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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Definition Endometriose

Bei der Endometriose (Suffix aus dem altgr. endon fiir ,innen‘, meétra fiir Gebarmutter
und altgr. -osis fiir Erkrankungen) handelt es sich um eine gyndkologische Erkrankung.
Sie ist gekennzeichnet durch das Vorkommen und die Ausbreitung von epithelialem und
stromalem uterinem Gewebe auBlerhalb der Cavum Uteri. Hiufig kommt es zusétzlich zu
Adhésionen und einer umliegenden Fibrosierung. Diese gutartigen Verwachsungen sind
Ostrogenabhdngig und durch ihren chronischen, inflammatorischen Verlauf
charakterisiert (Hickey et al., 2014; Vercellini et al., 2014; Vigano et al., 2018). Daher
sind iiberwiegend Frauen im reproduktionsfihigen Alter mit einem Haufigkeitsgipfel
zwischen 25 bis 35 Jahren betroffen (Vercellini et al, 2014). Der
Entstehungsmechanismus mit der grofiten Akzeptanz stellt die retrograde Menstruation
dar. Demzufolge wandern die abgelosten Zellen der Gebarmutterschleimhaut entlang der
Tuben in die Bauchhohle und nisten sich héufig dort ein (Sampson, 1927a). In seltenen
Fillen siedeln sich die ,,endometriumartigen Zellen in extraabdominellen Organen, wie
zum Beispiel der Lunge an (Mecha et al., 2021). Die Adenomyose bildet eine Sonderform
der Endometriose (EM). Dabei infiltrieren die endometrialen Driisen das
darunterliegende Myometrium (Racinet et al., 1987). Obwohl die Endometriose eine
gutartige Krankheit ist, evoziert sie ein invasives Wachstum mit einem stellenweisen
organiiberschreitenden Ausmall (Anglesio ef al., 2017). Das ausgepriagte Beschwerdebild
ist gekennzeichnet durch starke perimenstruelle Schmerzen und Blutungen, sowie durch
Dysurie und Dyspareunie. Im schlimmsten Fall flihrt diese Erkrankung zur Infertilitét
(Sinaii et al., 2008). In einer Metaanalyse aus dem Jahr 2020 wurde postuliert, dass eine
Relation zwischen der Erkrankung und dem psychischen Stress besteht und in Zukunft
eine mental unterstiitzende Versorgung der Patientinnen erfolgen sollte (Brasil ef al.,
2020). Bis heute ist die Operation mit histologischer Materialgewinnung die einzige
Moglichkeit zur sicheren Diagnosestellung (Dunselman ef al., 2014). Es existieren noch

keine Biomarker zum diagnostischen Screening fiir diese Krankheit (Greene et al., 2016).
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1.2 Morphologie und Manifestation der Endometriose

Das mikroskopische Bild der Endometriose basiert auf dem Vorhandensein von
zytogenem endometrialem Stroma mit darin eingebetteten Driisen und BlutgefdBen,
sowie teilweise vorhandenen glatten Muskelzellen. Das ektope ,,gebdrmutterartige™
Gewebe ist histologisch kongruent zum epithelialen und stromalen Endometrium des
Uterus und unterliegt meist ebenso hormonellen Einfliissen (Clement, 2007). Falls die
peritonealen Ldsionen makroskopisch sichtbar sind (etwa ab 10mm?®), kann eine
Unterteilung in weil3e, blaue, rote, braune und schwarze Lésionen vorgenommen werden
(Abb. 1.1). Die Farben verdeutlichen das Aktivitdtsstadium der endometriotischen
Lisionen (EM-Léasionen) (Tab. 1.1). Auch bei der ovariellen Endometriose werden die
Zysten makroskopisch in aktive und inaktive Stadien unterteilt (Schindler, 2007). 1987
wurde erstmalig beschrieben, dass die verschiedenen Farben der EM-Herde in direktem

Zusammenhang zu ihrem Alter stehen (Redwine, 1987).

Tabelle 1.1: Aktive und inaktive makroskopische Erscheinungsformen der peritonealen und

ovariellen Endometriose (Schindler, 2007)

PERITONEALE EM

Aktivititsstadium Aktiv Inaktiv
Rote Farbung Blaue, schwarze, braune

Farbung

Gesteigerte Durchblutung ~ Weille Verdickungen
Kardinalsymptome der Geringe GefdfBanzahl
Entziindung
Gefédfneubildungen

OVARIELLE EM

Aktivititsstadium Aktiv Inaktiv
Blaulich bis dunkelrot Braun, schwarz
Einblutung Fibrotisch verdndert
Zystenwand diinn Zystenwand dick

Gute Vaskularisation
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Abbildung 1.1: Fotografien von EM-Herden wihrend einer laparoskopischen Operation. A:
Darstellung von multiplen dunkelroten bis schwarzen EM-Herden, lokalisiert auf dem Bauchfell
zwischen Uterus und Vesicae. B: Offnung einer prallen, bliulich gefirbten endometriotischen Zyste,
dadurch tritt koaguliertes Blut in die Bauchhéhle. C: Es sind weille und rétliche EM-Herde am
Zwerchfell zu erkennen, die mit Hitze destruiert werden. D: Darstellung von multiplen schwarzen
EM-Herden im Douglasraum und eine dunkelrote Lision auf dem rechten Ligamentum

sacrouterinum (Quelle: https://www.wikiwand.com/de/Endometriose). EM, Endometriose.

In der deutschen Literatur erfolgt die Einteilung klassischerweise nach der anatomischen
Lage der Lisionen in die folgenden 3 Kategorien:

e Endometriosis genitalis interna

e Endometriosis genitalis externa

e Endometriosis extragenitalis

Diese Form der Systematisierung hat sich klinisch durchgesetzt, da das Konzept der
einheitlichen Krankheit bewahrt wird (Reichert et al., 2017). Die Endometriosis
genitalis interna bezeichnet das Auftreten von epithelialen und stromalen Zellen im
Myometrium (=Adenomyose uteri). Teilweise werden die Implantate von zystischen
Erweiterungen und Einblutungen begleitet. Die Produktion von Wachstumshormonen,
insbesondere der tiefreichenden Lisionen, kann eine Hyperplasie des Myometriums mit
einer Volumenzunahme der Gebarmutter induzieren. Die Adenomyose kann sich sowohl

fokal als auch diffus iiber die ganze Gebarmutter ausbreiten (Rabe ef al., 2017). Bei der
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Endometriosis genitalis externa breiten sich die Lisionen iiber den Bauchraum aus.
Dabei werden die uterinen Oberflichen, die Adnexen, das Beckenperitoneum, das
Ligamentum sacrouterinum sowie das Spatium rectovaginale und rectouterinae infiltriert
(Mechsner, 2016a). Héufig bilden sich Zysten in den Ovarien (Endometriome), die sich
auf Grund von zyklusabhingigen Einblutungen vergroBBern. Diese werden in
Abhidngigkeit von der Farbe des koagulierten Blutes als Schokoladen- oder Teerzysten
bezeichnet (Chapron, 2002). Die Manifestation der Endometriosis extragenitalis liegt
auBlerhalb des weiblichen Genitales und befillt vor allem die Vagina, die Harnblase, den
Harnleiter, das Zwerchfellperitoneum und Teile des Darms wie bspw. das Rektum und
den Appendix. Eine Seltenheit stellt der Befall von Leber oder Lunge dar (Ulrich ef al.,
2014). Die Haufigkeitsverteilung des Organbefalls bei der Endometriose ist in Tab. 1.2.
dargestellt. Die wichtigsten Prédilektionsstellen sind das pelvine Peritoneum und die

weiblichen Geschlechtsorgane (Halis et al., 2010).

Tabelle 1.2: Lokalisation der Endometriosis genitalis externa mit den jeweiligen Hiiufigkeitsangaben

in Prozent (Hertlein ez al., 2012)

Lokalisation Haufigkeiten in %
Lig. sacrouterinum 60
Ovar 52
Douglas-Raum 28
Lig. latum 16
Harnblase 15
Rektum 12
Mesosalpinx 10
Diinn-/Dickdarm 7
Tube 2-8
Appendix 2

Lig. = Ligamentum, %=Prozent

Eine weitere klinische/intraoperative Einteilung, die erstmals 1997 definiert wurde,
beruht auf der Lokalisation und Eindringtiefe der Lasionen und wird in eine ovarielle,
oberfldchlich peritoneale und in eine tief infiltrierende Endometriose (TIE) klassifiziert
(Abb. 1.2) (Nisolle und Donnez, 1997). Dies entspricht auch heute noch der géngigsten
Klassifikation (Haas ef al., 2013a).
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There are three subtypes of endometriosis

a i
\ A ultrasoufid
A% )

-

Abbildung 1.2: Lokalisation der EM-Herde in Abhingigkeit von der Eindringtiefe mit
Differenzierung in die ovarielle, oberflichlich peritoneale und tief infiltrierende Endometriose
(Horne und Saunders, 2019).

1.3 Klassifikationssysteme der Endometriose

Die American Society for Reproductive Medicine (sog. rASRM, friither in 1997 ASRM)
definiert die erste und weltweit am meisten genutzte Einteilung, den rASRM-Score (Abb.
1.3). Somit bietet dieser den Vorteil einer internationalen Vergleichbarkeit in Bezug auf
prospektive Studien. Ein wesentlicher Nachteil ist, dass der rASRM-Score eine geringe
direkte Korrelation zu den beiden Leitsymptomen Schmerz und Infertilitit sowie zur
Rezidivrate aufweist. Auflerdem fehlt die Beurteilung der tief infiltrierenden und
infolgedessen auch der relevanten rektovaginalen Endometriose (Haas et al., 2013a). In
erster Linie findet eine Bewertung des makroskopischen Bildes der Endometriosis
genitalis interna und externa statt (Ochs et al., 1993). Auf Grund einer klaren Gliederung
in Form eines Punktesystems ist der rASRM-Score einfach zu verstehen (Haas ef al.,
2013a). Bei multiviszeralen und tief infiltrierenden Lésionen ist dieses
Klassifikationssystem jedoch nicht ausreichend (Engel ef al., 2015).

Zur Vervollstindigung wurde im Jahr 2005 von der Stiftung fiir Endometriose-Forschung

der neue ENZIAN-Score entwickelt, um eine deskriptive und morphologische
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Klassifikation fiir die TIE zu erhalten (Tuttlies et al., 2005). Es wird insbesondere auf die
retroperitoneale Form Bezug genommen. Die endometriotischen Lésionen werden in
Anlehnung an das onkologische Staging in 4 Stadien unterteilt. Dabei werden die
anatomischen Lokalisationen und die GroBe der Lésionen erhoben, wodurch eine prizise
Analyse der EM-Herde ermoglicht wird (Abb. 1.3). Auf Grund der Komplexitét
unterliegt der ENZIAN-Score einer geringen internationalen Akzeptanz und wird vor
allem im deutschen Raum verwendet (Tuttlies et al., 2005; Haas ef al., 2013a). Dennoch
stellt der ENZIAN-Score eine wichtige Ergidnzung zum rASRM dar. Zusédtzlich wurde
beschrieben, dass signifikante Korrelationen zwischen klinischen Symptomen und den

vorliegenden Stadien zu erkennen sind (Haas et al., 2013Db).

rASRM-Score
Patient’s Name Date.
Sage 1l T e Lap Lapas ¥ h
Stage 11l (Moderate) - 16-40 Ti
Stage IV (Severe) - 40
Te
ENDOMETRIOSIS <{lem 1-3cm > 3cm
Superficial 1 2 4
Decp 2 4 6
R Superficial 1 2 4
E Deep 4 16 20
s L Superficial 1 2 4
Deep 4 16 20
POSTERIOR Partial Complete
CULDESAC
OBLITERATION 4 40
ADHESIONS < 1/3 Enclosure 1/3-2/3 Enclosure " 2/3 Enclosure
> R Filmy 1 2 4
g Dense 4 8 16
L Filmy 1 2 4
Dense 4 8 16
R Filmy 1 2 4
w Dense + 8" 16
5 L Filmy 1 2 4
Dense 4 8" 16
“If the iated end of the pian tube is p ! change the point assignment to 16.
Denote appearance of superficial implant types as red [(R), red, red-pink, flamelike, vesicular blobs, clear vesicles], white [(W),
opacifications, peri defects, yellow-b ], or black [(B) black, hemosiderin deposits, blue]. Denote percent of total
described as R%, W__% and B.__%.Total should equal 100%.
d Pathology:
To Be Used with Normal To Be Used with Abnormal
Tubes and Ovaries Tubes and/or Ovaries
L \/—\/ ' L \/\/ '
7, \m
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#Enzian
(Classification of Endometriosis)

3 ') Peritoneum Ovary Tubal gvarian
condition

© Keckstein/SEF

Sum of all diameters I Sum of all diameters M Adhesions
M Motility

W Patency test

left right left right

Pl <3z 01 r<3em

o

P2 S37em 02 3¥37em

"'»" (e

Tk ¥

& 0|

l‘:\, £ N 3
P O/ / /  C___

Teft right left right et  Tright (Location)
m ovary is missing m  tubeis missing
X unknown / not visible x unknown / not visible
or- Patency test

Abbildung1.3: Die rASRM (Revised american society for reproductive medicine classification of
endometriosis, 1985) und ENZIAN Klassifikation der Endometriose (Quelle:

https://www.endometriose-sef.de/aktivitaeten/klassifikation-enzian/).

1.4 Epidemiologie und gesellschaftliche Relevanz

Der historisch geprigte Begriff ,,The Forgotten Disease” aus dem 17. Jahrhundert
beschreibt sowohl die fehlende gesellschaftliche Verankerung als auch die geringe
wissenschaftliche und klinische Anerkennung der Endometriose, die bis in das 21.
Jahrhundert anhielt (Knapp, 1999). Bezogen auf die gebriuchlichsten Daten wurde die
weltweite Priavalenz der an Endometriose erkrankten Frauen in gebérfdhigem Alter vor
einigen Jahren deutlich {liberschitzt (Gao et al., 2006; Becker et al., 2014) und wird
aktuell nur mehr in einem Bereich zwischen 2-5% angenommen (Eisenberg et al., 2018).
Wenngleich die Endometriose hiufig bei Frauen im reproduktiven Alter vorkommt,
liegen Beweise fiir die Existenz der Erkrankung bei pramenarchalen und
postmenopausalen Patientinnen vor (Popoutchi et al., 2008; Ebert et al., 2009). Zur
sicheren Diagnosestellung ist eine Laparoskopie notwendig. Da diese hdufig nicht
stattfindet, ist eine prizise Erhebung der Privalenz erschwert (Schweppe, 2003). Im
Rahmen einer norwegischen Studie wurde gezeigt, dass nach erstmaligem Einsetzen der
chronischen Unterbauchschmerzen bei Endometriose eine Verzogerung der

Diagnosestellung von durchschnittlich 7 Jahren vorliegt (Husby et al., 2003). Die
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Patientinnen sind zum Zeitpunkt der Diagnosesicherung durchschnittlich 28 Jahre alt

(Pritts und Taylor, 2003).

Auf Grund der relativ hohen Pridvalenz und der ernstzunehmenden Klinik mit starken
Schmerzen bis hin zur Infertilitdit wurde diese Krankheit bereits Ende des 20.
Jahrhunderts als ein groBes soziookonomisches und gesundheitspolitisches Problem
erkannt (Eskenazi und Warner, 1997). Eine kanadische Forschungsgruppe postulierte,
dass die jahrlichen Kosten im Rahmen der Hospitalisierung durch die Endometriose bei
etwa 30 Millionen US-Dollar liegen und wollen somit die gesellschaftliche Belastung
dieser Erkrankung unterstreichen (Chen et al., 2020). In Frankreich wird einer Studie
zufolge die Hospitalisierungsrate auf 0,9% geschitzt, jedoch mit Schwankungen in
Abhidngigkeit zur Region. Die Re-Hospitalisierungsrate innerhalb von 3 Jahren liegt in
Frankreich bei rund 7% (von Theobald et al, 2016). Ein weiteres wichtiges
epidemiologisches Kriterium ist die Infertilitit (Rogers et al., 2009). Die
Wahrscheinlichkeit fiir eine erfolgreiche Schwangerschaft steht in direkter Korrelation
zum Krankheitsstadium und nimmt mit fortschreitender Erkrankung ab. Es gibt multiple
Griinde fiir die Ursachen der Infertilitdt, die insbesondere auf dem inflammatorischen
Milieu der Bauchhohle basieren. Dabei werden die Funktionen der Spermien und
Oozyten gestort (Morcos et al., 1985; Macer und Taylor, 2012). Die rezidivierenden,
entziindlichen Reaktionen kdnnen zu Adhésionen und Tubenmotilititsstorungen fiithren,

die ebenfalls eine Infertilitit begiinstigen (Manolopoulos et al., 2005).

Es ist entscheidend, dass alle Fakten in Zusammenhang mit klinischen Angaben
analysiert werden. Nur der Gesamtkontext ermdglicht eine sinnvolle Interpretation der

epidemiologischen Daten.

1.5 Beeinflussende Faktoren

1.5.1 Genetik

Die Komplexitit der Atiologie und Pathogenese dieser Erkrankung wird durch die
Abwesenheit von diagnostischen Markern, die spite Diagnosesicherung, die schwierige
Behandlung und die operativen Interventionen im Rahmen der Endometriose

unterstrichen. Der genaue molekulargenetische Mechanismus ist bis heute nicht erforscht
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(Joseph und Mahale, 2019). Es wird wiederholt eine familidre Haufung der Erkrankung
beschrieben. Das Risiko fiir Frauen eine Endometriose zu entwickeln erhdht sich um das
10fache, sobald Verwandte ersten Grades erkrankt sind (Kennedy, 2003; Matalliotakis et
al., 2008). Die Analyse von 1176 Schwesterpaaren, die an einer histologisch gesicherten
Endometriose leiden, ergab eine erhohte Kongruenz von Verdnderungen auf dem
Chromosom 10q26, wobei bislang kein Gen als ursdchlich fiir die Erkrankung in
Verbindung gebracht werden konnte (Treloar et al, 2005). Neben genetischen
Verdnderungen wurden auch Aberrationen der Epigenetik entdeckt. Im Bereich der
Single Nucleotid Polymorphism (SNP) konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
Patientinnen mit Endometriose und gesunden Frauen in bestimmten Genarealen erhoben
werden (Matalliotakis ef al., 2017). In Bezug auf Autoimmunerkrankungen ist noch nicht
klar, ob die Endometriose ein Risikofaktor oder eine Konsequenz darstellt. Auch die
Information iiber einen moglichen gemeinsamen Pathomechanismus ist nicht geklart.
Weitere Forschungen sind notwendig wund halten die Moglichkeit fiir

immunmodulatorische Therapien offen (Shigesi ef al., 2019).

1.5.2 Risikofaktoren

Aufgrund der bislang noch unklaren Atiologie der Endometriose stellt sich auch die
Erhebung von signifikanten Risikofaktoren als deutlich erschwert dar und es gibt viele
verschiedene Studien mit unterschiedlichen Aufzdhlungen. Der Mediziner Schindler
(2007) deklarierte, dass sich die Menstruation und der Hormonhaushalt stark
modifizierend auf das Krankheitsbild der Endometriose auswirken. Eine
Hypermenorrhoe, Dysmenorrhoe, Menorrhagie, und eine Nullparitit erhohen die
Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung einer EM. Die Schwangerschaft hat wiederum
meist eine protektive Wirkung (Schindler, 2007). In einer Fallkontrollstudie aus dem Jahr
2011 konnten einige der Risikofaktoren nachgebildet werden (Burghaus ef al., 2011).
Einer Metaanalyse zu Folge konnte bewiesen werden, dass Patientinnen, die postoperativ
eine Therapie mit Dienogest erhielten, einem signifikant geringerem Risiko fiir das
Wiederauftreten der Endometriose unterlagen (Zakhari et al., 2020). Umweltfaktoren und
Lebensstil sind als mogliche beeinflussende Komponenten unzureichend erforscht. Es
gibt viele kontroverse Arbeiten, wodurch ein kausaler Zusammenhang nicht sicher
bestimmt werden kann (Rier ef al., 1993, Bruner-Tran ef al., 2008, Porpora et al., 2006,
Niskar et al., 2009).
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1.6 Atiologie

Eine groBBe Anzahl an Forschern und Wissenschaftlern versucht eine endgiiltige
Erkldrung fiir die Entstehung der Endometriose zu finden. Trotz der jahrzehntelangen
Forschung konnte noch keine endgiiltige Erklarung fiir die Pathogenese der Endometriose

erhoben werden. Im folgenden Kapitel werden die wichtigsten Theorien vorgestellt.

