolle in der
Entwicklung von Endometriose und Endometriumkarzinomen spielen (Gotte et al. 2008). Die
Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe unterstiitzen die Theorie, dass Endometriose eine Ursache
auf der Ebene der Stammzellen hat. Dazu wurde im Rahmen von immunhistochemischen
Farbungen der Marker Musashi-I fiir adulte himatopoetische Stammzellen benutzt (Gotte et
al. 2008).Dieser ist bei Sdugetieren wichtig, um den Status von Stammzellen zu bestimmen.
Sein Vorhandensein ldsst Riickschliisse auf Entwicklungsstatus, Differenzierung und
Tumorgenese zu. Er wird selektiv in neuronalen Vorlduferzellen und neuronalen Stammzellen
ausgebildet. AuBerhalb des Nervensystems ist Musashi 1 ein Marker fiir intestinale oder frithe
Stammzellen. Dariliber hinaus wurde Musashi 1 in Tumorgewebe wie Gliomen und
Melanomen nachgewiesen, was darauf hinweist, dass er eine Rolle bei der Tumorentwicklung
spielt.

Die immunologische Identifikation von Endometrioseherden erfordert die Entwicklung von
monoklonalen Antikdrpern gegen starke Immunogene, die spezifisch fiir Endometriosezellen
sind (Brosens et al. 2003). Die weitere Erforschung von Stammzellmarkern und spezifischen
Proteinen von Endometriosezellen konnte zur Entwicklung eines solchen Antikdrpers fiihren.
Dies wiirde nicht nur die Diagnostik erleichtern, sondern auch zu einem besseren Verstindnis
der Pathogenese von Endometriose fiihren.

In der vorliegenden Studie konnte in allen Lokalisationen Gefdfireichtum rund um
Endometrioseherde demonstriert werden. Dieser Befund unterstiitzt die Annahme, dass die
Angiogenese eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Endometriose spielt (Matsuzaki et al.

2001b).
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4.5 Ausblick

Endometriose ist eine sehr komplexe Erkrankung. Ahnlich wie Tumormetastasen bendtigen
Endometrioseldsionen Gefianeubildungen fiir ihr Wachstum und ihre Ausbreitung (Inan et al.
2003). Medikamente mit einem antiangiogenetischen Wirkmechanismus konnten daher ein
innovatives therapeutisches Konzept darstellen. (Inan et al. 2003).

Die endometriotic disease therory (EDT) ist ein neues Konzept, das das Fortschreiten der
Endometriose als Beginn und Ausbreitung eines gutartigen Tumors versteht. In dieser Theorie
sind die wichtigsten Phdnomene der Endometriose nicht langer Implantation oder Metaplasie,
sondern zelluldre Verdnderungen, wie beispielsweise Mutationen, die das verdnderte
Verhalten verursachen (Koninckx et al. 1999a).

Eine weitere Therapieoption ergibe sich, wenn undifferenzierten Stammzellen eine bestimmte
zelluldre Differenzierung ,,aufgezwungen® werden konnte. Auch konnte Gewebe, das
Patientinnen entfernt wurde, als Grundmaterial zur Gewinnung von Stammzellen benutzt
werden. In Abhidngigkeit von der Potenz dieser Zellen bietet sich hier moglicherweise eine

Quelle fiir Forschung und Entwicklung von neuem Zellmaterial.



60

5 Zusammenfassung

Die Endometriose ist eine der hdufigsten Frauenkrankheiten; 8 bis 12 Prozent aller Frauen im
gebarfahigen Alter sind davon betroffen. Dabei treten gebarmutterschleimhaut-dhnliche
Wucherungen auerhalb des Cavum uteri auf, die sich jedoch in vielen Punkten vom eutopen
Endometrium unterscheiden. Es existieren zwei gegenldufige Theorien zur Pathogenese, die
Metaplasie- und die Transplantationstheorie. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die
Beschreibung von Endometrioseherden im Kontext der Transplantationstheorie. Hier war eine
Ausgangsfrage, ob die Zellen von Endometrioseherden Eigenschaften von Stammzellen
besitzen.