1.6.1 Implantationstheorie (retrograde Menstruation)

Die erste Theorie wurde im Jahr 1927 von John A. Sampson aus New York postuliert und
wurde damals bei der Zusammenkunft der American Gynaecological Society vorgestellt.
Sampson beobachtete, dass neben dem antegraden Bluten zusitzlich ein retograder
Menstruationsfluss existierte. Dabei gelangen wihrend der Regelblutung endometriale
vitale Zellen iiber die Tuben in die Bauchhdhle. Dort kam es dann zur Einnistung des
endometrialen Gewebes und gegebenenfalls zur Entwicklung einer Endometriose. Eine
zusitzliche Bekréftigung dieser Theorie wurde durch den direkten laparatomischen
Nachweis dieses Blutflusses aus der Tube bei Patientinnen wihrend bzw. kurz nach der
Menses erzielt. Die anatomischen und praktischen Begebenheiten stiitzten dieses
Erkldrungsmodel (Sampson, 1927a). Einer Studie zufolge wurde bei etwa 90% der
laparotomierten Frauen wihrend des perimenstruellen Zeitraums Blut in der Bauchhdhle
entdeckt. Lag jedoch keine Durchgéngigkeit der Tuben vor, fiel dieser Prozentsatz auf 15
herab (Halme et al., 1984). Zusitzlich wurde im Jahr 1995 der Nachweis erbracht, dass
die retrograde Menstruation eine intrapelvine Implantation von vitalen
Endometriumzellen herbeifiihren kann (D’Hooghe ef al., 1995). Diese beiden und noch
viele weitere Studien stiitzen die These von Sampson. Dennoch gibt es Forschungen, die
Limitationen in dieser Theorie sehen. Dazu gehdrt die Tatsache, dass Endometriose auch
bei Frauen in der Primenarche und postmenopausal nachgewiesen wurde (Popoutchi et
al., 2008). Da dies jedoch eher selten vorkommt, ist Sampsons Theorie zum groften Teil

erklarend.
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1.6.2 Die Coelom-Metaplasietheorie bzw. die epithelial-mesenchymale Transition

(EMT)

Diese Theorie wurde urspriinglich von R. Meyer im Jahr 1919 beschrieben und besagt,
dass sich die endometriotischen Herde unter bestimmten Einfliissen metaplastisch aus
dem embryonalen Coelom Epithel ableiten lassen (Meyer, 1919). Verschiedene Studien
bekriftigen diese Theorie mit dem Hintergrund, dass bei Patientinnen mit Mayer-
Rokitansky-Kiister-Hauser Syndrom (MRKH) und folglich funktionslosem Uterus eine
Endometriose nachgewiesen werden konnte (Mok-Lin et al., 2010; Troncon et al., 2014).
Im Hinblick auf das MRKH konnte gezeigt werden, dass bislang bei allen histologisch
gesicherten Endometriosen zumindest ein Uterusrest vorlag und es wurden insbesondere
iiber das MRT ermittelte Endometriosen bei MRKH herangezogen (Konrad et al.,2019a).
Dies unterstreicht weiterhin die Theorie von Sampson. Die aktuelle Studie der
Forschungsgruppe Konrad et al. (2020) konnte mit mesenchymalen und epithelialen
Markern nachweisen, dass der epitheliale Phenotyp in den endometriotischen Lasionen
nicht verloren geht. Zusammenfassend wurden einige Anzeichen fiir eine EMT ermittelt,
jedoch kann dies nicht als alleinige Ursache fiir die Entstehung der Endometriose

deklariert werden (Konrad ef al., 2019b, Konrad et al., 2020).

1.6.3 Tissue Injury and Repair Konzept

Das TIAR-Konzept bietet ergdnzend zu Sampsons Transplantationstheorie eine
Erklirung fiir die geringe Pravalenz der Endometriose, obwohl nahezu alle Frauen eine
retrograde Menstruation aufweisen. Es wurde von Leyendecker et al. (1999) entwickelt.
Dabei wird der Uterus aus embryologischer Sicht in zwei Bereiche unterteilt. Die
Archimetra stellt die Grenze zur Cavitas uteri dar und besteht aus dem Endometrium und
dem Stratum subvasculare. Sie unterliegt autarken Kontraktionsabldufen, deren Aktivitat
durch Sexualhormone modifiziert wird (Leyendecker et al, 1999; Kunz und
Leyendecker, 2002). Direkt an die Archimetra angeschlossen liegt die Neometra , die fiir
Uteruskontraktionen im Rahmen der Wehentétigkeit zustindig ist und bei Frauen mit
Endometriose eine gesteigerte Ostrogenproduktion und Inflammation induziert (Bulun,
2009). Im oberen Bereich des Uterus findet eine unvollstindige Fusion der
archimyometrialen Muskelfasern statt. Dieser vulnerable Bereich wird als

Pradilektionsstelle fiir uterine Auto-Traumatisierungen angesehen. Sie stellt zusammen
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mit der restlichen endomyometrialen Grenzzone den Ursprungsherd flir Mikroldsionen
von Stromazellen, Fibroblasten und Myozyten dar (Kunz und Leyendecker, 2002). Grund
fiir diese ,,erste Stufe der Verletzung® sind dstrogenabhédngige, uterine Hyperperistaltiken
in Kombination mit einem erhohten intrauterinen Druck. Infolgedessen wird die
Freisetzung  von  inflammatorischen  Proteinen = gefordert. =~ Anschlieende
Reparaturmechanismen fithren zur Aktivierung der Aromatase-Expression mit einer
lokalen Erhohung des Ostrogenspiegels (Mechsner, 2016b), was wiederum in einer von
der ovariellen Hormonachse entkoppelten Hyper- bzw. Dysperistaltik resultiert. Dies
wird als ,,zweite Stufe der Verletzung* definiert. Im Rahmen dieses Circulus Vitiosus mit
verstirkter Desquamation gelangen abgeldste basale Fragmente des Endometriums
retrograd in die Bauchhohle und begiinstigen die Entwicklung einer Endometriose

(Leyendecker et al., 2009).

1.6.4 Stammzellhypothese

Bislang erklért noch keine Theorie die Entstehung der Endometriose ausreichend. Im
Review von Maruyama und Yoshimura (2012) wird beschrieben, dass endometriale
Vorlauferzellen (Stammzellen) mdglicherweise die Entstehung von endometriotischen
Implantaten begiinstigen. Es wird davon ausgegangen, dass es zu einer neonatalen
uterinen Blutung kommt. Dabei wandern Vorlduferzellen in die Bauchhohle und
iiberleben dort. Sobald dann die Ostrogenstimulation in der Pubertiit erfolgt, werden diese
Zellen genidhrt und kdnnen das Krankheitsbild einer Endometriose hervorrufen (Gargett

etal.,2014).

1.6.5 Alternative Theorien zur Atiologie

Neben den bereits beschriebenen Theorien gibt es weitere teilweise ergdnzende
Ideenmodelle fiir die Pathogenese. Die Theorie der lymphogenen oder hdmatogenen
Streuung besagt, dass Endometriumzellen nicht iiber die retrograde Menstruation,
sondern iiber andere Transportwege in weit entfernte Korperregionen verteilt werden
(Jerman und Hey-Cunningham, 2015). Bereits Sampson entdeckte 1927 endometriale
Zellen in uterinen Venen von Frauen mit Endometriose (Sampson, 1927b). Bestérkt

wurde dies im Rahmen einer experimentellen Studie an Kaninchen, wobei eine
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intravendse Injektion von Endometriumgewebe eine pulmonale Endometriose ausldste
(Hobbs und Bortnick, 1940). Zusitzlich konnten bei Autopsien und resezierten
Lymphknoten EM-Herde gefunden werden (Javert, 1952). Diese Theorie stellt eine

Erklirung fiir die weit entfernte extraperitoneale Endometriose dar.

Hier ist es wichtig zu erwidhnen, dass die Endometriose trotz ihres invasiven,
destruierenden und metastasierenden Charakters eine benigne Erkrankung ist. Dennoch
teilt sie sich insbesondere mit dem Ovarialkarzinom einige neoplastische Eigenschaften.
Dazu zéhlen die Neoangiogenese, die erhohte COX2 und VEGF Expression,
Apoptosemechanismen und genomische Instabilititen (Ulrich et al., 2005a; Siufi ef al.,
2014). Statistischen Daten zufolge haben Frauen mit Endometriose ein erhdhtes Risiko
von etwa 1% fiir maligne Entartungen, vor allem fiir das Ovarialkarzinom und das Non-

Hodgkin-Lymphom (Melin et al., 2007).

Zuletzt bietet die Fehlfunktion der Immunabwehr ein plausibles Erklarungsmodell fiir die
Entstehung der Endometriose. Dabei wird die Theorie von Sampson als Ausgangspunkt
anerkannt und es wird nach aktivierenden Faktoren fiir die EM-Herde, die durch
retrograde Menstruation entstanden sind, gesucht. Es werden lokale Verédnderungen der
humoralen und zelluldren Immunantwort als unterhaltende Stimuli fiir die Lasionen
angesehen. Eine erhohte Makrophagen Anzahl, der Verlust von T-Zellen und natiirlichen
Killer-Zellen stellen mitunter eine Ursache fiir die unzureichende Entfernung von
ektopen Endometriumzellen dar (Oral et al., 1996; Ulukus und Arici, 2005). Zusétzlich
fiihrt die erhohte Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren aus Immunzellen und
endometrialen Zellen zu einem Wachstumsschub des ektopen Endometriums mit
Proliferation und Angiogenese (Lebovic et al, 2001). Es wird gezeigt, dass eine
Verdnderung der Expression von Komplementfaktoren mit einer gesteigerten Sekretion
von C3 aus den endometrialen Lisionen abzulesen ist. Dies fiihrt ebenfalls zu einer
immunologischen Aktivierung (Isaacson et al., 1989; Suryawanshi et al., 2014). Die
entscheidende, bislang unbeantwortet gebliebene Frage ist, ob diese immunologischen
Verdnderungen Grund fiir die Entstehung der EM sind oder eine Folge der Implantation

der endometrialen Lésionen an ektopen Stellen sind.
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1.7 Klinisches Bild der Endometriose

Das Beschwerdebild der Endometriose préisentiert sich hdufig sehr variabel. Im
Vordergrund stehen die starken zyklischen, aber auch azyklischen Schmerzen, die
Infertilitdt sowie die haufige Chronifizierung der Beschwerden (Tab. 1.4; Schindler,
2007). Das Leitsymptom der Endometriose ist die Dysmenorrhoe und wird oftmals von
Menorrhagien und Hypermenorrhoen begleitet (Schindler, 2007). Einer multizentrischen
Studie zufolge haben Frauen mit Endometriose in 73 % der Fille entweder
Unterbauchschmerzen, Regelschmerzen oder eine Menorrhagie (Ballard et al., 2008).
Weitere typische Symptome sind Dyspareunien und selten wird von Dyschezien und
Abdominalbeschwerden berichtet (Schindler, 2007). Diese Symptome treten vor allem
bei einem Befall des Rectum, des Septum rectovaginale oder dem Lig. sacrouterinum auf.
Jedoch leiden auch Frauen mit peritonealer EM an diesen Beschwerden (Siedentopf,
2009; Halis et al., 2010). Befinden sich die Lasionen im Bereich der Harnblase kann es
zur Hdmaturie und Dysurie kommen und in seltenen Féllen fiihrt eine Endometriose im
Ureter zu einer meist stummen Hydronephrose (Soriano ef al., 2011). Meistens liegen die
Beschwerden kombiniert vor (Schindler, 2007). Einer Studie zufolge haben 50% der
Frauen mit einer TIE einmalig im Leben tiefsitzende Schmerzen beim
Geschlechtsverkehr, was auf eine Beeinflussung der Symptome auf die
Lisionslokalisation hindeutet (Ferrero et al., 2005). Es konnen keine Korrelationen
zwischen der Schmerzintensitit bzw. der Symptomatik und dem AusmalBl der
Endometriose erhoben werden (Berkley, 2005). Die Forschungsgruppe von Fraser et al.
konnte (2008) erstmalig eine weitere Erkldrung fiir die Schmerzentwicklung bei dieser
Erkrankung erheben. Sie berichten im Bereich der endometriotischen Lésionen {iber eine
Proliferation von sensiblen Nervenfasern, die an der Schmerzentstehung beteiligt sein

konnten (Fraser et al., 2008).
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Tabelle 1.3: Leitsymptome der Endometriose (Schindler, 2007)

Schmerzbeschreibung Hiufigkeit in %
Dysmenorrhoe 60 — 88
Menorrhagie 25-57
Hypermenorrhoe 16 -75
Chronische unterbauchschmerzen 38 -84
Dyspareunie 25-176
Abdominalbeschwerden 16 - 63

Dysurie 8- 14
Himaturie 6-8

1.8 Diagnostik der Endometriose

Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es fiir Patientinnen mit Endometriose kein etabliertes
Screening-Verfahren. Die Diagnostik beginnt stets mit einer ausfiihrlichen Anamnese,
die eine systematische Abfrage der Leitsymptome beinhaltet (Mechsner, 2016a). Es ist
von zentraler Bedeutung eine vertrauensvolle Arzt-Patienten Beziehung aufzubauen,
umso den Patientinnen in dieser psychosozialen Belastungssituation beizustehen. Darauf
basierend konnen auch psychosomatische Faktoren mit behandelt werden, um einer
Chronifizierung entgegen zu steuern (Siedentopf, 2015). AnschlieBend erfolgt die
klinisch gynidkologische Untersuchung. Diese beinhaltet die rektovaginale Inspektion
bzw. Palpation sowie eine bimanuelle Tastuntersuchung mit dem Augenmerk auf
Druckdolenzen und Verhdrtungen. Der transvaginale Ultraschall stellt eine obligate
bildgebende Untersuchungsmethode dar und dient zur Beurteilung der inneren
Geschlechtsorgane. Diese Untersuchung hilft bei der Erkennung von Endometriomen und
einem moglichen tiefen Rektumbefall. Besteht der Verdacht auf einen Rektumbefall,
wird eine Kolorektoskopie durchgefiihrt (Hudelist ez al., 2011). Bei einer Infiltration der
ableitenden Harnwege ist eine Sonographie der Nieren unabdingbar und eine Zytoskopie
kann in Betracht gezogen werden. Ein weiteres bildgebendes Verfahren ist das MRT,
welches als Zusatzuntersuchung gewertet und nur bei dem Verdacht auf eine TIE
angewandt wird (Ulrich et al., 2005b). Im Vergleich zu den anderen Untersuchungen
bietet das MRT die hochste Sensitivitit (Bazot et al., 2009). Der Goldstandard in der

Diagnosestellung der Endometriose ist die minimalinvasive Laparoskopie mit
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anschlieBender histologischer Beurteilung (Garry, 2004). Dieser Eingriff ist essentiell fiir
eine sichere Diagnose (Walter et al., 2001). Abgesehen von den bereits erwdhnten
Methoden ist ein Nachweis der Endometriose durch einen laborchemischen Marker noch
nicht ausreichend gelungen. CA-125 wurde wiederholt bei Patientinnen untersucht und
ist teilweise bei schwerer Endometriose erhoht. Dennoch erfiillt CA-125 nicht die
Kriterien fiir einen spezifischen Marker und hat noch keine Wertigkeit als
(differential)diagnostisches Mittel (Mol et al., 1998), weshalb von einem klinischen
Gebrauch abgeraten wird (Lenhard et al., 2011).

1.9 Endometriotische Therapie nach aktuellen Leitlinien

Die Endometriose ist eine komplexe Erkrankung und die klinischen Beschwerden, die
anatomische Lage der Lésionen und die morphologischen Begebenheiten variieren stark.
Infolgedessen ist eine Standardisierung der Therapie kaum mdoglich. Die Patientinnen
werden individuell nach Alter, Schmerzen und ihren reproduktiven Erwartungen
behandelt (Schweppe, 2004). Es ist wichtig zu klédren, ob die Therapie auf Grund von
Endometriose-assoziierten Schmerzen oder einer vorliegenden Infertilitdt eingeleitet
werden soll. Aktuell existieren endokrinologische, medikamentdse und operative
Behandlungsmdglichkeiten =~ mit  ergdnzenden  schmerztherapeutischen  und
komplementiren MaBnahmen. Jedoch gibt es bis heute auf Grund der unklaren Atiologie
keine kausale und kurative Therapie (Deutsche, Osterreichische, Schweizerische und

Tschechische Gesellschaften fiir Gyndkologie und Geburtshilfe e.V., 2013).

1.9.1 Medikamentose Therapie der Endometriose

Die medikamentose Therapie beinhaltet die endokrinologische Behandlung mit
Gestagenen, Ostrogen/Gestagen Kombinationspréaparaten (= oralen
Kontrazeptionspriparate) und GnRH-Agonisten  (Deutsche,  Osterreichische,
Schweizerische und Tschechische Gesellschaften fiir Gynikologie und Geburtshilfe e. V.,
2013). Ziel der medikamentdsen Therapie ist eine langfristige und konstante Reduktion
des Ostrogenspiegels, resultierend in einer Amenorrhoe und Suppression der
hypophyséren-ovariellen Hormonachse. Folglich wird eine Stagnation des Wachstums

oder im besten Fall eine Riickbildung der endometrialen Lésionen erzielt. Die
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Hormonpréparate ermoglichen zudem eine Schmerzreduktion, wobei bestimmten
Studien zufolge GnRH-Analoga am effektivsten bei Dysmenorrhoe und Dyspareunie
wirken (Juhasz-Boss ef al., 2014). Ansonsten unterscheiden sich die Préparate lediglich
im Hinblick auf die Nebenwirkungen und Kosten. In etwa 75% der Fille profitieren die
Patientinnen von einer niedrig dosierten Gestagengabe (Vercellini et al., 1993; Brown et
al., 2010). Bei einer Langzeiteinnahme mit GnRH-Agonisten wird ein Ostrogenmangel
initiiert, wodurch das Risiko einer Osteoporose steigt. Um dies zu verhindern, kann initial
eine ,,Add-Back-therapie* mit Gestagenen als priaventive Mallnahme eingesetzt werden
(Ulrich et al., 2014). Zur Schmerzlinderung kommen nicht-steroidale-Antiphlogistika
(NSAR) und Antirheumatika zum Einsatz. Als additive Schmerztherapeutika kénnen
Opiate und Antidepressiva angewandt werden. Die Schmerztherapie wirkt rein
symptomatisch und erzielt keine Wirkungen auf die Gro8e der EM-Lisionen (Brucker,

2003).

Solang keine fassbaren Organbefunde vorliegen und die Patientinnen {iber zyklische bzw.
azyklische Endometriose-assoziierte Schmerzen klagen, werden die oralen Gestagen-
haltigen Kontrazeptiva und/oder NSAR als ,First-Line* Therapie angesehen. Bei
fehlender Besserung oder unerfiilltem Kinderwunsch werden ,,Second-Line*
Therapeutika wie GnRH-Analoga erwogen (Moore et al., 2000). In einem Review von
2020 wurde postuliert, dass die Therapie mit Dienogest ein effektives additives aber auch
alternatives Mittel neben der operativen Therapie darstellt (Murji et al., 2020). Die
Unterbauchschmerzen wurden bei Frauen mit Endometriose signifikant reduziert und
postoperativ wurde ein signifikanter Riickgang des Wiederauftretens von Endometriose-

assoziierten Beschwerden ermittelt (Romer, 2018; Zakhari et al., 2020).

Sterilitét ist ein schwerwiegendes Symptom und es werden sowohl operative als auch
reproduktionsmedizinische Maflnahmen zur Erfiillung des Kinderwunsches angewandt.
Rein medikamentose Behandlungen sind ohne Nutzen (Kennedy et al., 2005). Eine
Stimulation der intrauterinen Insemination soll Forschungen zu Folge die Fertilitit der
Frauen steigern (Brucker, 2003). Unter der Voraussetzung, dass sich die Tuben und das
Spermiogramm unauffillig prasentieren, erzielt bereits die operative Resektion eine
Erhohung der Fruchtbarkeit. In einer randomisierten Studie erhielten Frauen mit

Endometriose (rASRM III/IV) nach einer operativen Sanierung eine ultralange Therapie
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mit GnRH-Agonisten. Dabei wurde eine signifikant erhohte Schwangerschaftsrate

beobachtet (Rickes et al., 2002; Ulrich et al., 2014).

1.9.2 Operative Therapie der Endometriose

Die Laparoskopie als therapeutisches Mittel wird in Abhéngigkeit vom Schweregrad der
Erkrankung eingesetzt und ein préoperativer adédquater Konsens mit den Patientinnen ist
verpflichtend. Sie bietet den Vorteil einer gewebeschonenden minimalinvasiven
Operation (Keckstein und Tuttlies, 1997; Kennedy et al., 2005). Postoperativ wurden eine
signifikante Schmerzreduktion und eine deutliche Verbesserung der Lebensqualitét in
den nichsten 5 Jahren beobachtet. Fiir den Fall, dass die Patientinnen im Verlauf erneut
iiber Schmerzen klagen, sind diese nicht immer mit dem Rezidiv von Implantaten
assoziiert (Abbott et al., 2003). Angenommen, die Laparoskopie ist nicht umsetzbar, wird
eine Laparotomie durchgefiihrt. Die erfahrenen Operateure arbeiten mit optimierten
Instrumenten und ermoglichen so die komplexe Resektion von EM-Herden bis zu Grad
IV. Intraoperativ kommen destruierende Warme, Laser und Ultraschall zum Einsatz, die
eine Erhohung der Sicherheit gewdhrleisten (Keckstein und Tuttlies, 1997). Ziel der
Operation ist die vollstdndige und organerhaltende Entfernung aller endometriotischen
Implantate. Zugleich konnen mogliche Sekunddrschidden des inneren Genitals, wie
Adhisionen und Narbengewebe korrigiert und saniert werden (Schweppe, 2004). Dartiber
hinaus besteht die Option zur laparoskopischen uterinen Nervenablation (LUNA). Dieses
Verfahren destruiert Nervenplexi und parasympathische Nervenganglien im Ligamentum
sacrouterinum, wodurch eine Inhibition der Schmerziibertragung aus dem Uterus und
anderen pelvischen Organen ausgeldst wird (Daniels, 2009). Es existiert eine grofle
Meinungsdiversitit in Bezug auf den Benefit dieser Methode (Latthe et al., 2005).
Problematisch sind die potenziellen Komplikationen, wie bspw. der Uterusprolaps und
die Denervierung im Bereich des kleinen Beckens mit Inkontinenzentwicklung (El-Din
Shawki, 2011). Manchen Studien zu Folge fiihrt die Kopplung dieser Methode an eine
therapeutische Operation nach 6 Monaten zu einer signifikanten Erleichterung des
Schmerzes bei Frauen mit milder bis moderater Endometriose (Jacobson et al., 2001).
Andere wiederum beschreiben die Beweislage als desolat und sprechen sich gegen eine
Empfehlung dieser Methode aus (Proctor ef al., 2005). Das National Institute for Health
and Clinical Excellence (NICE) suggeriert, dass dieses Verfahren auf Grund der geringen

Evidenz nicht angewandt werden sollte (National Institute for Health and Clinical
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Excellence, 2007). Diese kontroverse Lage treibt Studien voran. Die laparoskopisch
durchgefiihrte pridsakrale Neurolyse stellt ebenfalls eine Mdglichkeit zur
Schmerzlinderung bei milder bis moderater EM dar. Es fehlen jedoch noch Daten um die

Effizienz und Sicherheit dieser Methode zu analysieren (Soysal et al., 2003).

In dem 7-Jahrigen Follow-up der Forschungsgruppe Shakiba et al. (2008) wurde
nachgewiesen, dass bei einer Laparoskopie mit Entfernung der Lésionen nach 2 Jahren
79% der Frauen keine weiteren Operationen mehr bendtigten. Nach 7 Jahren lag der
Prozentsatz nur mehr bei 45%. Bei Hysterektomien wurden nach 2 Jahren 96% und nach
7 Jahren 77% der Frauen nicht mehr operiert (Shakiba et al., 2008). Diese Ergebnisse
unterstreichen die Wichtigkeit des Uterus in der Pathogenese der Endometriose. Bisher
machen viele Arbeiten die unvollstindige Entfernung der Lasionen fiir die ausbleibende
Remission mit Wiedereintreten der Beschwerden verantwortlich. Limitierend ist, dass die
meisten Studien sich im Hinblick auf den Schmerz mit Lésionen beschiftigen, obwohl
diese in geringem Zusammenhang mit dem Schmerz bzw. dem Ausmal der Erkrankung
stechen. Es wire in Zukunft sehr bedeutsam, sich auf die verschiedenen
Schmerzsymptome zu fokussieren (Stratton und Berkley, 2011). Dariiber hinaus besteht
bei Erhalt der Ovarien ein sechsfach erhohtes Risiko fiir erneute EM-assoziierte
Schmerzen und ein achtfach erhohtes Risiko fiir erneute Operationen (Rizk et al., 2014).
In einem Review von 2015 konnte deklariert werden, dass postoperativ die konstante
Einnahme einer hormonellen Therapie das Wiederauftreten von Symptomen signifikant
reduziert (Koga et al., 2015). Im folgenden Abschnitt wird in Bezug auf die Lokalisation
der Endometriose die Leitliniengerechte (S2k-Leitlinie) Therapie erortert. Die
verschiedenen Behandlungsstrategien in Abhéngigkeit zur Lokalisation der EM wurden
aus den SK2-Leitlinien zur Diagnostik und Therapie der Endometriose abgeleitet
(Deutsche, Osterreichische, Schweizerische und Tschechische Gesellschaften fiir
Gynikologie und Geburtshilfe e.V., 2013). Zu erwihnen ist, dass bei allen Formen einer

Schmerzmedikation das WHO-Schema befolgt werden sollte.

Nach den Leitlinien wird Patientinnen mit einer ovariellen Endometriose keine
medikamentdse Therapie empfohlen. Die effektivste Methode stellt die operative
Resektion dar, die eine Entfernung des Zystenbalges impliziert. Studien besagen, dass die
ovarerhaltende Extraktion positive Auswirkung auf die Schmerzreduktion, die

Rezidivrate und die Fertilitdt hat. Eine vorangegangene GnRH-Analoga Therapie wird
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nicht empfohlen. Jedoch bewirkt die postoperative Behandlung unter der Voraussetzung
einer vollstindigen Resektion eine Verringerung der Rezidivrate (Deutsche,

Osterreichische, Schweizerische und Tschechische Gesellschaften fiir Gynédkologie und

Geburtshilfe e.V., 2013).

Bei Patientinnen mit einer peritonealen EM werden nach Leitlinie sowohl
medikamentdse als auch operative Verfahren angewandt. Grundlagen fiir eine
medikamentdse Behandlung sind die Vertrdglichkeit, kein Kinderwunsch und eine
erfolgte histologische Sicherung. Die Zielsetzung sollte immer die Schmerzreduktion
involvieren. Sind diese Voraussetzungen nicht erfiillt, ist die Operation indiziert, mit

Destination auf eine Schmerzreduktion und die Zunahme der Spontanschwangerschaften.

Der Leitlinie zufolge sollte die symptomatische TIE in sano reseziert werden, wenngleich
dies auf Grund einer Fertilitit erhaltenden Operation oft nicht moglich ist. Verschiedenste
Operationstechniken wie Laparotomien, vaginale Resektionen, Laparoskopien etc.
ermoglichen die komplexe Entfernung der oft organiiberschreitenden Implantate. Je nach
Organbefall werden interdisziplindre Strategien geplant. Es sollten sowohl
Allgemeinchirurgen bei Befall des Darmes als auch Urologen bei Befall der ableitenden
Harnwege mit einbezogen werden. Auch hier indiziert der Kinderwunsch eine Operation
mit Erhalt des Uterus und den Adnexen. Bei einer asymptomatischen TIE ist eine
Nierensonographie zum Ausschluss einer stummen Hydronephrose obligat. Es ist
wichtig, dass Patientinnen an spezialisierten Kliniken mit erfahrenen Operateuren
behandelt werden. Sowohl die prd- als auch die postoperative Therapie mit GnRH-
Analoga ist in ihrem Nutzen nicht belegt. Hormonelle Therapeutika kommen vor allem
bei Frauen, die sich gegen eine Operation aussprechen und bei postoperativen
Beschwerden zum Einsatz (Deutsche, Osterreichische, Schweizerische und Tschechische

Gesellschaften fiir Gynikologie und Geburtshilfe e.V., 2013).

1.10 Schmerzpathogenese der Endometriose

Es gibt verschiedene Definitionen fiir Schmerz, abhingig von der Literatur (Cohen et al.,
2018). Die International Associaton of Pain (IASP) etablierte 1979 eine sachbezogene
Definition, die eine internationale Akzeptanz erlangte. Sie wurde von Klinikern,

Forschern und von groBlen Organisationen wie der WHO (World Health Organisation)
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anerkannt. Die [ASP bezeichnet Schmerz wie folgt: ,,An unpleasant sensory and
emotional experience associated with actual or potential tissue damage, or described in
terms of such damage" (Raja et al., 2020). Aufgrund der vielen Forschungen und der
daraus resultierenden Wissenserweiterung im Hinblick auf den Schmerz, erfolgte eine
Reevaluation der Definition im Jahr 2018. Hierfiir wurde ein Expertenkomitee aus 14
Personen herangezogen, welche eine Abwandlung der Definition vornahmen: “An
unpleasant sensory and emotional experience associated with, or resembling that

associated with, actual or potential tissue damage. “ (Raja et al., 2020) .

Der Schmerz nimmt einen zentralen Stellenwert des Krankheitsbildes der EM ein und ist
ein Kernaspekt der Wissenschaft. Ziel vieler Forschungen ist es, mdgliche
Einflussfaktoren in der multimodalen Schmerzentstehung bei Frauen mit Endometriose
zu erheben. Der genaue Pathomechanismus der zu chronischen Schmerzen bei Frauen
mit Endometriose fiihrt, ist nicht geklart (Ballard er al, 2008). Um das subjektive
Schmerzempfinden der Patientinnen messen zu kdnnen, werden Visuelle (VAS) oder
numerische Analogskalen (NAS) verwendet (von Null gleich kein Schmerz bis 10 gleich
starkster Schmerz). Dabei werden einer Studie zu Folge die wissenschaftlichen
Giitekriterien wie Validitit, Reliabilitdt und Objektivitét erfiillt (Schomacher, 2008) und
eine Vergleichbarkeit geschaffen. Schmerzen werden in Abhéngigkeit von ihrer Dauer in
akute (<6 Wochen) und chronische (>6 Wochen) Schmerzen klassifiziert (Yam et al.,
2018). FEine weitere Unterteilung wird anhand verschiedener Schmerzformen

vorgenommen (Abbildung 1.5).

1.10.1 Nozizeptiver bzw. Somatischer Schmerz

Bei dieser Schmerzform reagieren die Nozizeptoren der Nervenendigungen auf
schiadliche Stimuli und es kommt so zur Aktivierung. Die resultierende
Schmerzeinleitung erfolgt bei intakten Nervenstrukturen und wird durch toxische Reize,
wie Knochenbriiche, Verbrennungen, Schnittverletzungen etc. induziert. Dieser
somatische Schmerz &uflert sich als spitz/scharf und ist oft gut lokalisierbar (Yam et al.,

2018).

1.10.2 Neuropathischer Schmerz

Hierbei handelt es sich um einen meist polymodalen Schmerz, dessen Herkunft im

21



Einleitung

Korperinneren liegt. Fundamental fiir diese Form des Schmerzes ist die direkte
Schiadigung von somatischen afferenten Nervenfasern, die sowohl peripher als auch
zentral stattfinden kann. In Frage kommen mechanische, toxische und entziindliche
Noxen, die eine Destruktion der Neurone induzieren (Arning und Baron, 2008). Typische
Symptome des neuropathischen Schmerzes sind Dysésthesien, Kribbelparésthesien,
Allodynien und spontane sowie evozierte Schmerzen. Sie konnen oftmals nicht genau
lokalisiert werden. Ein Screening-Verfahren dieser Schmerzform mit Lokalisation am

Riicken ist der PainDetect (Freynhagen et al., 2006).

1.10.3 Viszeraler Schmerz

Diese Schmerzform ist nicht so gut erforscht wie der somatische Schmerz, da dieser von
vielen Faktoren beeinflusst wird, wie beispielsweise dem Sexualdimorphismus, den
genetischen Merkmalen, von Stress oder genetischen Pradispositionen (Sengupta, 2009).
Es handelt sich um einen diffusen Schmerz. Dieser kommt durch die Aktivierung von
spinalen afferenten Bahnen, welche die viszeralen Organe innervieren und im
Riickenmark auf ein zweites afferentes Neuron verschaltet werden, zustande. Hierfir
wird ein ausreichender mechanischer oder chemischer Reiz benétigt (Jinig, 2014). Als
weiterer Mechanismus wird neben der Hyperreagibilitit von den im Riickenmark
befindlichen afferenten Bahnen eine Fehlregulation der modulierenden absteigenden

Bahnen angenommen (Sengupta, 2009).

1.10.4 Inflammatorischer Schmerz

Die Inflammation stellt eine Reaktion des Kdrpers auf schddliche Stimuli dar. So kénnen
nekrotische Zellen beseitigt werden und die Wiederherstellung des physiologischen
Milieus ist gewihrleistet. Im Rahmen der Entziindung treffen zunédchst neutrophile
Granulozyten ein, die von chemischen Mediatoren (z.B. Prostaglandine, Bradykinin,
ATP, NGF, Serotonin etc.) gefolgt werden. Zugleich findet ein Anstieg der
Protonenkonzentration statt, wodurch ein saures Milieu autkommt und die Aktivierung
von Azid-sensitiven lonenkanédlen wie TRPV1 und ACID-Kanélen eingeleitet werden.
Diese Faktoren fiihren zur Hyperalgesie (Huang er al., 2006; Su, 2014). Die
Kardinalsymptome der Inflammation wurden erstmalig im 1. Jahrhundert n. Chr. von
Aulus Cornelius Celsus beschrieben und beinhalten den Schmerz, die Ré&tung,

Schwellung, Uberwirmung und die Funktionseinschrinkung (Bocker, 2013). Die
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Inflammation stellt eine lebensnotwendige Reaktion des Korpers auf gefahrliche
Mikroorganismen oder Gewebeschiddigungen dar und schiitzt uns so vor Infektionen.
Kommt es jedoch zu einer iiberschieBenden, unkontrollierten Inflammation, kann dies zur

Gewebeschadigung fiihren (Xiao, 2017).

1.10.5 Psychogener Schmerz

Bis heute ist die Ursache fiir den psychogenen Schmerz nicht geklért und es gibt keine
klare Definition. Von dieser Schmerzform spricht man, wenn Menschen betroffen sind,
die starken psychischen Belastungen ausgesetzt sind und keine organisch evaluierbare

Destruktion von Gewebe zu erkennen ist (Danilov et al., 2018).

‘\ Reiz Verschaltung Schmerz
L\—T—* ._,I ._,I ; 2 ‘ I;urz/ ' physiologischer
s Nozizeptorschmerz
kleine Verletzung _
€ T o> SR/ 4Y
DI I \ persistierend < pathophysiologischer
\/.___./‘ AN ‘ Nozizeptorschmerz

Entziindung .

\J
lerven- oder > abnormal < neuropathischer

/

ZNS-Verletzung i o = Schmerz
S — >—/\/\/\—r\/‘\/—' 70 a \\‘x\
\ 00 A\ \\ \
W—»o—» 0—"'J A/AIRINS\S

leichte Beriihrung

Abbildung 1.4: visuelle Darstellung verschiedener Schmerzformen basierend auf den

unterschiedlichen pathogenetischen Vorgingen (Schaible, 2019).

In Bezug auf die Endometriose wird angenommen, dass der chronische
Unterbauchschmerz und weitere ,,Schmerzsymptome* der EM durch multiple Faktoren
induziert werden. Die Fehlregulationen des nozizeptiven Systems, des neuropathischen
Systems mit Sensibilisierungen von im Riickenmark liegenden autonomen Nervenfasern
und inflammatorische Prozesse werden als relevante Mechanismen angesehen (Howard,
2009; Siedentopf, 2013). Jedoch wurden bisher nur geringe Fortschritte in Bezug auf den
exakten Entstehungsmechanismus erzielt. Daraus ableitend fehlen effektive
therapeutische Strategien zur Bekdmpfung der Beschwerden (Rogers ef al., 2017). Hinzu
kommt der Fakt, dass die Ausbreitung der Krankheit nach rASRM in keiner Korrelation

zum Ausmall des Schmerzes steht (Gruppo Italiano per lo Studio dell’Endometriosi,
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2001). Bisher konnten nur Zusammenhinge in Bezug auf die Schmerzlokalisation in
Abhidngigkeit vom Ort der EM-Herde postuliert werden (Leng et al., 2007). Eine
Forschungsgruppe erzielte 2014 eine wichtige Erkenntnis. Es konnte eine positive
Korrelation zwischen dem Zytokin Gehalt in der peritonealen Fliissigkeit und der
neuronalen zentralen Hyperreagibilitit im zentralen Nervensystem auf Schmerzreize
erhoben werden (Neziri ef al., 2014). Erginzend wurde in mehreren Studien gezeigt, dass
bei Patientinnen wihrend der Menses ein erhohter Metabolismus in bestimmten
zerebralen Arealen vorliegt (Tu et al., 2009; Vincent et al., 2011). AuBBerdem konnten
abnorme Volumina der grauen Substanz und signifikant reduzierte Cortison-Spiegel bei
Frauen mit chronischer Dysmenorrhoe erhoben werden (Tu et al., 2010; Vincent et al.,
2011). Als Reaktion auf diese Untersuchungen wurde die Dysmenorrhoe als Merkmal in
die International Association for the Study of Pain (IASP) aufgenommen. Dennoch fehlt
die Prisenz des Schmerzparameters in den geldufigen Klassifikationssystemen der

Endometriose (Rogers et al., 2017).

Die endometriotischen Lésionen synthetisieren Schmerzmediatoren, die eine
nachgewiesene Wirkung auf die Schmerzgenese erzielen. Faktoren wie Prostaglandine,
Thromboxane, Histamine, Kinine, Substanz P und Interleukine werden verstirkt
sezerniert und aktivieren die Nozizeptoren der Nervenendigungen (Drake ef al., 1981;
Yoshino et al, 2018; Song et al., 2020). Zusitzlich wurde durch verschiedene
Arbeitsgruppen bewiesen, dass in tief infiltrierenden und in peritonealen Lésionen ein
Kontakt zu sensorischen Nervenfasern besteht (Anaf et al., 2002; Mechsner et al., 2007).
Zudem ist im Bereich der tief infiltrierenden Lisionen eine signifikant hohere Zahl an

Mastzellen lokalisiert (Anaf et al., 2006).