Es wurde histologisches Material von Endometrioseherden aus unterschiedlichen
Lokalisationen (Ovar, Eileiter, Vagina, Rektum, Peritonaeum) mit Markern fiir zytoskeletale
Filamente und Stammzellmarkern immunhistochemisch untersucht. Arbeitsmethode war die
indirekte Immunhistochemie, die einen qualitativen, nicht aber einen quantitativen Nachweis
der verwendeten Marker erlaubte. Zunichst wurden die zytoskeletalen Filamente Aktin und
Zytokeratin in den Gewebeschnitten lokalisiert, um die Zellpopulationen sicher zuordnen zu
konnen. AuBBerdem kamen der Marker fiir menschliche Knochenmarkszellen CD 34, der frithe
Marker fiir himatopoetische Stammzellen CD133, das die Stammzelladhdsion stimulierende
CD 117 und der Zellproliferationsmarker Ki 67 zum Einsatz.

Diese Stammzellmarker konnten die Zellen von Endometrioseherden anfdarben. So fand sich
CD34 vorwiegend im Endothel groBer und kleiner Blutgefde aber auch im Zytoplasma von
Bindegewebszellen der Endometrioseherde. CD133 férbte das Epithel der Driisenschlduche,
sowie das Stratum basale des Vaginalepithels. AuBerdem zeigten lymphatische Zellen des
Darmes eine leichte Immunreaktion. CD 117 konnte im Zytoplasma der Epithelzellen von
Endometrioseldsionen und im umgebenden Bindegewebe nachgewiesen werden. Ki 67 farbte
Kerne der proliferierenden Driisenepithelzellen, seltener Kerne von proliferierenden
Bindegewebszellen in deren Umgebung. Daneben waren Zellkerne insbesondere des Stratum
spinosum des Vaginalepithels immunopositiv fiir Ki 67.

Damit konnte gezeigt werden, dass Zellen in Endometrioseherden auch Eigenschaften von
Stammzellen haben. Diese Zellen sind mdglicherweise in die Pathogenese der Endometriose

involviert und sollten bei der Entwicklung neuer Therapien berticksichtigt werden.
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6 Abstract

Endometriosis is one of the most common female diseases, 8 to 12 percent of all women in
fertile age are affected. Uterus mucosa like excrescences appear outside the actual uterus, but
they differ from the eutopic Endometrium in many points. Two different theories of
pathogenesis exist, the theory of metaplasy and the one of transplantation. The goal of this
study was the description of endometriosis in the context of the transplantation theory. A
primary question was whether or not the cells of endometriotic lesions have characteristics of
stem cells.

Histologic material of endometriotic lesions of different localizations (ovary, ovarian tube,
vagina, rectum and peritoneum) was examined immunohistochemically with markers for
cytoskeletal filaments and stem cells. Working method was the indirect
immunohistochemistry, allowing a qualitative but not a quantitative analysis of the used
markers. Initially the cytoskeletal filaments actin and cytokeratin where localized in the
histological slides to identify the different cell populations. In a second step CD 34, a marker
for human bone narrow cells, CD133 the early marker of hematopoetic stem cells, CD 117
which stimulates cell adhesion and Ki 67 a cell proliferation marker where applied.

These stem cell markers where able to stain cells of endometriotic lesions. CD 34 was found
in the endothelium of small and bigger blood vessels and in the cytoplasm of connective
tissue of endometriotic lesions. CD 133 stained the epithelium of glandular tubes, as well as
the stratum basale of the vaginal epithelium. Furthermore lymphatic cells of the bowel
showed a slight immunoreaction. CD 117 could be localized in the cytoplasm of epithelial
cells of endometriotic lesions and in the surrounding connective tissue cells. Ki 67 stained the
nuclei of proliferating glandular cells, less often nuclei of surrounding connective tissue cells.
Besides Ki 67 was found in nuclei of the stratum spinosum of the vagina.

This way it could be shown that cells of endometriotic lesions have characteristics of stem
cells. These cells are probably involved in the pathogenesis of endometriosis and should be

taken into account when developing new therapies.
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Anhang

Gerite

—

Abzug (Firma Herman Waldner GmbH & Co, Wangen)

DAKO Cytomation Pen (Firma DakoCytomation, Hamburg)
Eppendorfgefifie (Firma Sarstedt, Niimbrecht)

Feuchtekammer (Firma DakoCytomation, Hamburg)

Kochplatte RH digital KT/C (Firma IKA, Staufen)

Kiihl- und Gefrierschrank (Firma Bosch, Gerlingen-Schillerh6he)
Mikrotom HM 400 (Firma Leica, Solms)