1.11 Analyse pro-inflammatorischen Mediatoren bei der Endometriose

Im Rahmen der EM kommt es zu immunologischen Veridnderungen der peritonealen
Fliissigkeit. Dabei liegt eine Funktionsmodifikation der immun-bezogenen Zellen vor
und die Zahl der Makrophagen steigt an (Agic et al., 2006). Diese aktivierten Zellen in
Kombination mit den epithelialen Zellen der EM-Herde induzieren die Sekretion von
Zytokinen. Es besteht die Vermutung, dass so eine vorteilhafte Mikroumgebung entsteht,
wodurch die Einnistung der Lédsionen sowie die Progression der Krankheit mit

zunehmender Schmerzsymptomatik beglinstigt wird (Pizzo et al, 2002). Die
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Verinderung von pro-inflammatorischen Proteinen wird als Anhaltspunkt fiir die
Erforschung eines diagnostischen Markers und fiir die Erhebung von Korrelationen in
Bezug auf den Schmerz ermittelt. Am hiufigsten wurden Biomarker in Blutseren und
dem Endometrium untersucht. Bisher wurde jedoch noch kein brauchbarer und valider
Marker ermittelt (O et al., 2018). Es wurden neben inflammatorischen Proteinen wie
TNFa, Interleukin-1, Interleukin-6, Interleukin-8, Monocyte chemoattractant protein-1
zusitzlich Hormone (Polaktin, Leptin, luteinisierendes Hormon, Oxytocin), Angiogenese
Faktoren (VEGF), Autoantikérper und neuronale Marker (PGP9.5) im Endometrium
untersucht. Dies spiegelt nur einen Bruchteil der bereits erforschten Biomarker wider
(Fassbender et al., 2015). Das Ziel in dieser Arbeit war es, die bereits untersuchten
Marker, um andere relevante pro-inflammatorische Proteine zu erweitern und so die
Schmerzgenese besser zu verstehen. Somit kann vielleicht in Zukunft ein Schmerztarget

zur therapeutischen Behandlung ermittelt werden.

Die humanen Bl und B2 Rezeptoren sind membranstindige, G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, die im Kallikrein-Kinin-System beteiligt sind (Marceau und Regoli, 2004).
Bei der Bindung von Kinin-Peptiden oder pro-inflammatorischen Liganden an den
Rezeptor werden verschiedene intrazelluldre Signalwege beeinflusst. Es wurde
beispielsweise nachgewiesen, dass Bradykinin iiber den BR2 Rezeptor die Freisetzung
von TNFa in Gang setzt und eine Hyperalgesie einleitet (Ferreira ef al., 1993). BR2 wird
im myometrialen als auch im endometrialen Gewebe des Uterus exprimiert und unterliegt
vor allem im Myometrium zyklischen Schwankungen. In der pridovulativen Phase ist die
Rezeptordichte im Myometrium signifikant am hdchsten. Dem zu Folge haben die
weiblichen Geschlechtshormone einen Einfluss auf die Dichte von BR2 im uterinen
Gewebe (Murone ef al., 1999). Einer Studie zu Folge konnte die Antagonisierung des
Rezeptors tiiber die Gabe von HOEIO03 nach einer Gewebsverletzung eine
Schmerzlinderung erzielen. Dies fiihrt zur Annahme, dass BR2 eine wichtige Rolle in der
Entstehung von inflammatorischen Schmerzen spielt und das Kallikrein-Kinin-Systems
in die komplexe Schmerzpathogenese bei Frauen mit Endometriose eingreift (George et
al.,2014). Der BR1 wird in gesundem Gewebe auf einer sehr niedrigen Stufe exprimiert.
Erst durch inflammatorische Prozesse mit Sezernierung von Zytokinen wird BR1
verstirkt exprimiert (Qadri und Bader, 2018). Einer Studie zufolge fiihrt die Injektion von
Interleukin-1 B in die Hinterldufe einer Ratte zur mechanischen Hyperalgesie unter

Beteiligung von BR1. Auch Interleukin-2 und Interleukin-8 induzieren zusammen mit
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den beiden Rezeptoren BR1 und BR2 eine mechanische Hyperalgesie (Davis und
Perkins, 1994).

Bradykinin wurde erstmals im Jahr 1949 durch einen reinen Zufall wéhrend
Untersuchungen zur Histaminfreisetzung entdeckt. Es ist ein Oligopeptid und wird aus
verschiedenen Vorldufer-Peptiden aus dem Blutplasma freigesetzt wird. Die Freisetzung
von Bradykinin ist temperatur- und konzentrationsabhéngig. Es konnte gezeigt werden,
dass eine exogene Injektion von Bradykinin die Kardinalsymptome der Entziindung
hervorruft. Die Rétung, Schwellung und Uberwirmung entsteht iiber die Vasodilatation
und Permeabilititssteigerung, wihrend der Schmerz durch die Reizung von afferenten
Nervenfasern hervorgerufen wird (Marceau und Regoli, 2004). Bradykinin spielt eine
wichtige Rolle bei der vasodilatativen Hypotension in Folge der Hemmung des
Angiotensin Converting Enzyme (Gainer et al., 1998). Zusitzlich hat dieses Hormon
Einfluss auf inflammatorische und schmerzassoziierte Prozesse (Naidoo und Bhoola,
1997). Es konnte belegt werden, dass Bradykinin eine Freisetzung von IL-1 und TNFa
aus Makrophagen hervorruft (Tiffany und Burch, 1989).

1.12 Gender: generisches Femininum
In dieser Studie werden aus biologischer Sicht nur Frauen untersucht. Um eine

Vereinfachung des Lesens zu erzielen, wurde in dieser Arbeit das generische Femininum

verwendet.
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2 Fragestellung und Problemstellung dieser Arbeit

Die Erfassung der Schmerzen und Schmerzparameter bei der Endometriose ist bisher nur
unzureichend gelungen. In letzter Zeit wurden besonders die inflammatorischen
Begleiterscheinungen der Erkrankung als Verursacher der Schmerzen favorisiert. In
dieser Doktorarbeit wurden mit Hilfe eines Fragebogens die typischen Lokalisationen des
Schmerzes im Rahmen einer Endometriose (z.B. Dysmenorrhoe, Dysurie, chron.
Unterbauchschmerz etc.) als auch die neuropathischen Schmerzen mittels PainDetect
erfasst. Zur Einstufung der Schmerzintensitdt wurde der NAS-Score herangezogen. Von
den Patientinnen wurden in der Regel endozervikale Proben gesammelt. Diese konnten
dann mit Hilfe von ELISAs auf mogliche Schmerz-assoziierte Proteine (z.B. PGEs,
Zytokine, Gewebshormone etc.) und deren Korrelationen zum Schmerzbild und zur
Pilleneinnahme untersucht werden. Zusitzlich wurden regelmifig Gewebeproben aus der
gyndkologischen Abteilung des Uniklinikum Gieens zur Verfiigung gestellt, um die
oben genannten Proteine auf ihre Lokalisationen im Endometrium und den
endometriotischen Lisionen zu analysieren. Ziel dieses Projekts ist die Klassifizierung
der Regelschmerzen und die Entwicklung einer verbesserten Schmerzdiagnostik mit
spezifischen Markern. Zunichst wurde nach Proteinen gesucht, die durch vorliegende
pro-inflammatorische Charakteristika eine mogliche Rolle in der Schmerzentstehung bei
Endometriose spielen konnten. Dabei wurde der Fokus auf zwei Rezeptoren gelegt, den
BR1 und BR2. Grund dafiir war deren ihre beeinflussende Rolle in der Einleitung von
Hyperalgesien und die verstérkte Rezeptorhdufigkeit beider Rezeptoren in entziindlichem
Gewebe (Siedentopf, 2015). Es wurde nachgewiesen, dass Bradykinin iiber die Bindung
an BR2 die Freisetzung von verschiedensten Zytokinen in Gang setzt (Ferreira et al.,
1993). Der BR1 wird in gesundem Gewebe auf einer sehr niedrigen Stufe exprimiert und
erst im Rahmen von inflammatorischen Prozessen durch Zytokine verstirkt synthetisiert
und an der Zelloberfliche exprimiert (Qadri und Bader, 2018). Somit erfolgte die
immunhistochemische Analyse dieser beiden Proteine in den endometriotischen
Lisionen und in uterinen Gewebeschnitten an einer ausgewédhlten Kohorte von
Patientinnen. Im Anschluss wurde Bradykinin, als inflammatorischer Mediator und
wichtigster Ligand von BR2 in endozervikalen Proben untersucht. Ziel dieser
Untersuchung war es, Konzentrationsverdnderungen oder Schwankungen zu erkennen
und mit den Schmerzmodalititen der Endometriose-Fragebogen zu vergleichen und

mogliche Korrelationen zu erheben.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

Seit der 2009 eingeholten Zustimmung der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin
der  Justus-Liebig-Universitit wird eine Datenbank mit Gewebe- und
Endozervikalschleimproben von Patientinnen mit Endometriose sowie einer
Kontrollgruppe gesammelt und untersucht. Dies wird ermdglicht durch die enge
Zusammenarbeit zwischen dem Labor und dem Fachbereich der Gynédkologie des
Universititsklinikums Gieens. Die Patientinnen willigten unter drztlicher Aufsicht
durch die Unterzeichnung eines Aufkldrungsbogens fiir die Probenentnahme ein und
waren nach ausfiihrlicher Aufkldrung mit der Teilnahme am Forschungsvorhaben

einverstanden.

3.1.1 Gewebeproben von Patientinnen

Alle fiir diese Arbeit verwendeten Gewebeproben wurden in der Fachabteilung der
Gynikologie und Geburtshilfe des UKGM GieBens durch die operative Laparoskopie bei
Patientinnen mit dem Verdacht auf Endometriose gewonnen. Bei Vorliegen einer TIE
wurden die Patientinnen pridoperativ neben den klinischen Untersuchungen einer MRT-
Untersuchung als bildgebendes Verfahren auf Grund der hohen Sensitivitdt von 90% fiir
die Diagnose einer TIE unterzogen. Die Sensitivitit variiert in Abhdngigkeit zur
Lokalisation der TIE und ist am gréBten bei der Endometriose im Bereich der Vagina und
des Ligamentum sacrouterinum (Bazot et al., 2004, 2009). Die intraoperative Zuordnung
einer TIE erfolgte mit Hilfe der ENZIAN-Klassifikation (Haas ef al., 2011). Nach der
Laparoskopie wurde der Grofteil des Gewebes an das Institut fiir Pathologie des
Universititsklinikum GieBens (Direktor: Prof. Dr. S. Gattenl6hner) weitergeleitet. Dort
erfolgten eine detaillierte makroskopische Beschreibung, eine histologische Beurteilung
und die Ermittlung von moglichen malignen Prozessen der Gewebepriparate. Teilweise
wurde zur Bestdtigung einer Endometriose eine Testung mit CD10 durchgefiihrt. Mittels
der Analysen durch die Pathologen konnten die Proben fiir diese Arbeit selektiv
zugeordnet werden. Der Rest des Gewebes wurde an die Arbeitsgruppe von PD. Dr. L.

Konrad zu Forschungszwecken weitergeleitet.
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Fir diese Arbeit wurden in Bouin-Losung fixierte Gewebeschnitte verwendet. In
Formaldehyd fixierte Priaparate wurden nicht miteingeschlossen, da diese sich unter dem
Einsatz mit priméren und sekundéren Antikorpern in der immunhistochemischen Farbung
oft anders verhalten. Insgesamt besteht die zu untersuchende Kohorte fiir diese Arbeit aus
122 Gewebeproben und es erfolgt eine Unterteilung in die folgenden 6 Gruppen:
Endometrien von Frauen ohne Endometriose, Endometrien von Frauen mit Endometriose
sowie der hierzu gehorenden Untergruppe der Frauen mit Endometriose und
Adenomyose, der ovariellen Endometriose, peritonealen Endometriose und tief
infiltrierenden Endometriose (Tab. 3.1). Zusétzlich wird eine Aufteilung der
endometrialen Proben nach der vorliegenden Zyklusphase in eine Proliferations-,
Sekretions- oder Ruhephase vorgenommen. Diese Informationen wurden zunéchst durch
die Bestimmung des Zyklustages mittels Endometriose-Fragebogens erhoben und im

Anschluss durch die mikroskopische Beurteilung der Driisenmorphologie bestitigt.
Die Kohorte zur immunhistochemischen Untersuchung von BR2 weicht von der BR1

Kohorte durch ein fehlendes Préaparat in der Gruppe der peritonealen sowie ein fehlendes

Priparat in der Gruppe der tief infiltrierenden Endometriose ab (Tab. 3.2).
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Tabelle 3.1: Uberblick der Kohorte zur immunhistochemischen Analyse von BR1 und BR2

Material und Methoden

Endometrium: Endometrium: Endometrium: Ovar PE TIE

ohne mit Endometriose,

Endometriose Endometriose = Adenomyose
Patientinnen n=18 n=36 n=13 n=22 n=18 n=28

(17) 27)
Alter: Median 43 40 44 33 35 32
Range 28-54 23-53 28-53 25-45 26-40  25-46
Zyklusph. s 8 16 5
Zyklusph. p 10 16 4
Zyklusph. r 0 4 4
Lokalisation Priiparate
Blase 3 0
Lig. sacrouterinum 0 4
Fossa ovarica 3 0
Douglasraum 4(3) 1 (0)
Peritoneum (Ligamentum 2 1
infundibulum pelvium)
Rectum 0 9
Rectosigmoid 0 3
Septum rectovaginale 2 3
Paraureteral 1 1
Colon sigmoideum 1 1
Darm 0 2
Mesovarium 0 1
Lig. latum uteri 1 0
Vagina 0 2
Narbengewebe 1 0
n=18 17 bedeutet 18 Proben bei BRI und 17 Proben bei BR2;
TIE=tief infiltrierende Endometriose; Lig. = Ligamentum; s=sekretorisch, p=proliferativ, r=ruhend; AM=Adenomyose;

Zyklusph.=Zyklusphase
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Tabelle 3.2: Kohorte der mit BR1 und BR2 zu analysierenden Gewebeschnitte

BR1 BR2
Uterine Gewebeschnitte 54 54
- Mit Endometriose 36 36
davon AM 13 13
- Ohne Endometriose 18 18
Ovarielle Endometriose 22 22
Peritoneale Endometriose 18 17
Tief inf. Endometriose 28 27

AM=Adenomyose, inf. =infiltrierend

3.1.2 Endozervikale Mucus- und Blutproben

Die in dieser Arbeit verwendeten endozervikalen Mucusproben wurden im Rahmen der
gyndkologischen Untersuchungen gesammelt. Ein Wattestdbchen wurde durch den
Gynikologen in die Zervix eingefiihrt und dort fiir drei Minuten belassen. Im Anschluss
wurde dieses Stidbchen in ein mit PBS und Proteaseinhibitoren gefiilltes Rohrchen gelegt.
Im Labor wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 10.000 rpm (rounds per minute) bei
Raumtemperatur zentrifugiert und anschliefend in Eppendorfgefdle aliquotiert. Die
Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C mit anschlieBender Aufnahme in eine
Datenbank. Fiir diese Studie wurde eine Kohorte bestehend aus 102 Mucusproben von
verschiedenen Patientinnen analysiert (Tab. 3.3). Unterteilt wurde die Kohorte zunichst
in 2 Gruppen, die jeweils aus 51 Probandinnen bestand: Patientinnen mit Pille,
Patientinnen ohne Pille. Weitere zu analysierenden Kriterien waren die Dysmenorrhoe,
Dyschezie, Dyspareunie, Dysurie (iiber den NAS-Score), die neuropathischen
Schmerzen, der aktuelle Schmerz und das Vorliegen von Endometriose. Die Erhebung
dieser Daten erfolgte mit Hilfe eines Fragebogens. Zusdtzlich wurde im Rahmen des
ELISAs eine Vorbehandlung der Mucusproben mit PIC und PSMF durchgefiihrt, um eine

Hemmung der Proteasen herbeizufiihren.
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Tabelle 3.3: Uberblick der Kohorten zur quantitativen Analyse der Bradykinin-Konzentration

mittels Sandwich-ELISA

Patientinnen mit Pille = Patientinnen ohne Pille Alle Patientinnen

Endometriose ja 28 28 56
Endometriose nein 23 23 46
Dysmenorrhoe ja 12 42 54
Dysmenorrhoe nein 39 9 48
GESAMT 51 51 102
Alter Median 31 32 30
(Range) (18 —49) (21 -44) (18 —49)

Dysmenorrhoe=Schmerzen wéihrend Menses

3.1.3 Fragebogen zur Anamnese der EM-Patientinnen

Seit 2012 erhielten die Probandinnen einen von PD. Dr. L. Konrad modifizierten und
erweiterten Endometriose-Fragebogen (sieche Anhang). Dieser erfragt Auskiinfte iiber
relevante Vorerkrankungen, Operationen und Leitsymptome der Endometriose wie
perimenstruelle Schmerzen, Dyspareunie, Dysurie, Infertilitit etc. Die Kohorte des
Endometriose-Fragebogens umfasst 102 Probandinnen. Dabei beinhaltet die Gruppe der
,Patientinnen mit Pilleneinnahme* und der ,,Patientinnen ohne Pilleneinnahme* jeweils
51 Fragebogen. Die untersuchten Kriterien sind in der Tabelle 3.4 aufgelistet. Grund fiir
die geringere Zahl von nur 98 analysierten Fragebdgen in der Gruppe Patientinnen
mit/ohne Dyspareunie ist der fehlende Geschlechtsverkehr einiger Frauen. Auf Grund
von nicht vorhandenen Angaben liegt die Zahl der Fragebogen in der Gruppe der

Patientinnen mit/ohne spezifische Schmerzarten bei 92.

Zusitzlich wird der FEinsatz des neuropathischen Schmerzfragebogens fiir
Riickenschmerzen PainDetect seit 2016 gepflegt. Entwickelt wurde dieser vom
Deutschen Forschungsverbund Neuropathischer Schmerzen (DFNS) in Zusammenarbeit
mit dem Unternehmen Pfizer Pharma GmbH. Dieser beinhaltet Fragen zu verschiedenen
Schmerzarten, -lokalisationen, -intervallen und -héufigkeiten, die mit unterschiedlichen
Punktezahlen versehen sind. Am Ende werden alle Punkte zusammengezédhlt und ein
Gesamt-Score berechnet. Liegt dieser zwischen 0-12 Punkten ist kein neuropathischer
Schmerz vorhanden. Zwischen 13 und 18 Punkten ist das Ergebnis unklar und erst ab 19

bis insgesamt 39 Punkte ist das Vorliegen von neuropathischen Schmerzkomponenten
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wahrscheinlich (Freynhagen et al., 2006). Da nur die Patientinnen mit Schmerzen diesen
Fragebogen ausgefiillt haben, ist die Kohorte etwas kleiner. Fiir die statistische Analyse
besteht diese aus 92 Patientinnen (Tab. 3.4). Bei der Gruppe ,,Patientinnen mit Pille*
liegen von 45 Probandinnen und bei der Gruppe ,,Patientinnen ohne Pille* von 47
Probandinnen Angaben zu den verschiedenen Schmerzarten vor. Diese geben Auskunft

iiber die Wahrscheinlichkeit eines vorliegenden neuropathischen Schmerzes.

Die Daten der Fragebdgen werden seither gesammelt und regelméBig analysiert. Fiir
diese Studie werden insbesondere die Schmerzlokalisationen und die Schmerzarten in

Zusammenschau mit der Pille untersucht.

Tabelle 3.4: Kohorte der Patientinnen mit Schmerzfragebogen und PainDetect

Anzahl Anzahl Gesamt
Probandinnen mit Probandinnen ohne (n)

Pille (n) Pille (n)

Endometriose-Fragebogen

Dysmenorrhoe 12 42 102
Keine Dysmenorrhoe 39 9

Dyspareunie 27 25 98
Keine Dyspareunie 21 25

Dyschezie 7 23 102
Keine Dyschezie 44 28

Dysurie 8 38 102
Keine Dysurie 43 13

CUB 12 23 102
Kein CUB 39 28

PainDetect

Spezif. Schmerzarten 17 40 92
Keine spezif. 28 7

Schmerzarten

CUB=chronische Unterbauchschmerzen, Dysmenorrhoe=Regelschmerzen, spez.=spezifisch, Dyspareunie=Schmerzen wihrend
Geschlechtsverkehr, Dyschezie=Schmerzen wihrend Defékation, Dysurie=Schmerzen wihrend dem Wasser lassen; n= Anzahl der

Probandinnen
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3.1.4 Chemikalien und Puffer

Bouin-Stammldsung:

Die Stammldsung wird dunkel gelagert und besteht aus 500 mL Pikrinsdure mit 167 mL
37%igem Formaldehyd.

Bouin-Gebrauchslésung:

Fiir die Gebrauchslosung, welche erst kurz vor Verwendung hergestellt werden sollte,
werden 30 mL Stammlésung mit 1,5 mL Essigsdure (100%) gemischt und dunkel

gelagert.

Citrat-Puffer:

Stammlésung A (Zitronensdure 0,1 M):

Es werden 21,01 g Zitronensdure mit 1000 mL destilliertem Wasser vermengt.
Stammlésung B (Natriumcitrat 0,1 M):

Es werden 29,41 g Natriumcitrat in 1000 mL destilliertem Wasser vermengt. Dann
werden 270 mL destilliertes Wasser mit 25 mL der Stammlésung B aufgefiillt.
Anschliefend wird unter pH Messung iiber Elektroden die Stammlosung A hinzugefiigt,
bis der pH-Wert bei 6,0 liegt.

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS):

In einem Liter destilliertem Wasser werden 4 PBS Tabletten aufgelost.

Rinderserumalbumin (BSA):

Das BSA-Stammpulver wird bei 4° C im Kiihlschrank gelagert. Zur Herstellung der
Gebrauchslosung wird 1 g BSA in 70 mL destilliertem Wasser aufgeldst. AnschlieBend
werden 22 pL Triton (X 100) dazu pipettiert.

Methanol/Wasserstoffperoxid-Losung:

5 mL H>0O; werden mit 45 mL Methanol gemischt.

DAB-Losung  (Wasserstoffperoxid- Chromogen-3.3° Diaminobenzidin aus dem

EnVision+TM System der Firma Dako):

34



Material und Methoden

I ml Substrat Puffer wird mit einem Tropfen Chromogen zu einer Gebrauchslosung

vermischt. Dies wird fiir jeden Versuch frisch angesetzt.

3.1.5 Antikorper zur Immunhistochemie

3.1.5.1 Primdrantikérper

In PubMed und im Proteinatlas wurde gezielt nach Proteinen gesucht, welche eine
wichtige Rolle in der Verarbeitung von Schmerz spielen, als Schmerzrezeptoren
fungieren oder in der komplexen Signalkaskade der Schmerzentstehung mitbeteiligt sind.
Immunhistochemisch zeigten 8 getestete Antikorper eine diffuse Farbung mit schlechtem
Signal-Rausch-Verhiltnis zwischen Myometrium, Endometrium und endometrialem
Stroma. Diese wurden im Rahmen der Vollstindigkeit mit aufgelistet (Tab. 3.5). Zwei
der getesteten Antikdrper, BR1 und BR2 zeigten eine stetige Fiarbung des uterinen
Driisengewebes und der endometriotischen Lésionen mit einem sehr guten Signal-zu-
Hintergrund-Verhéltnis. Nachdem eine Optimierung der Férbezeit und des
Verdiinnungsverhéltnisses der beiden Antikorper erfolgte, konnte die Kohorte von

insgesamt 122 Gewebeschnitten in Serie getestet werden (Tab. 3.6).

Tabelle 3.5: Liste aller getesteten Primirantikorper, welche nicht als Serienuntersuchung an

menschlichem Gewebe verwendet wurden

Primir-AK Sekundir-AK Firma Lokalisation
Verdiinnung
Bradykinin AK Kaninchen Biorbyt Uterine Driisen, Gefédl3e, glatte
1/100 MZ
CGRP Maus Sigma-Aldrich Keine Farbung
1/100
P2X3 Kaninchen Abcam Uterine Driisen, Gefédl3e, glatte
1/400 MZ
LPARI1 Kaninchen Abcam Uterine Driisen, Gefil3e,
1/100 glatte MZ
LPAR2 Kaninchen Sigma-Aldrich Uterine Driisen, Stroma
1/50
LPAR3 Kaninchen Novus biological vereinzelt Zellen von
1/40 Uterinen Driisen

MZ= glatte Muskelzellen, CGRP= Calcitonin Gene-related Peptide, P2X3=P2X Purinrezeptor Typ 3, LPAR1= Lysophosphatidsdure-
Rezeptor Typ 1, LPAR2= Lysophosphatidsdure-Rezeptor Typ 2, LPAR3 = Lysophosphatidsdure-Rezeptor Typ 3
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Tabelle 3.6: Immunhistochemische Analyse der Kohorte mit den beiden Primirantikorpern BR1

und BR2

Primiir- Spezies Firma Verdiinnung Firbezeit Klonalitit  Lokalisation

AK

BDKRB1 Kaninchen  Biorbyt 1/300 50 polyklonal  Apikale und

(BR1) Sekunden basale Driisen,
glatte MZ,
Geféallendothel

BDKRB2 Kaninchen  Biorbyt 1/300 50 polyklonal  Apikale und

(BR2) Sekunden basale Driisen,
glatte MZ,
Geféallendothel

MZ= Muskelzellen, BDKRB1=BR1=Bradykinin-Rezeptor Typ 1, BDKRB2=BR2= Bradykinin-Rezeptor Typ 2

3.1.5.2 Sekunddrantikorper fiir das DAKO Envision System

Es wurden Sekunddrantikorper der Firma DAKO eingesetzt. Das sogenannte EnVision+
System - HRP labelled Polymer von DAKO diente zum Nachweis der

Rezeptorexpression in den verschiedenen Gewebetypen (Tab. 3.7).

Tabelle 3.7: Liste der Sekundérantikorper

Sekundiar-AK Firma Verdiinnung Firbezeit Klonalitit
Anti-Kaninchen Biorbyt vorgefertigt En-Vision System IgG

HRP
Anti-Maus Sigma Aldrich  vorgefertigt En-Vision System IgG

HRP

3.1.6 ELISA-Kit

Zur quantitativen Messung des Bradykinins im Mucus in vivo wurde der kompetitive
Bradykinin ELISA Kit (Enzym-linked Immunosorbent Assay) der Firma Abcam
verwendet (ab136936). Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers
(s.S. 45).
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3.1.7 Gerite und Substanzen

Tabelle 3.8: Auflistung aller Chemikalien und Verbrauchsmaterial im Rahmen dieser Studie

Material Firma

Ethanol Otto Fischar GmBH
NeoClear Merck Millipore, Darmstadt
Himatoxylin Waldeck/ Morphisto

Xylol Roth

Pikrinséure Fluka (80456)

Methanol Sigma-Aldrich, USA

Triton Merk

Wasserstoffperoxid (H203) Roth, Karlsruhe

BSA Roth, Karlsruhe

PBS-Tabletten

GIBCO Life technologies

DAB-Substratpuffer

EnVision+TM System der Firma
DAKO

DAB Chromogen

EnVision+TM System der Firma
DAKO

Eukitt Sigma Aldrich, USA
Antibody Diluent DAKO

ASMA Antibody DAKO

Rabbit Antibody DAKO

Mouse Antibody DAKO

DAKO-Pen (Griin) DAKO
Einbettkassetten Roth, Karlsruhe
Glaskiivetten Roth, Karlsruhe
Farbekammer Roth, Karlsruhe

Behilter, Gestelle

Roth, Karlsruhe

Pipetten (Research Plus), Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Pipetten Finntips Flex 1200

ThermoScientific, Waltham, USA

Deckgléser (20x26, 22x22)

R. Langenbrick, Emmendingen

SuperFrost Plus Objekttrager

R. Langenbrick, Emmendingen

Multipipette Finnpipette

ThermoScientific, Waltham, USA




Material und Methoden

Aqua dest. Anlage: Elix 3 Merck Millipore, Darmstadt

Mucus-Ro6hrchen Sarstedt, Niimbrecht

Transferpipette-8, 30-300 Brand, Wertheim

PIC (=Protease Inhibitor Cocktail) Sigma-Aldrich, USA

PMSF Protease Inhibitor ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA

PSMF= Protease Inhibitor, PIC= Protease Inhibitor Cocktail, ASMA= Antikorper gegen glatte Muskelzellen, DAB=
Wasserstoffperoxid- Chromogen-3,3’ Diaminobenzidin, PBS=,,Phosphate buffered saline*, BSA=, Bovine Serum Albumin®, dest.=

destilliert

Tabelle 3.9: Auflistung aller Geriite und Computerprogramme im Rahmen dieser Studie

Gerit/Programm Firma

Waage 1219 MP Sartorius, Gottingen

Mikroskop: Dialux 20 Leica, Wetzlar

Mischer/Hitzer: RH digital KT/ C° IKA, Staufen im Breisgau

Paraffin-Einbettungsautomat TP1050 Leica, Wetzlar

Eis Maschine Flake line Wessamat, Kaiserlautern

Vortexer Heidolph, Schwabach

Gourmetgarer (MultiGourmet PlusFS20R) Braun, Kronberg im Taunus

Inkubator Kendro UT12 Heraeus, Hanau

Inkubator Hera Therm ThermoScientific, Waltham, USA

Fotomikroskop DM2000 LED Leica, Wetzlar

Rotationsmikrotom Leica, Wetzlar

Kamera MC 170 HD Leica, Wetzlar

Leica Application Suite LAS Version 4.9.0. Leica, Wetzlar

pH-Meter CG 841 ,,SevenEasy* Schott, Mainz

Lichtmikroskop Leitz Laborlux S Leica, Wetzlar

Magnetriihrer Roth, Karlsruhe

Mikroskop Laborlux S Leitz, Wetzlar

Mini-Zentrifuge: Sprout Heathrow Scientific, Vemon Hils,
USA

Schiittler: VIBRAX-VXR IKA, Staufen im Breisgau

Timer TFA Dostmann, Wertheim
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Vortex Genie 2 Scientific Industries, Boehmia,
USA

Zentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Rotanta/RPC Hettich, Tuttlingen

Tecan infinite M200 ELISA plate reader TECAN, Crailsheim

Softwareprogramme Adobe Photoshop CS2, Graph Pad

PRISM 9 & 8, Microsoft Word,
Microsoft PowerPoint, Microsoft

Excel

3.1.8 Analytische Vorgehensweise

Zur Lokalisation der getesteten Antikorper in den Gewebeschnitten wurde eine
lichtmikroskopische Beurteilung herangezogen. Es wurden die Farbungsintensititen und
Proteinlokalisationen von ektopen und eutopen, endometriotischen Epithelzellen in
Zusammenschau mit dem umliegenden zytogenen Stroma analysiert. Zusétzlich erfolgte
die Beurteilung der glatten Muskelzellen und der Gefdle des Myometriums bzw. des
umliegenden Gewebes. Alle eutopen, uterinen Driisen und ektopen Endometrioseherde
wurden anschliefend mit dem Fotomikroskop FSX100 dokumentiert. Die Driisen wurden
gezdhlt und erhielten je nach Farbintensitét einen H-Score. Im Anschluss konnte der
durchschnittliche H-Score fiir jeden Gewebeschnitt erhoben und in die Statistik

aufgenommen werden.
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3.2 Methoden
3.2.1 Paraffinschnitte

Das Gewebe zur Herstellung der Paraffinschnitte wurde noch im Operationssaal in
Bouin’sche Losung gelegt und fiir 48 Stunden auf einem Rollmischer unter dauerhaftem
Schwenken fixiert. Danach erhielten diese mindestens 3 Tage eine Reinigung mit
70%igem Alkohol. Das Gewebe wurde in einem Paraffinautomaten der Firma Leica
eingebettet (Tab. 3.10) und im Anschluss erfolgte die Lagerung der Schnitte fiir
mindestens 24 Stunden im Kiihlschrank bei 4° C.

Tabelle 3.10.: Protokoll fiir Paraffinschnitte mit dem Einbettungsgeriit Leica TP1050

Arbeitsvorgang Material Dauer Hiufigkeit Temperatur
1. Entwisserung 80% Ethanol 2 Stunden Ix RT
96% Ethanol 2 Stunden 1x RT
100% Ethanol 3 Stunden 3x RT
2. Klédren Xylol 1 Stunde Ix RT
Xylol 45 Minuten 2x RT
3. Einbettung Paraffin 40 Minuten 3x 59°C

RT=Raumtemperatur

Aus den Paraffinblocken wurden mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms 5 um dicke
Schnitte abgeldst. Diese gelangten direkt im Anschluss in ein warmes Wasserbad (45° C)
und wurden unter Mitwirkung der Adhésionskraft auf die Objekttriger ,,Super Frost Plus*
gezogen. Uber Nacht wurden die Objekttriiger zur Lagerung fiir 24 Stunden in einen auf
37° C vorgewidrmten Inkubator gegeben. Im Anschluss konnten sie bis zur Analyse in
Aufbewahrungskisten einsortiert und in die Datenbank aufgenommen werden. Zusétzlich
erstellte man Serienschnitte von Proben, die zur Analyse von eutopen, endometriotischen
Epithelzellen beziehungsweise endometriotischen Lédsionen in Frage kamen. Im
Anschluss erfolgte die Farbung dieser Préparate mit HE und gegebenenfalls mit Mucin 1

zum Nachweis von endometrialen Epithelzellen (Gronbach, 2015).
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3.2.2 Immunhistochemie

3.2.2.1 Grundlage der Methode

Die immunhistochemische Methode (IHC) dient zur Detektion von Proteinepitopen in
unterschiedlichen Gewebetypen. Sie basiert auf der Eigenschaft von Antikdrpern (AK)
selektiv und hochaffin an Epitopstrukturen zu binden. Man unterscheidet mono- bzw.
polyklonale Primérantikdrper von Sekundérantikdrpern. Monoklonale Antikdrper binden
nur an ein spezifisches Epitop, wéhrend polyklonale AK an mehrere Epitope eines
Antigens binden kdnnen. Zweit genanntes ermdglicht in der Regel wegen unspezifischen
Bindungen ein intensiveres Farbsignal, jedoch besteht die Gefahr fiir eine verstérkte

Hintergrundfarbung.

Damit eine erfolgreiche und aussagekriftige immunhistochemische Férbung stattfinden
kann, durchlaufen die Gewebeschnitte komplexe Abldufe von chemischen Reaktionen,
die stets identisch ablaufen. Das Fixieren des Gewebes in Bouin’sche Losung fiihrt zu
einer Verdnderung der Epitopstruktur und mindert die Antigenerkennung. Im Rahmen
einer milden Proteolyse wird dies zum gréften Teil wieder reversibel gemacht (=Epitop-
Demaskierung). Ermoglicht wird die Demaskierung durch das Sieden im Citratpuffer,
was auch als Heat Induced Epitope Retrieval (FHIER) bezeichnet wird. Danach sind die
Epitope der Zelloberfliche nahezu vollstindig freigelegt und zugénglich fiir den
Primérantikdrper. Im néchsten Schritt erfolgt die gezielte Hemmung der endogenen
Peroxidase-Aktivitét der Zellen, die zu einer Reduktion unspezifischer Proteinreaktionen
fithrt. Dazu werden die Proben mit einem Gemisch bestehend aus Methanol und H>O>
behandelt, wodurch lediglich die ergénzte Peroxidase zu einer Farbreaktion fiihrt.
Potenzielle intermolekulare Krifte, die ebenfalls zu unspezifischen Antikérperbindungen
und zu ungewollten Hintergrundfarbungen fithren konnen, werden in der Behandlung mit

einem BSA-Puffer blockiert.

Im Anschluss an die oben genannten Vorbehandlungen der histologischen Préparate wird
die indirekte IHC-Methode angewandt. Im ersten Schritt dieser zweistufigen THC-
Methode erfolgt die Detektion des Epitops im Gewebe mit Hilfe des Primarantikorpers,
der sich spezifisch an das dazugehorige Epitop bindet. Es bildet sich ein ,,Antigen-
Primérantikdrper-Komplex“. Im néchsten Schritt wird ein Sekundirantikorper

verwendet, der an ein PEG-Gertist mit Meerrettichperoxidasen (HRP) gekoppelt ist und
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sich an den Primir-AK heftet (Abb. 3.1). Das Hinzufiigen von Wasserstoffperoxid -
Chromogen-3,3‘ Diaminobenzidin (DAB) fiihrt zu einer Reaktion mit dem HRP-Enzym,
wodurch die visuelle Markierung des Antigens (Epitops) ausgeldst wird. Die hohe Zahl
an gekoppelten Peroxidasen ermdglicht die Verstirkung der braunen Farbreaktion. Diese
auf einer Polymerkette basierende Methode zeigt eine hohere Sensitivitit als andere IHC-
Verfahren, wie die auf LSAB oder Biotin basierten Methoden. Dies kann durch die
bessere Qualitit der Signal- und Hintergrundverhidltnisse bei den Polymerketten
basierenden Methoden begriindet werden. Im letzten Schritt fiihrt die Gegenfarbung mit
Himatoxylin zu einer Blaufiarbung und dient zur Kontrastierung. So wird ein guter

Uberblick des Priiparates gewihrleistet.

// L\ Sekundar-AK
Zweiter Schritt: \
> i
Sekundérantikorper _._._
g‘a% Dextrangerist

Erster Schritt:

Primarantikérper

Polymerisiertes Dextrangeriist
-—
mit Kopplung an HRP und
Sekundéar-AK

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der polymerbasierten und zweistufigen IHC-Methode.

3.2.2.2 Protokoll der immunhistochemischen Methode

In dieser Arbeit werden die immunhistochemischen Nachweise nach einem
standardisierten Protokoll durchgefiihrt. Wichtig ist die Mitbeurteilung einer
Negativkontrolle bei jedem Durchgang (Abb. 3.2). Dabei weicht lediglich ein
Arbeitsschritt vom Standardprotokoll ab. Es wird kein Primérantikorper auf die
Gewebeschnitte gegeben und so bleibt die Bindungsreaktion zwischen
Sekundérantikdrper und Antigen aus. Folglich kommt es zu keiner Braunfarbung und der

Ausschluss von falsch-positiven Reaktionen ist gewéhrleistet.
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Abbildung 3.2: Endometrium einer Patientin mit Endometriose in der sekretorischen Zyklusphase.
Beispielhafte = Negativkontrolle (Standardprotokoll, jedoch ohne Verwendung eines
Primérantikorpers). Es liegt keine Braunfirbung vor und die Gewebestrukturen sind durch das

Himatoxylin bldulich gefirbt. (A) 200-fache, (B) 400-fache Vergroflerung

Zunichst wurde mit der Vorbehandlung der Gewebeschnitte gestartet und es erfolgte eine

Entparaffinierung mit NeoClear und eine Rehydrierung mit Ethanol (Tab. 3.11).

Tabelle 3.11: Protokoll zur Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte

Substanz Anzahl Dauer in Temperatur Arbeitsschritt
Min.

NeoClear 1 20 Inkubator 40°C  Entparaffinieren

NeoClear 2 20 RT Entparaffinieren

Ethanol 100% 2 5 RT Rehydrierung

Ethanol 95% 2 5 RT Rehydrierung

Ethanol 70% 2 5 RT Rehydrierung

destilliertes 1 5 RT Waschen

H:0

RT=Raumtemperatur, H,O= Wasser

Ein Citratpuffer mit einem pH-Wert von 6 wurde bereits wihrend der Rehydrierung im
Gourmet Garer fiir 10 Minuten auf 100° C erhitzt. Die Schnitte wurden nach dem
Waschen in PBS-Puffer fiir 20 Minuten im Citratpuffer gekocht. Zur Abkiihlung wurden
die Objekttriger zusammen mit dem Puffer aus dem Dampfgarer herausgenommen und
fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurden drei Waschgénge

fiir jeweils 5 Minuten mit PBS-Puffer unter dauerhaftem Schiitteln durchgefiihrt. Die
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Blockade der endogenen Peroxidase konnte mit einem angefertigten Gemisch aus
eiskaltem Methanol und 3%igem Wasserstoffperoxid (H>O;) erzielt werden. Darin
wurden die abgedeckten Proben fiir 30 Minuten geschiittelt. Nach dem Abgielen des
Gemisches unter dem Abzug wurden die Proben erneut dreimal fiir 5 Min mit PBS-Puffer
gespiilt. Nun vollzog man das 20-miniitige Schiitteln im Rinderserumalbumin-Puffer
(1,5%iger BSA-Puffer) zur Blockade von unspezifischen Bindungsstellen. Danach
wurden die auf dem Objekttriger befindlichen Gewebeschnitte mit dem DAKO Pen
umrandet und der Primédrantikdrper darauf pipettiert. Schlielich erfolgte die Inkubation

der Objekttrager in einer ,,Feuchtkammer* {iber Nacht bei 4° C.