Mikrotomklingen N 35 (Firma Pfm, K&ln)

A S N L A

Objektriger superfrost (Firma Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, Teningen)

[S—
=]

. pH Meter Seven Easy (Firma Mettler Toledo, Giessen)

—
—

. Pipetten in verschiedenen GroBen (Firma Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)

[S—
N

. Pipettenspitzen (Firma Sarstedt, Niirmbrecht)
. Riittler IKA-VIBRAX-VXR (Firma IKA, Staufen)
. Waage PB 3002-S (Firma Mettler Toledo, Giessen)

—_
B~ W

Losungen

Citratpuffer (Firma Merck, Darmstadt):
Losung B (0,1 mol Natriumcitrat)wird in 270ml aqua dest gegeben und dann wird mit Losung

A (0,1 mol Zitronensdure) der pH-Wert auf 6,0 eingestellt.

PBS Puffer (Firma Merck, Darmstadt):

Aus 41g NaCl, l1g di-Natriumhydrogenphosphat. Dihydrat, 2,75¢g
Kaliumdihydrogenphosphat iiber 95% p. A. und 11 aqua dest wird eine Stammldsung
hergestellt; mit Hilfe von NaOH und/oder HCI wird der pH-Wert auf 7,2 eingestellt. Die

einmolare Gebrauchslosung besteht aus 1 Teil Stammldsung und 4 Teilen Aqua dest.
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ABC- Elite Kit PK 6100 Standard (Firma Vektor, Burlingame, USA):
Ansatz in Tropffldschchen, Sml PBS + 2 Tropfen A + 2 Tropfen B

Peroxidase — Substratkit — AEC (Firma Biologo Dr. Hartmut Schulthei3, Kronhagen):
2 Komponenten, 5 Tropfen AEC auf 1500ul Substratpuffer Ch. B. AE20505 Art. Nr. AE002

Sekundirer Antikérper (Firma Vector, Burlingame, USA):
Universal Antikorper biotin anti — Maus / anti — Kaninchen made in Horse, 1:100 in PBS Lot

Nr. 00415

Blockpuffer: (Firma Carl Roth, Karlsruhe)
21ul Triton X + 1g BSA + 70ml PBS,
BSA = Albumin Fraktion V Protease frei

5% Pferdeserum (Firma Vector, Burlingame, USA):
75ul Pferdeserum + 1425ul Blockpuffer

0,3% H>0; (Firma Carl Roth Karlsruhe) in eiskaltem Methanol (Firma Merck, Darmstadt):
50ml eiskaltes Methanol + 500ul 30% Wasserstoffperoxid

Glyceringelatine: (Firma Merck, Darmstadt)

Microscopy 100g in vitro

Tris-HCI Puffer (Firma Carl Roth, Karlsruhe):
Stammlosung aus 121,1g Tris-HCI, 58,4g NaCl und 11 Aqua dest. und pH 7.4 einstellen,
Tris-HCI1 Gebrauchslosung: 100ml Stammldsung, 900ml Aqua dest. und 250pul Triton X

20% Essigsdure (Firma Carl Roth, Karlsruhe):
160ml Aqua dest. und 40ml Essigséure, erst das Wasser, dann die Sdure, mischen und bei 4°C

im Kiihlschrank lagern
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Fuchsin (Firma DakoCytomation, Hamburg)
(Substrat — Chromogen System) Code Nr. K0625, 1 Tropfen Fuchsin activating agent und 1
Tropfen Fuchsin chromogen mischen und 1 Min. Inkubieren, dann mit 587ul Buffered

substrat mischen; Farbstoff, speziell fiir Inmunkomplexe mit alkalischer Phosphatase

5% Blockpuffer
Sgr. BSA (Albumin Fraktion V) in 100ml Tris-HCI Gebrauchslosung

APAAP, monoklonaler Antikorper (Firma DakoCytomation, Hamburg)
Code Nr. D 0651, erzeugt in Maus, anti alkalische Phosphatase zum Gebrauch in der

Immunhistochemie

EDTA (Firma Merck, Darmstadt):
ImMolar, pH 8 Nr. 1.08418.0250

Triton X — 100 (Firma Sigma, St. Louis, Missouri, USA):
Lot: 052K 0024

BSA (Firma Carl Roth, Karlsruhe)

Albumin Fraktion V Protease frei
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