Am néchsten Tag wurde der Primdrantikorper von den Schnitten abgekippt und dreimal
mit PBS-Puffer fiir je 5 Min. gewaschen. AnschlieBend wurde der Sekundarantikorper
auf die Schnitte pipettiert und diese wurden in der geschlossenen ,,Feuchtkammer* fiir 30
Minuten bei RT inkubiert. Dann erfolgten drei Waschgénge fiir 5 Minuten mit PBS unter
Schiitteln. Wiahrend des letzten Waschdurchgangs konnte das DAB bestehend aus 1 mL
Substratpuffer und 1 Tropfen Wasserstoffperoxid- Chromogen-3,3’ Diaminobenzidin
unter dem Abzug hergestellt werden. Die Gewebeschnitte wurden unter dem Abzug aus
der Kiivette entnommen und in DAB-L&sung auf die Schnitte gegeben. Mit dem ersten
Tropfen wurde die Zeit gestoppt. Bei erstmaliger Testung des Antikorpers wurde unter
lichtmikroskopischer Beobachtung die Zeit bis zum Farbumschlag gestoppt und notiert.
Die optimale Firbezeit wurde fiir jeden Antikorper einmalig definiert und fiir jedes

weitere Préparat eingehalten, um so eine objektive Vergleichbarkeit zu schaffen.

Zum Stoppen der Reaktion wurde das DAB abgekippt und die Proben in eine Kiivette mit
destilliertem Wasser gestellt. Die Gewebeschnitte wurden dann 4-mal fiir je 5 Minuten
mit destilliertem Wasser auf dem Schiittler gewaschen. Danach erfolgte die
Gegenfiarbung mit Hamatoxylin fiir 5 Minuten in der ,,Feuchtkammer* bei RT. Die
Schnitte wurden daraufhin mit destilliertem Wasser abgespiilt und unter flieBendem
Leitungswasser fand das ,.Blauen® statt. Im vorletzten Schritt wurden die Objekttriger
unter dem Abzug in aufsteigender Alkoholreihe entparaffiniert und mit Xylol dehydriert
(Tab. 3.12). Zuletzt wurde das Gewebe mit einem Tropfen Eukitt und anschlieBend mit
einem Deckglédschen bedeckt. Nach etwa zwei Stunden waren die Proben getrocknet und

die immunhistochemische Farbung war abgeschlossen.
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Tabelle 3.12: Protokoll der umgekehrten Entparaffinierung, Dehydrierung und Eindeckung der

Gewebeschnitte
Substanz Anzahl Dauer in Min. Temperatur Arbeitsschritt
Ethanol 70% 2 2 RT Entparaffinieren
Ethanol 96% 2 2 RT Entparaffinieren
Ethanol 100% 2 2 RT Entparaffinieren
Xylol 2 2 RT Dehydrierung
Eukitt 1 - RT Eindecken

RT=Raumtemperatur, Min.=Minuten

3.2.2.3 Auswertung und Dokumentation

Der H-Score dient zur quantitativen Datenerhebung in der Immunhistochemie und stellt
eine Anlehnung an den immunreaktiven Score (IRS) dar. Fiir jeden Gewebeschnitt wurde
der H-Score ermittelt. Dabei wurde fiir jedes Pridparat die Farbintensitét aller Driisen
definiert und analysiert. Die Farbintensitét der Driisen wurde in 4 Stufen unterteilt (Tab.
3.13). Der Anteil des angefarbten Gewebes (in 5% Schritten) wurde mit dem
korrespondierenden Firbegrad zwischen 0-3 multipliziert. Daraus resultiert der H-Score
mit Werten zwischen 0 bis 300 (Pirker et al., 2012), der sich mit folgender Formel

errechnet:

H-Score = (0 x Zellen in Yonicht) + (1 x Zellen in Yoschwach) + (2 X Zellen in % moderat) + 3 X (Zellen in %ostark)

Tabelle 3.13: Einteilung der Farbintensitit mit Hilfe des H-Scores

Intensitit Skala
Nicht geférbt (negativ) 0
Schwach gefarbt 1
Moderat geférbt 2
Stark geférbt 3
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3.2.3 ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay)
3.2.3.1 Grundlagen der Methode

Der ELISA steht flir die Abkiirzung Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay. Dabei
handelt es sich um ein immunologisches Nachweisverfahren, welches auf einer
enzymatischen Farbreaktion basiert. Im Rahmen dieser Methode werden spezifische
Antikorperbindungen und die darauffolgenden Interaktionen mit dem nachzuweisenden
Stoff (=Antigen) eingesetzt. Es gibt 3 verschiedene ELISA Methoden: den direkten, den
indirekten und den kompetitiven ELISA. Fiir diese Arbeit wurde ein indirekter Sandwich-
ELISA angewandt. Die Methode des indirekten ELISAs basiert auf der Bindung eines
Primérantikdpers an das Antigen mit anschlieBender Bindung eines Sekundéirantikorpers
an den Primirantikdrper. Vorteil dieses Verfahrens ist die signalverstirkende Wirkung.
Beim direkten ELISA muss zur Erkennung der Antigene, jedes an einen Antikorper

gebunden werden. Folglich ist die Gefahr fiir eine geringe Farbstéirke sehr hoch.

Eine Kreuzreaktivitit in dem in dieser Studie verwendeten ELISA-Kits des Herstellers
Abcam (ab136936) bestand zu 100% zu Lys-Bradykinin, zu < 1% zu Les-Des-Arg9-
Bradykinin und zu <0,1% zu BK1-5 als stabile Abbauprodukte. Die Sensitivitit, also die
geringste Dosis an Bradykinin, die detektiert werden kann, lag bei 24,9 pg/mL.

Die vom Hersteller Abcam mitgelieferte Mikrotiter-Platte war bereits mit einem
Beschichtungsantikorper (Capture Antibody) belegt. In die Wells der Platte wurde das zu
untersuchende Material pipettiert und es bildete sich ein Komplex aus
Beschichtungsantikorper und Antigen (Abb. 3.3). Die anschlieende Erginzung des mit
Biotin konjugierten Primédrantikorpers gewéhrleistet die Detektion des Antigens.
Beschichtungsantikdrper und  Primdrantikdrper binden an  unterschiedliche
Epitopstrukturen dieses Antigens, was die Bildung eines Antikdrper-Antigen-Antikdrper-
Komplex (Sandwich) initiierte. Das Enzym Biotin war bereits an den Primarantikérper
gebunden und reagierte mit dem ergidnzten HRP konjugierten Streptavidin. Das
Hinzugeben eines farblosen Substrats (TMB-Substrat) ermdglichte nun eine durch
Streptavidin-HRP  katalysierte Farbreaktion. Es wurde eine Stopplosung aus
Schwefelsdure dazugegeben, die wiederum eine Unterbrechung der Farbreaktion

ausloste. Der Farbumschlag wurde dann mit Hilfe eines ELISA-Readers gemessen und
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quantifiziert. Die Menge eines Proteins stand in Korrelation zum Ausmall des

Farbumschlags einer Probe.

Proben und biotinyliertes

Capture Antibody Konjugat Target Antibody

|
Y

1] 2] ]

Stop Solution A
Streptavidin TMB Substrat

A A% Ap
2y

4] 2] <]

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der verschiedenen Reaktionen im Rahmen eines

Sandwich- ELISAs (in Anlehnung an die schematische Darstellung des Protokolls der Firma Abcam)

1. Vorpriparierte Wells mit ,,Capture Antibody“

2. Hinzufiigen der Proben und des biotinylierten Konjugats

3. Ergiinzung des ,,Target Antibody*

4. Das mit HRP konjugierte Streptavidin wird in vorgesehene Wells pipettiert
5. Farbloses TMB Substrat wird in jedes Well pipettiert

6. Beendigung der Farbreaktion durch ,,Stop Solution*

3.2.3.2 Protokoll zur Bradykinin-Bestimmung

Die quantitative Bestimmung des humanen Bradykinins in den endozervikalen Proben
wurde mit dem ELISA-Kit des Herstellers Abcam (ab136936) erhoben.
Zunichst erfolgte die Priparation der bendtigten Reagenzien nach Herstellerprotokoll.

Das Konzentrat des bereitgestellten Wash Buffers wurde vor Verwendung mit
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destilliertem Wasser 20-fach verdiinnt. Aus dem Streptavidin-HRP wurde durch das
Hinzufiigen von 250 pl destilliertem Wasser in ein Via/ der Grundstock hergestellt. Aus
diesem Grundstock erfolgte die Herstellung der Arbeitslosung durch die 1000-fache
Verdiinnung mit dem Wash Buffer. Danach wurde der tiefgefrorene Standard zentrifugiert
und mit 1 mL des bereitgestellten Assay Buffer konstituiert. Nun konnte eine doppelte
Verdiinnungsreihe unter Verwendung des Assay Buffers hergestellt werden. Der Assay
Buffer wurde erst mit PIC und PSMF jeweils 1000-fach verdiinnt, um anschlieBend alle
Proben mit dem Assay Buffer jeweils 5-fach zu verdiinnen. Die bereitgestellte ELISA
Platte beinhaltete insgesamt 96 Vertiefungen. Diese lieferte der Hersteller
gebrauchsfertig und mit dem Capture Antibody beschichtet mit. Somit konnte die Platte
nach Entfernung der Abdeckung sofort verwendet werden. Das vom Hersteller

empfohlene Plattenlayout wurde {ibernommen (siehe Originalprotokoll).

Nachdem alle Reagenzien und Proben vorbereitet und auf Raumtemperatur gebracht
wurden, konnte der Assay beginnen. Anfangs wurden 150 pL des Assay Buffer in die
gekennzeichnete Vertiefungen NSB pipettiert. Danach kamen 100 pL Assay Buffer in das
Bo Well. Jeweils 100 uL der vorbereiteten Standards #1 - #6 wurden dann unter
Berticksichtigung des Layouts in die entsprechenden Wells pipettiert. Nun wurden 50 pL
Bradykinin Konjugat in die NSB, By, Standard und Sample Wells pipettiert. Im Anschluss
wurde die Platte fiir zwei Stunden auf einem Plattenschiittler mit 500 rpm bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach konnten die Fliissigkeiten der Platte abgekippt und
auf saubere Papiertiicher abgeklopft werden. Nun wurde die Platte mit 400 uL. Wash
Buffer unter zu Hilfename einer Multikanal-Pipette gewaschen. Dieser Waschvorgang
erfolgte insgesamt 4-mal. Wichtig war, dass nach dem letzten Waschvorgang die Wells
vollstindig frei von Wash Buffer waren, um eine nachfolgende Verdiinnung der
zugefiihrten Substanzen zu verhindern. Als nédchstes konnten je 200 pL Streptavidin-HRP
Arbeitslosung (1X) in die NSB, Bo, Standard und Proben Wells pipettiert werden.
Anschliefend wurde die ELISA Platte fiir 30 Min. auf dem Schiittler mit 500 rpm bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden erneut die 4 Waschgénge, wie bereits
oben beschrieben, durchgefiihrt. Hiernach erfolgte das Pipettieren von 200 pL
bereitgestelltem TMB-Substrat in alle Vertiefungen mit anschlieBender Inkubation fiir 30
Min. bei Raumtemperatur. Nachdem die Farbreaktion im letzten Schritt mit 50 uL der
Stop Solution beendet wurde, erfolgte die Datenanalyse im Standard Microplate Reader

(Tecan-I-Control) bei 450 nm und einer Referenzwellenlinge von 570 nm. Um eine
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Bestimmung der Proteinkonzentration zu erzielen, wurden die bekannten Standards mit

den Messwerten korreliert.

3.3 Statistische Auswertung

In dieser Studie wurden alle Werte als Mittelwerte angegeben bzw. als Mediane +/-
Standardfehler (SEM). Bei den immunhistochemischen Auswertungen wurde zunéchst
eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt und im Anschluss erfolgte beim Vergleich
von zwei Gruppen die Auswertung mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney Test
und bei dem Vergleich von mehr als zwei Gruppen der nicht-parametrische Kruskal-
Wallis Test. Fiir den ELISA wurde eine Roc-Kurve erstellt, die als Hilfestellung zur
Bestimmung des Grenzwertes (=Cut-Off) diente. Im Anschluss wurde ein 4-Feldertest
durchgefiihrt, zur Ermittlung von Sensitivitdt, Spezifitit, positiver und negativer
Vorhersagewert sowie die Likelihood-Ratio. Dies erméglicht eine Einordnung der
diagnostischen Wertigkeit fiir das Bradykinin in den endozervikalen Mucusproben. Fiir

alle statistischen Auswertungen wurden p-Werte von <0,05 als signifikant festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunhistochemie:

4.1.1 Auswahl und Testung von Markern mit bekannter Schmerzmodulation

In der vorgestellten Arbeit werden zunédchst Rezeptoren mit Hilfe von PubMed und dem
Proteinatlas (www.proteinatlas.com) ausgewihlt, welche eine wichtige Rolle in der
Verarbeitung und Weiterleitung von Schmerzen in entziindlichem Gewebe darstellen und
deren Expression bereits im uterinen Gewebe nachgewiesen wurde. Ziel ist es,
Abweichungen des Farbemusters oder der Farbintensitit zwischen dem physiologischen,
uterinen Driisengewebe und den pathologischen ektopen Endometriose-Herden zu
erkennen. Unterschiede im Expressionsmuster der Rezeptoren zwischen gesundem und
krankem Gewebe konnten eine mogliche Beteiligung in der multimodalen
Schmerzentstehung bei Patientinnen mit Endometriose zeigen und so zu einem besseren
Verstiandnis der Schmerzpathogenese verhelfen (Marceau und Regoli, 2004). In dieser
Arbeit werden zwei Proteine tiefergehend immunhistochemisch analysiert und statistisch
ausgewertet. Die anderen Proteine werden nicht ndher ausgewertet, da diese in Bezug auf

die Farbung ein deutlich schlechteres Hintergrund-Signal-Verhéltnis aufweisen.

Das Protein CGRP kann im uterinen Driisengewebe und im stromalem, endometrialem
Gewebe nicht nachgewiesen werden (Abb. 4.1). Auch das Myometrium mit all seinen
Strukturen weist keine Positivitit der Zellen auf. CGRP wird somit in keiner

Gewebestruktur des menschlichen Uterus exprimiert und wurde nicht weiter analysiert.

Abbildung 4.1: Immunhistochemische Firbung mit CGRP ohne Nachweis einer Proteinlokalisation

in den uterinen Gewebeschnitten einer Patientin mit Endometriose und vorliegender Adenomyose in
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der sekretorischen Zyklusphase. Sowohl im Endometrium als auch im Myometrium sind keine
Zellen gefirbt. (A) 100 pm und (B) 500 pm.

LPARI1 wurde ebenfalls untersucht. Es ist in den uterinen Gewebedriisen und teilweise
im stromalem, endometrialem Gewebe lokalisiert (Abb. 4.2). Zudem sind glatte
Muskelzellen sowie die Gefdlle gefarbt. Die Proteinlokalisation ist jedoch nicht konstant
vorhanden und befindet sich nur stellenweise im endometrialen Stroma bei stark
variierender Intensitdt mit schwacher bis sehr starker zytoplasmatischer Farbung. Das
Protein befindet sich zudem diffus zytoplasmatisch in den endometrialen Driisenzellen
und variiert ebenfalls in der Farbintensitit. Zusammenfassend ist der Hintergrund
unspezifisch mit gefarbt und nicht klar abgrenzbar von den Driisenzellen. Dariiber hinaus

ist LPAR1 in GefdBlendothelien und glatten Muskelzellen nachweisbar.

Abbildung 4.2: Immunhistochemischer Nachweis von LPAR1 im uterinen Driisengewebe einer
Patientin ohne Endometriose in der sekretorischen Zyklusphase (A) und einer Patientin mit
Endometriose in der proliferativen Zyklusphase (B). Es zeigt sich eine diffuse Firbung des
Endometriums meist ohne klare Abgrenzung zwischen den Driisenzellen und dem stromalen
Endometrium (Pfeile). Die Farbintensitiit der Driisenzellen variiert sehr stark und die Lokalisation
befindet sich meist diffus zytoplasmatisch. Zudem kann das Protein in Gefiflen und glatten

Muskelzellen nachgewiesen werden (Kreis). (A) und (B) 100 pm.

Die immunhistochemische Methode zum Nachweis von LPAR2 zeigt, dass dieses Protein
nur sehr schwach zytoplasmatisch in den Driisenzellen nachzuweisen ist (Abb. 4.3).
Zudem ist die Differenzierung zum Hintergrund deutlich erschwert, da dieser
stellenweise ebenfalls einer leichten Positivitidt unterliegt. Folglich wurde auf eine

weiterfiihrende Analyse verzichtet.
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Abbildung 4.3: Immunhistochemischer Nachweis von LPAR2 eines uterinen Gewebeschnitt einer
Patientin ohne Endometriose in der proliferatorischen Zyklusphase (A, B). Die Proteinlokalisation
befindet sich zytoplasmatisch im endometrialen Driisengewebe als auch vereinzelt im endometrialem

Stroma. Die Positivitit ist sehr schwach. (A) 500 pm und (B) 50 pm.

Die Proteinlokalisation von LPAR3 zeigt sich vereinzelt in wenigen endometrialen
Driisenzellen (Abb. 4.4). Dabei liegt eine starke Farbintensitdt vor und die Zellen sind
intrazelluldr unter Aussparung des Zellkerns gefarbt. Diese Farbung beschriankt sich auf
vereinzelte Zellen einer Driise und grofBtenteils sind die endometrialen Driisenzellen ohne
jegliche Positivitit. Zur weiteren Verifizierung dieses Proteins untersuchten wir einige

endometriale Léasionen. In diesem Gewebe wurde LPAR3 nicht exprimiert.

Abbildung 4.4: Immunhistochemischer Nachweis von LPAR3 in zwei verschiedenen uterinen
Gewebeschnitten bei vorliegender Endometriose (A, B). Innerhalb einiger Driisen ist der Nachweis
von LPARS3 in vereinzelten Zellen mit intensiver Farbung zu erheben (Kreis). Die Firbung befindet
sich zytoplasmatisch mit stirkster Ausprigung im perinukleiren Bereich. Der grofite Teil der
endometrialen Driisenzellen unterliegt jedoch keiner Positivitit. Das endometriale Stroma ist nicht

gefirbt. (A) und (B) 100 pm.
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4.1.2 Qualitative und Quantitative Beurteilung von BR1
4.1.2.1 Qualitative Analyse von BRI

Die immunhistochemische Farbung fiihrt zur Visualisierung der Proteinexpression des
Bradykinin-Rezeptors Typ 1 und ermoglicht so die qualitative Analyse dieses Proteins.
Durch die optimale Verdiinnung dieses Antikorpers stellt sich ein gutes Rausch-Signal-

Verhéltnis mit kaum vorhandener Hintergrundfarbung ein (Abb. 4.5).

Es zeigt sich durchweg eine spezifische Farbung der endometrialen Driisen und der
luminalen Epithelzellen der uterinen Gewebeschnitten von Patientinnen mit als auch ohne
Endometriose (Abb. 4.5). Die Proteinlokalisation der endometrialen hochprismatischen
Driisenzellen beschrinkt sich auf das Zytoplasma mit deutlicher Betonung auf den
apikalen und basalen Bereichen. Die apikalen und basalen Zellpole sind héufig gleich
stark gefdarbt und nur in wenigen Proben liegt eine verstirkte Farbung am apikalen,
seltener am basalen Zellpol vor (Abb. 4.5A,B). Die laterale und perinukleédre
Proteinlokalisation stellt sich als die Schwéchste dar. Im direkten Vergleich liegen keine
Unterschiede der Driisenfarbungen beziiglich Intensitit zwischen Gewebeschnitten von
gesunden Patientinnen und von Patientinnen mit Endometriose vor. Auch in der
Proteinlokalisation lassen sich keine nennenswerten Unterschiede erheben. Die
Farbintensitdt variiert zwischen den unterschiedlichen Driisenzellen von der hdufigen
moderaten bis zur seltenen starken Féarbung. Das Oberflichenepithel stellt die Grenze
zwischen dem Endometrium und der Cavitas uteri dar. Es présentiert sich als
einschichtiges zylindrisches Epithel, dass bei Frauen in gebérfihigem Alter mit
Mikrovilli besetzt ist. Diese Luminalzellen sind zytoplasmatisch mit Fokus auf die
apikalen, basalen und lateralen Zellbereiche gefarbt und es besteht eine konstant
moderate bis starke Farbintensitit (Abb. 4.5C,D). Die endometrialen Driisenverbénde
sind im stromalen, endometrialen Gewebe eingebettet. Die Dichte der Zellabstinde, die
GroBe und die Form des endometrialen Stromas variiert in Abhéngigkeit von der
Zyklusphase. In der Abbildung 4.5C liegt die sekretorische Zyklusphase vor und die
endometrialen Stromazellen sind locker gelagert mit diffusen Zellgrenzen. Basal grenzen
sie an das Myometrium an. Das endometriale Stroma weist groftenteils keine Farbung
auf. Nur bei einzelnen Proben liegt eine schwache und inhomogene zytoplasmatische

Proteinexpression vor, die hdufig von luminal nach myometrial abnimmt (Abb. 4.5C,D).
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Abbildung 4.5: Immunbhistologischer Nachweis von BR1 an einem uterinen Gewebeschnitt einer
Patientin ohne Endometriose in der sekretorischen Zyklusphase. Die Firbung ist homogen in fast
allen endometrialen Driisenzellen (Pfeilkopf) und in allen epithelialen Luminalzellen (Pfeil)
nachzuweisen. Das endometriale Stroma wird schwach bis nicht angefirbt (Stern) und die
Farbintensitit nimmt von luminal nach myometrial ab (Doppelpfeil). (A) 100 pm, (B) 50 pm und (C)
500 pm. (D) als Ausschnittsvergrofierung aus (C).

Auffallend ist, dass bei 15 der insgesamt 36 uterinen Gewebeschnitte vereinzelte
zellkerngroBe und stark gefarbte Zellen zwischen den Driisenzellen verstreut zu finden
sind (Abb. 4.6). Diese befinden sich in wenigen Driisen eines Gewebeschnittes und stehen
in keinem Zusammenhang mit der Zyklusphase, den Schmerzparametern oder dem

Vorliegen einer Endometriose.
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Abbildung 4.6: Immunhistochemischer Nachweis von BR1 an einem uterinen Gewebeschnitt (A)
einer Patientin ohne Endometriose in der sekretorischen Zyklusphase und (B) an einem uterinen
Gewebeschnitt einer Patientin ohne Endometriose in der proliferativen Zyklusphase. Bei beiden
Proben zeigen sich stark gefirbte Zellen, die diffus verteilt in den endometrialen Driisenzellen (Kreis)
vorkommen. (A) und (B) 100 pm.

Zudem befindet sich der Bradykinin-Rezeptor Typ 1 im intrazelluldren,
zytoplasmatischen Bereich von glatten Muskelzellen des Myometriums und ist dort
inhomogen verteilt (Abb. 4.7A,C). Die Fiarbung ist sehr schwach ausgeprigt und partiell
nicht vorhanden. Es liegt keine durchgéngige Farbung der Myozyten des Endometriums
vor. Wenn die glatten Muskelzellen ldngs angeschnitten werden, présentieren sie sich als
langgezogene Zellen mit einem zentral gelegenen flachen Zellkern. Wird die glatte
Muskulatur quer angeschnitten, dann ist die Zellform rundlich und der kugelférmige
Zellkern liegt zentral. Das Myometrium und das Endometrium sind mit Blutgefif3en
durchzogen, die eine Versorgung des Gewebes gewéhrleisten. Die Gefdlendothelien und
die vereinzelten glatten Muskelzellen der grofleren Gefdlle weisen eine zytoplasmatische
schwache Firbung auf. Diese ist jedoch nicht durchgingig und auf vereinzelte Gefal3e
beschrinkt (Abb. 4.7B). Weder das Myometrium noch die Gefal3e sind fiir diese Arbeit
von groBBem Interesse. In Abbildung 4.7 liegt eine Adenomyose vor. Die
Diagnosestellung erfolgt durch den histologischen Nachweis von Endometriumzellen
bzw. endometrialen Driisenverbdnden eingebettet in die kréftige Tunica muscularis des
Myometriums. Das Protein BR1 ist bei den endometrialen Driisenzellen der Adenomyose
meist schwach bis moderat vorhanden und dominiert in den basalen und apikalen
Zellbereichen. Bei einer Adenomyose umgibt das endometriale zytogene Stroma die

ektopen Driisen und ist hiufig zytoplasmatisch schwach bis nicht gefirbt (Abb. 4.7A,B).
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Abbildung 4.7: Immunhistochemischer Nachweis des Bradykinin-Rezeptors Typ 1 an einem uterinen

Gewebeschnitt einer Patientin mit Endometriose und Adenomyose in der sekretorischen
Zyklusphase. (A) Ubergang vom Endometrium in das darunter liegende Myometrium (Doppelpfeil).
Die im Myometrium eingebettete Driise bestitigt die Diagnose einer AM (schwarzer Kreis). (B) Das
Gefiflendothel (Pfeilkopf) und die lings angeschnittenen glatten Muskelzellen (Pfeile) sind
zytoplasmatisch schwach gefirbt. Die ektope Driise wird von dicht gepacktem zytogenem Stroma
umrahmt (kleine Pfeile) (C) Inhomogene, zytoplasmatische Firbung der quer angeschnittenen
glatten Muskelzellen (Pfeil). (A) 50 pm, (B) und (C) 100 pm.

Im Folgenden werden die drei Entititen der endometriotischen Lésionen (ovariell,
peritoneal und tief infiltrierend) vorgestellt. Bei der in Abbildung 4.8 dargestellten
Gewebeprobe liegen multifokale Léasionen im Bereich des Ovars vor. Weitere EM-Herde
sind nicht bekannt. Die Driisenformation spricht fiir eine ovarielle Endometriose und
befindet sich an der Oberfldche mit Eroffnung in die Cavitas pelvica. Dabei stellt sie sich
in ithrer Form als zystische Lision dar. Das hochprismatische Driisenepithel prisentiert
sich im gestreckten Bereich typisch einschichtig. Im gewundenen Bereich scheint das
einschichtige Driisenepithel zwei- bis mehrschichtig, was auf die tangentiale
Schnittfiihrung des Gewebepréparates zurlickzufiihren ist. Das Farbemuster iiberwiegt
weitgehend zytoplasmatisch mit Dominanz im basalen und apikalen Bereich. Die

Positivitit der Driisenzellen ist bei fast allen Zellen stark ausgepréigt. Das umliegende
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zytogene, endometriale Stroma ist dicht gelagert und die Proteinlokalisation befindet sich

im intrazelluldren Bereich unter Aussparung des Zellkerns.

Abbildung 4.8: Immunhistochemischer Nachweis von BR1 an einer ovariellen Zyste mit multifokalen
EM-Herden. Nachweis der stark zytoplasmatischen Firbung der ektopen, endometrialen
Driisenzellen (Pfeil) sowie der inhomogenen und schwach zytoplasmatischen Firbung des zytogenen,

endometrialen Stromas (Stern). (A) 500pm und (B) 100pm.

Bei dem in Abbildung 4.9 dargestellten Gewebeschnitt liegt eine peritoneale
Endometriose mit multiplem Befall des rechten Lig. sacrouterinum vor. Weitere
Endometriosefoci liegen im Ovar rechts sowie auf dem Lig. sacrouterinum sinistra. Die
stark verzweigte und geschlingelte Driisenmorphologie kommt durch den zunehmenden
Progesteroneinfluss in der sekretorischen Zyklusphase zustande. Die Epithelzellen sind
kubisch bis hochprismatisch konfiguriert und umgeben das Lumen einschichtig (Abb.
4.9B). Die Proteinlokalisation dominiert homogen zytoplasmatisch mit basaler und
luminaler Betonung. Das dicht gelagerte und nach unten strangartig auslaufende
endometriale Stroma ist kaum gefdrbt. Neben den glatten Muskelzellen in Driisenndhe,
sind kleine Blutgefa3e und multiple Einblutungen im Bereich der Driisenumgebung als
typisches Zeichen einer EM zu erkennen. Auffallend ist, dass die vielzdhligen, dicht
gepackten glatten Muskelzellen der Umgebung einer deutlichen Positivitdt unterliegen.
Es entsteht die Vermutung, dass es sich dabei um eine SMM (Smooth Muscle Metaplasie)
handeln konnte. Dabei sind vermehrt Ansammlungen von glatten Muskelzellen in der
,Wirtsumgebung™ des endometriotischen Implantates nachweisbar. SMM kommen
typischerweise bei oberflichlich peritonealen, aber auch bei ovariellen und tief
infiltrierenden Lésionen vor (Anaf, 2000; Kim et al., 2015) und wird spéter ausfiihrlich

diskutiert.
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Abbildung 4.9: Immunhistochemischer Nachweis von BR1 an multiplen peritonealen EM-Lisionen
im Lig. sacrouterinum einer Probandin. (A) Die insgesamt 5 ektopen Driisenherde befinden sich nahe
der Oberfliche. Zwei davon stellen sich in Form von intakten Driisen dar, wihrend drei nur als
Driisenreste zu erkennen sind (Pfeile). Zusiitzlich sind in dem Priparat Einblutungen zu sehen
(Pfeilkopf). (B) Die kubischen Epithelzellen sind stark zytoplasmatisch gefirbt (langer Pfeil). Das
endometriale Stroma zeigt eine schwache Fiarbung, die auf wenige Zellen beschrinkt ist und es
verliuft strangartig nach unten aus (kurze Pfeile). Die EM-Lésionen sind umgeben von biindelartig
und dicht gepackten glatten Muskelzellen, die eine homogene und moderate zytoplasmatische
Positivitiat aufweisen (Pfeilkopf). (A) 500 pm und (B) 100 pm.

Bei den multiplen endometriotischen Lasionen in Abbildung 4.10 handelt es sich um den
Befall der Blasenumschlagsfalte bei bestitigter tief infiltrierender EM. Hinzu kommen
Endometriosefoci in der Tube links und auf beiden Seiten des Lig. sacrouterinum. Die
Driisen sind zystisch aufgeweitet und stark verzweigt. Die Epithelzellen sind kubisch
geformt und umrahmen das Lumen grofBtenteils einschichtig. Die Positivitét der ektopen
Driisenzellen ist moderat bis stark ausgeprdgt und die Lokalisation des Bradykinin-
Rezeptor Typ 1 findet sich meist zytoplasmatisch mit luminalem und basalem Fokus. Sie
sind umgeben von fibrotisch verdndertem Gewebe mit eingelagerten Fett- und
Bindegewebszellen. Das zytogene, endometriale Stroma ist sowohl herdformig verdichtet
als auch periglanduldr locker gelagert. Teilweise liegt eine schwache, zytoplasmatische
und inhomogene Positivitit vor. Es fdllt auf, dass in der direkten Umgebung mehr BR1-

positive Zellen des ,,Wirtsgewebes* zu finden sind als weiter entfernt (vgl. 4.9).
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Abbildung 4.10: Immunhistochemischer Nachweis von BR1 an multiplen tief infiltrierenden
Lésionen (Pfeile) innerhalb der Blasenumschlagsfalte neben multiplen anderen EM-Foci. (A)
Insgesamt sind etwa 6 verstreute Driisenherde auszumachen. In der direkten Umgebung der Driisen
liegt eine deutliche Positivitit des ,, Wirtsgewebes* vor. (B) Es findet sich eine starke zytoplasmatische
Firbung des kubischen Driisenepithels (Pfeile), welches in lockeres und zytoplasmatisch schwach

gefirbtes zytogenes, endometriales Stroma eingebettet ist (Stern). (A) 500 pm und (B) 100 pm.

Die in Abbildung 4.11 dargestellte immunhistochemische Féarbung von BR1 an eutopen
sowie ektopen endometriotischen Driisenverbénden der gleichen Patientin mit bekannter
Endometriose verdeutlicht die verstirkte Farbintensitdt in den Lésionen (Abb. 4.11). Es
ist zu erkennen, dass die ektopen, pathologischen Driisen im Spatio rectovaginale (Abb.
4.11B) zum einen stirker gefdrbt sind und zum anderen eine wesentlich intensivere
intrazelluldre Farbung unter Aussparung des perinukledren Bereiches als die
physiologischen, uterinen Driisen aufweisen (Abb. 4.11A). Die uterinen Driisen sind vor

allem in den basalen und luminalen Zellbereichen geférbt.

Abbildung 4.11: (A) Immunhistochemischer Nachweis von BR1 an einem uterinen Gewebeschnitt in
der proliferativen Zyklusphase. Das Protein lédsst sich schwach zytoplasmatisch mit basaler und

luminaler Dominanz nachweisen (Pfeile). (B) Immunhistochemischer Nachweis von BR1 in einer
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peritonealen EM-Lision im Spatio rectovaginale der gleichen Patientin wie in (A). Die ektopen,
endometriotischen Driisenzellen sind homogen und stark zytoplasmatisch mit basaler, apikaler und

lateraler Dominanz gefirbt (Pfeil). (A) 50 pm, (B) Ausschnittvergroflerung aus 100 pm.

Zusammenfassend konnte in den meisten ektopen EM-Herden ein homogenes
Farbemuster nachgewiesen werden. Die Proteinlokalisation in den ektopen Lidsionen
dominiert groftenteils einheitlich zytoplasmatisch, wéihrend in den eutopen Driisenzellen
meist eine Dominanz mit basalen und apikalen Bereichen zu erkennen ist. Hiufig liegt
bei den ektopen, endometrialen Epithelzellen zusdtzlich eine starke zytoplasmatische
Féarbung mit Dominanz im apikalen und basalen aber auch im lateralen Zellbereich vor.
Dies ist bei den eutopen endometriotischen Driisen in der hohen Rezeptorquantitit und
insbesondere im lateralen Zellbereich nur selten zu sehen. Das dicht gepackte stromale
Gewebe der EM-Lésionen ist durch eine inhomogene und meist schwache
zytoplasmatische Férbung charakterisiert. Teilweise ist das zytogene Stroma nicht
gefarbt. Das endometriale Stroma im Uterus ist nur selten schwach von luminal nach
apikal abnehmend gefarbt. Die stirkere Farbung der EM-Lésionen im Vergleich zu den
eutopen, endometriotischen Léasionen fiihrt zur Annahme einer erhdhten

Proteinexpression von BR1 in den ektopen Driisenzellen.

4.1.2.2 Semi-quantitative Analyse von BRI

Zunichst werden mit Hilfe des H-Scores die proliferativen, sekretorischen und ruhenden
Zyklusphasen der eutopen Driisenzellen analysiert (Tab. 4.1). Die Mittelwerte liegen nah
beieinander, wodurch keine nennenswerten statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen bestehen. Dariiber hinaus erfolgt eine Analyse der
Farbintensitdt der uterinen Gewebeschnitte bei Patientinnen mit sowie ohne
Endometriose. Auch hier liegen die Ergebnisse dicht aneinander und es gibt keine

signifikanten Divergenzen.
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Tabelle 4.1: Statistische Auswertung des immunhistochemischen Nachweises von BR1 an uterinen

Gewebeschnitten in den verschiedenen Zyklusphasen

Endometrium ohne EM Endometrium mit EM
Zyklusphase Proliferativ  Sekretorisch Proliferativ Sekretorisch  Ruhend
Gruppe A B C D E
Mittelwert 198 201 179 200 160
(m) (10) ®) (16) (16) (4)
SEM 18 20 13 10 18
SD 57 56 50 39 36
Median+SD 43490 42+3.9 39,5+£7,2 42+6,9 40+5,5
(Spannweite) (28-54) (34-45) (23-47) (28-53) (33-45)
P-Wert n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Alle Endometrien ohne EM Alle Endometrien mit EM
Mittelwert 199 186
(m) (18) (36)
SEM 13 8
SD 55 45
Median£SD  42+7,0 40,5+6,9
(Spannweite) (28-54) (23-53)
P-Wert n.s. n.s.

n.s., nicht signifikant; Mittelwert des H-Scores; SEM, Standardfehler; SD, Standardabweichung; P-Wert: Signifikanz <0,05; EM,

Endometriose; (n), Anzahl Probandinnen; Median und Spannweite bezieht sich auf das Alter

Nun kann ein Vergleich zwischen den Endometrien und den drei Entititen der
endometrialen Lisionen durchgefiihrt werden (Tab. 4.2). Die Rezeptorexpression ist in
den ovariellen endometriotischen Lisionen am stdrksten vorhanden. Der Mittelwert des
H-Scores aller ovariellen Léasionen ist mit 273 am hdchsten. Bei den peritonealen und tief
infiltrierenden Lisionen liegt der Mittelwert etwas niedriger, jedoch deutlich iiber 200.

In den Endometrien liegt er unter 200 und ist somit signifikant am niedrigsten. Auch die
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Adenomyose wird in die Statistik mit aufgenommen. Diese zeigt eine durchschnittliche

Rezeptorexpression, die unter dem Mittelwert der Endometrien liegt.

Tabelle 4.2.: Statistische Auswertung des immunhistochemischen Nachweises von BR1 in den

Endometrien und den verschiedenen Lisionslokalisationen

Endometrien Ovar TIE PE AM
Gruppe A B C D E
Mittelwert 191 273 235 236 172
(m) (54) (22) (28) (18) (13)
SEM 7 7 10 11 10
SD 48 33 53 46 36
Median+SD 43+7 334+4,6 32447 35+4,5 44+6,4
(Spannweite) (28-54) (25-45) (25-46) (26-40) (28-53)
P-Wert S. vorne A-B:<0,0001 A-C:<0,0035 A-D:<0,0179 A-E:ns.

n.s., nicht signifikant; (n), Anzahl der Probandinnen; Mittelwert des H-Scores; SEM, Standardfehler; SD,
Standardabweichung; P-Wert: Signifikanz <0,05; TIE, tief infiltrierende Endometriose; PE, peritoneale Endometriose;
AM, Adenomyose

Zur statistischen Auswertung dieser 5 Gruppen wird der nicht parametrische, zweiseitige
Kruskal-Wallis-Test verwendet. Dieser Test zeigt, dass die Rezeptorexpression in den
ovariellen, in den tief infiltrierenden und in den peritonealen Lisionen gegeniiber den
uterinen Gewebeschnitten der Probandinnen an Endometriose erkrankte als auch gesunde
Frauen signifikant hoher ist (Tab. 4.2). Fiir die Adenomyose konnen keine signifikanten

Unterschiede gefunden werden.
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Abbildung 4.12: Whisker-Plot zur Veranschaulichung der quantitativen Rezeptorexpression von
BR1 in den verschiedenen Gewebetypen. TIE, tief infiltrierende Endometriose; PE, peritoneale

Endometriose.

In der Abbildung 4.12 werden anhand des Whisker-Plots die Mittelwerte fiir jedes
Priparat einer Entitdt aufgetragen, um so die visuelle Verteilung der H-Scores fiir die
Gewebeschnitte zu verdeutlichen. Es wird klar ersichtlich, dass bei den ektopen
endometrialen Implantaten eine Haufung der einzelnen H-Scores im oberen Bereich
vorliegt. So liegt auch der Mittelwert aller Priparate, der in Form eines roten Querbalkens
eingezeichnet ist, bei den EM-Lisionen eindeutig iiber 200 und so iiber dem der

Endometrien.

4.1.3 Qualitative und quantitative Beschreibung von BR2
4.1.3.1 Qualitative Analyse von BR2

Im Anschluss erfolgt die immunhistochemische Farbung und Analyse von Bradykinin-
Rezeptor Typ 2. Auch hier stellt sich ein gutes Rausch-Signal-Verhéltnis ein und die

Proteinlokalisation ist eindeutig abzulesen.

Der Bradykinin-Rezeptor Typ 2 ist in fast allen eutopen Driisen- und luminalen
Epithelzellen des Uterus bei gesunden und an Endometriose erkrankten Patientinnen zu

finden (Abb. 4.13). Es liegt ein spezifisches und wiederkehrendes Féarbemuster vor. Die
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eutopen Driisenzellen in Abbildung 4.13 présentieren sich durch eine zytoplasmatische
Farbung mit Betonung in gleichem Maf}e auf die luminalen und basalen Zellbereiche. Die
Proteinlokalisation ldsst sich in den meisten Féllen in den eutopen Driisenepithelien
nachweisen. Das Epithel ist einreihig, iso- bis hochprismatisch aufgebaut. Die Driisen
verlaufen sowohl gestreckt als auch gewunden und sind in ihrer Zahl relativ spérlich
vorhanden, was auf ein spétes Stadium der proliferativen Zyklusphase hindeutet. In
vereinzelten Driisenlumina sind Ablagerungen zu erkennen. Dabei kdnnte es sich um ein
mukdses Sekret handeln, welches in der sekretorischen und spét proliferativen
Zyklusphase sezerniert wird (Abb.4.13A,B). Die luminalen Epithelzellen sind
zylindrisch geformt und begrenzen das Endometrium vom Lumen der Cavitas uteri
einschichtig ab. Sie weisen eine meist moderate bis starke zytoplasmatische Positivitdt
mit Dominanz in den basalen und luminalen Zellbereichen auf (Abb. 4.13C,D). Die
luminalen Bereiche, die an die Cavitas Uteri angrenzen, sind in nur wenigen Priaparaten
erhalten. Das umliegende endometriale Stroma enthélt spindelférmige Zellen und ist
dicht gepackt. Hier ist der Bradykinin-Rezeptor Typ 2 meist partiell schwach und
inhomogen im Zytoplasma der Zellen lokalisiert (Abb. 4.13A,B).
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Abbildung 4.13: (A) und (B): Immunbhistologischer Nachweis von BR2 im uterinen Gewebeschnitt
bei bekannter Endometriose in der proliferativen Zyklusphase. Das Driisengewebe (Pfeile) weist eine
basale und luminale Firbung auf. Das endometriale Stroma ist sehr schwach bis nicht
zytoplasmatisch gefirbt (Stern). Innerhalb des Driisenlumens befinden sich Ablagerungen
(Pfeilkopf). (C) und (D): Immunhistologischer Nachweis von BR2 im uterinen Gewebeschnitt einer
gesunden Patientin in der proliferativen Zyklusphase. Die luminalen Epithelzellen sind
zytoplasmatisch gefirbt, mit basaler und luminaler Betonung (Pfeile). (A) 100 pm, (B) 50 pm, (C)
500 pm und (D) als Ausschnittsvergrofierung aus (C).

Die Gefde zur Versorgung des Gewebes sind essenziell. Sie liegen verstreut im Myo-
und Endometrium. In Abbildung 4.14 zeigen die GefdBendothelien unabhédngig von ihrer
Lokalisation eine sehr schwache und inhomogene zytoplasmatische Positivitit. Einige
Gefdfle sind nicht gefdrbt. Teilweise kommen in den grofSen Blutgefiflen luminale
Blutreste vor und im Gewebe sind vereinzelt Einblutungen zu erkennen. Auch die glatten
Muskelzellen sind inhomogen, schwach zytoplasmatisch und stellenweise nicht geférbt.
Das Myometrium ist lings angeschnitten, wodurch sich die glatten Muskelzellen
spindelférmig mit einem lénglich geformten Zellkern prisentieren. Es liegt eine klare
Abgrenzung zwischen Endometrium und Myometrium vor, wie in dieser Abbildung zu

erkennen ist. Auf Grund der geringen Zahl und der teilweise zystisch erweiterten Driisen
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liegt in der Abbildung 4.14A ein atrophes bzw. ruhendes Endometrium vor. In diesem
Fall ist die Grenze zwischen der Basalis und Functionalis des Endometriums nicht klar
abgrenzbar und das Gewebe ist charakterisiert durch multiple Einblutungen. In der
Abbildung 4.14B deuten die kubischen Driisenzellen und die geschlingelten

Driisenformationen auf die sekretorische Zyklusphase hin.
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Abbildung 4.14: (A) Immunhistochemische Firbung von BR2 eines uterinen Gewebeschnittes einer
Patientin mit Endometriose bei ruhender Zyklusphase. Im Gefifiendothel (schwarzer Kreis) lisst
sich das Protein stellenweise zytoplasmatisch lokalisieren. In diesem Priparat sind gelegentlich
GefiBllumina mit Blutresten gefiillt (Pfeilkopf). (B) Immunhistochemische Farbung von BR2 an
einem uterinen Priparat bei Endometriose in der sekretorischen Zyklusphase. Die glatten

Muskelzellen (Pfeil) sind stellenweise leicht zytoplasmatisch gefarbt. (A) und (B) 100 pm.

Im nichsten Abschnitt erfolgt eine kurze Einfiihrung zur Analyse der ektopen Lisionen.
Die Fotografie der EM-Herde in Abbildung 4.15 présentiert sich als eine ovarielle Zyste
innerhalb des linken Ovars. Die Patientin hat einen weiteren EM-Fokus im Lig.
infundibulum pelvicum. Der dargestellte Zystenbalg weist eine langgezogene und zum
Lumen der Bauchhdhle gerichtete endometriotische Lésion auf. Die Driisen dominieren
in der ganzen Linge im unteren Bereich des Gewebepriparates. Die epithelialen Zellen
liegen einschichtig vor und besitzen eine kubische Zellform. Die Farbung ist homogen
iiber die ganze Zelle unter Aussparung der Zellkerne verteilt, die sich deutlich blau
abheben. Die Farbintensitét priasentiert sich durchgehend als stark, bis auf den moderat
gefirbten perinukledren Bereich. Das anliegende, dichte zytogene endometriale Stroma
wird von spindelformigen Zellen gebildet und unterliegt einer zytoplasmatischen
Positivitét, die jedoch im Vergleich zum Driisenepithel schwécher und inhomogener
ausgeprégt ist. Auch diese Zellen erstrecken sich in voller Lange und schlieBen sich

kaudal an das Driisenepithel an. Es fillt auf, dass auch der angrenzende ovarielle Cortex
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deutlich positiv ist. Die Proteinlokalisation ist inhomogen zytoplasmatisch und in vielen

Zellen des ovariellen Cortex vorhanden.

Abbildung 4.15 (A) und (B): Reprisentativer immunhistochemischer Nachweis von BR2 in einer
ovariellen Lision innerhalb eines zystischen Ovars links. Es zeigt sich ein ausgeprigter Befall des
Zystenbalgs mit stark aufgeweiteten endometrialen Driisen (Pfeile). Auch das zytogene, endometriale
Stroma und der angrenzende ovarielle Kortex weist eine zytoplasmatische Positivitit auf (Sterne).

(A) 100 pm und (B) 50 pm.

In der folgenden Abbildung 4.16 sind mehrere endometriotische Implantate im
Peritoneum des kleinen Beckens dargestellt. Die Patientin hat dariiber hinaus multiple
EM-Herde im Bereich der Zervix und im Myometrium (Adenomyose). In diesem
Priparat sind einige zystisch dilatierte und grof3e Lisionen dargestellt. Diese liegen nahe
an der Oberfliche und werden somit als peritoneale Lésionen klassifiziert. Das
Driisenepithel ist einschichtig und kubisch geformt. Die apikalen Zellpole der epithelialen
Driisen sind tibersédt mit Mikrovilli, die in das Lumen hineinragen. Die in Abbildung 4.16
abgebildeten Driisenlumina sind mit inhomogen verteilten Ablagerungen angereichert,
wobei es sich wahrscheinlich um Driisensekret handelt. Die Positivitét der Epithelzellen
ist meist stark ausgeprégt, insbesondere an den basalen, apikalen und lateralen Bereichen.
Im perinukledren Anteil liegt eine moderate Farbintensitit vor. Dieses
Lokalisationsmuster findet sich groBtenteils in den anderen Lasionen wieder. Die Driisen
werden sowohl von dicht gepacktem als auch von locker anliegendem zytogenem
endometrialem Stroma umrahmt. Diese Zellen sind spindelférmig und weisen an
manchen Stellen eine leichte und inhomogene zytoplasmatische Férbung auf. Das
zytogene endometriale Stroma ist bei den peritonealen Lésionen selten gefarbt (Abb.

4.16B). Das Préparat enthdlt multiple Fettzellen, die meist eng aneinander liegen und in
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das lockere Bindegewebe eingelagert sind (Abb. 4.16A). Diese Form der Anhdufung von

Fettzellen ist typisch fiir das Peritoneum.

Abbildung 4.16: (A) und (B): Immunhistochemischer Nachweis von BR2 in einer oberflichlichen
peritonealen Lision des Peritoneums. (B) Die Driisen sind meist stark apikal, basal und lateral
gefirbt (Pfeil). In den Lumina der Driisen sind inhomogene Ablagerungen zu erkennen (schwarzer
Kreis). Das umgebende zytogene endometriale Stroma ist partiell leicht oder nicht gefirbt und
kommt sowohl dicht gelagert (Stern) als auch locker anliegend (Dreieck) vor. (A) Die umliegende
»Wirtsumgebung* unterliegt keiner Positivitiit. Die Fettzellen (schwarzer Kreis) verteilen sich iiber

das ganze Peritoneum. (A) 500 pm und (B) 100 pm.

In Abbildung 4.17 liegt eine Endometriose in Form von vielzdhligen Lasionen im Bereich
des Lig. sacrouterinum sinistra vor. Die Patientin weist ferner multiple EM-Herde in der
Bauchdecke, der Fossa ovarica dextra, dem Musculus psoas sinistra und dem Lig.
sacrouterinum dextra auf. Die epithelialen endometrialen Driisenzellen sind kubisch
geformt und liegen einschichtig vor. Das ganze Implantat ist zystisch erweitert und
préasentiert sich als groer EM-Herd. Die Proteinlokalisation ist zytoplasmatisch und
dominiert in den basalen, luminalen und lateralen Zellbereichen, wéhrend die
perinukledre Farbintensitidt als moderat eingestuft wird (Abb. 4.17B). Das dichte
endometriale, stromale Gewebe ist stellenweise leicht zytoplasmatisch gefdrbt und
beinhaltet viele kleine Gefidlle, Einblutungen und vernarbte, bindewebige Netzwerke.
Diese Strukturen umrahmen die endometriotischen Implantate. In Abbildung 4.18 ist das
uterine Gewebe der gleichen Patientin dargestellt. Das Préparat enthélt in diesem Fall nur
die endometriale Schicht des Uterus. Anhand der Driisenformation kann auf die
proliferative Zyklusphase geschlossen werden. Das Epithel ist kubisch geformt und es
liegt eine schwache bis moderate Positivitéit der basalen und luminalen Zellbereiche vor.

Im direkten Vergleich zur Lasion in Abbildung 4.17 ist die Divergenz der Farbintensitét
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klar zu erkennen. Diese spiegelt sich sowohl in einer stirkeren Farbung des zytogenen
endometrialen Stromas als auch des ektopen Driisenepithels der Lésionen wider. Vor
allem die basalen, apikalen und lateralen Zellbereiche der EM-Implantate weisen eine

durchaus intensivere Positivitit auf.

Abbildung 4.17: (A) und (B): Tief infiltrierende Lasionen im Lig. sacrouterinum mit dem
immunhistochemischen Nachweis von BR2. Es zeigen sich stark gefirbte tief infiltrierende
endometriotische Driisen (Pfeil), die von moderat gefirbtem zytogenem Stroma umgeben sind
(Stern). Die Driisen sind zystisch dilatiert und im Lumen kommen multiple Einblutungen vor

(Pfeilkopf). (A) 500 pm und (B) 100 pm.

Abbildung 4.18: (A) und (B): Immunhistochemischer Nachweis von BR2 im uterinen Priparat einer
Patientin mit Endometriose in der proliferativen Zyklusphase. Die Driisenzellen sind vollstindig
schwach bis moderat im basalen und luminalen Zellbereich gefirbt (Pfeil). Das zytogene,

endometriale Stroma ist nicht bis schwach gefirbt (Stern). (A) 500 pm und (B) 100 pm.

Die nachgewiesene starke Farbintensitét der Lésionen ermdglicht den Riickschluss, dass
eine sehr hohe apikale, basale und interzelluldre Expression des Bradykinin-Rezeptor Typ
2 in den ektopen epithelialen Zellen vorliegt. Zusétzlich ist das basal liegende, zytogene

Stroma moderat mitgefarbt. Im Gegenzug sind in den uterinen Driisenzellen insbesondere
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die basalen und luminalen Zellpole gefiarbt, wihrend die lateralen und perinukledren
Bereiche eine deutlich schwiéchere Positivitit aufweisen. Das eutope stromale
Endometrium ist schwicher bzw. nicht gefirbt im Vergleich zum ektopen zytogenem

endometrialem Stroma.

4.1.3.2 Quantitative Analyse von BR2

Im folgenden Kapitel wird die immunhistochemische Positivitit des Bradykinin-
Rezeptor Typ 2 in den verschiedenen Gewebetypen quantitativ analysiert. Die uterinen
Priparate werden in Bezug auf die verschiedenen Zyklusphasen betrachtet. Es erfolgt
eine Unterteilung in Gewebeschnitte von Frauen mit Endometriose vs. ohne
Endometriose. AnschlieBend werden diese nach den jeweiligen drei Zyklusphasen
(sekretorisch, proliferativ und ruhend) zusammengefasst und statistisch bewertet (Tab.

43).
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Tabelle 4.3: Statistische Auswertung des immunhistochemischen Nachweises von BR2 in Bezug auf

die verschiedenen Zyklusphasen der uterinen Gewebeschnitte

Endometrium ohne EM

Endometrium mit EM

Zyklusphase Proliferativ  Sekretorisch Proliferativ Sekretorisch  Ruhend

Gruppe A B C D E

Mittelwert 185 144 188 197 210

(m) (10) ®) (16) (16) (4)

SEM 12 7 10 9 11

SD 39 19 40 37 22

Median+ 43+9 42+3.9 39,5+£7,2 42+6,9 40+5,5

(Spannweite) (28-54) (34-45) (23-47) (28-53) (33-45)

P-Wert n.s. n.s. n.s. D-B: <0,03 n.s.
Alle Endometrien ohne EM Alle Endometrien mit EM

Mittelwert 167 195

(m) (18) (36)

SEM 9 6

SD 38 37

Median+SD  43+7,0 40+6,9

(Spannweite) (28-54) (23-53)

P-Wert n.s. n.s.

n.s., nicht signifikant; Mittelwert des H-Scores; SEM, Standardfehler; SD, Standardabweichung; P-Wert: Signifikanz <0,05; EM,

Endometriose; (n), Anzahl Probandinnen; Median und Spannweite beziehen sich auf das Alter der Probandinnen

Es wird konstatiert, dass zwischen den verschiedenen Gruppen eine einzige signifikante

Abweichung des durchschnittlichen H-Scores vorliegt (Tab. 4.3). Die Endometrien der

Probandinnen ohne Endometriose in der sekretorischen Zyklusphase kennzeichnen sich

durch einen signifikant geringeren Mittelwert des H-Scores im Vergleich zu den

Endometrien der Probandinnen mit Endometriose in der sekretorischen Zyklusphase aus.

Ansonsten liegen keine relevanten Verdnderungen oder Zusammenhinge vor, da die

Mittelwerte nah beieinander liegen.
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Im néchsten Schritt werden die uterinen Gewebeschnitte der Frauen mit als auch ohne
Endometriose mit den drei ektopen Entitdten der Endometriose und der Adenomyose

verglichen (Tab. 4.4).

Tabelle 4.4: Statistische Auswertung des immunhistochemischen Nachweises von Bradykinin-

Rezeptor Typ 2 in den Endometrien und den verschiedenen Liisionen

Endometrium Endometrium Ovar TIE PE AM

ohne EM mit EM
Gruppe A B C D E F
MW 167 195 273 244 249 203
() (18) (36) (22) @27 (17 (13)
SEM 9 6 9 9 9 12
SD 38 37 41 49 36 42
Median+SD 4347 40+6,9 33+4.,6 3244.,8 35+4,6 44+6,4
(Spannweite) (28-54) (23-53) (25-45) (25-46) (26-40) (28-

53)
P-Wert S. vorne S. vorne A-C:<0,0001 A-D: A-E: n.s.
B-C: <0,0001  <0,0001 <0,0001
B-D: B-E:

<0,002 <0,005

n.s., nicht signifikant; s. vorne, siche vorne; (n), Anzahl der Probandinnen; MW, Mittelwert als Mittelwert des H-Scores; SEM,

Standardfehler; SD, Standardabweichung; P-Wert: Signifikanz <0,05; TIE, tief infiltrierende Endometriose; PE, peritoneale

Endometriose; AM, Adenomyose; Spannweite und Median beziehen sich auf das Alter der Probandinnen

Der Mittelwert der epithelialen Driisenzellen mit und ohne Endometriose liegt jeweils
unter 200 (Tab. 4.4). Bei den ovariellen EM-Herden ist der durchschnittliche H-Score
aller Préparate eindeutig am hochsten, wéihrend er bei den tief infiltrierenden EM-Herden
und den peritonealen Lisionen ebenfalls weit {iber 200 liegt. Diese Daten werden
statistisch ausgewertet. Es kann im Vergleich zu beiden Gruppen des Endometriums eine
wesentlich hohere Expression des Bradykinin-Rezeptor Typ 2 in den ektopen,
endometriotischen Implantaten nachgewiesen werden. Das Ergebnis erlaubt die
Schlussfolgerung, dass die Expression von BR2 in dem ektopen, pathologischen
Driisengewebe signifikant hoher als im physiologischen, uterinen Driisengewebe ist. Dies
trifft sowohl auf Probandinnen mit als auch ohne Endometriose zu. Fiir die Adenomyose

konnten keine signifikanten Werte ermittelt werden. Um die Verteilung der jeweiligen
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H-Scores innerhalb der verschiedenen Gruppen visuell zu demonstrieren, wird ein

Whisker-Plot zur Veranschaulichung verwendet (Abb. 4.19).
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Abbildung 4.19: Whisker-Plot zur Veranschaulichung der Rezeptorexpression von BR2 in den

verschiedenen Gewebetypen. TIE, tief infiltrierende Endometriose; PE, peritoneale Endometriose

Der Whisker-Plot in Abbildung 4.19 zeigt die Verteilungen der H-Scores jedes einzelnen
Gewebepriparates innerhalb der verschiedenen Gruppen. Bei den drei ektopen,
endometriotischen Entitdten ist eine auffillige Haufung im oberen Drittel der Y-Achse
nachweisbar. Dies bedeutet, dass die H-Scores der endometriotischen Implantate

tendenziell hoher angesiedelt sind als die der Driisenzellen des Endometriums.

Schlussfolgernd kann eine gesteigerte Expression von BR1 und BR2 in den
endometriotischen Lisionen signifikant bewiesen werden. Dies beruht mdglicherweise
auf einem inflammatorischen Prozess. Der Kausalzusammenhang fiir diese Entziindung
ist noch nicht geklért. Zur Verifizierung eines Zusammenhangs zwischen dem Schmerz
bzw. der Endometriose und den Bradykinin-Rezeptoren wird Bradykinin als Ligand
untersucht. Zuerst wird immunhistochemisch das Bradykinin-Proteinbetrachtet. Es stellt
sich ein schlechtes Rausch-Signal-Verhéltnis mit geringer Spezifitit ein und somit bleibt

eine Analyse dieser Firbung aus (Abb. 4.20). Auf Grund dessen wird das Protein
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Bradykinin quantitativ in den endozervikalen Proben von Probandinnen mit Hilfe eines

ELISASs untersucht.

Abbildung 4.20: Immunhistochemischer Nachweis von Bradykinin in vier verschiedenen
Gewebeschnitten von Frauen mit Endometriose (A, B), als auch von Frauen ohne Endometriose
(C,D). In den vier Schnittbildern, die als reprisentative Auswahl visuell zur Darstellung kommen,
zeigt sich keine konstante bzw. wiederkehrende Proteinlokalisation. Der Nachweis von Bradykinin
variiert stark und befindet sich sowohl in den Driisen als auch im umliegenden endometrialen,
stromalen Gewebe. Zudem befindet sich die Proteinlokalisation diffus zytoplasmatisch und die

Farbintensitiiten differieren von sehr schwach bis stark. (A), (B), (C) 100 pm und (D) 50 pm.

4.2 ELISA:

4.2.1 Quantitative Analyse von Bradykinin

Erginzend zur Analyse der Proteinlokalisation von BR1 und BR2 im Gewebe, wurde
Bradykinin als einer der wichtigsten Liganden der Rezeptoren untersucht. Zur
quantitativen Untersuchung dieses Proteins in den endozervikalen Proben der

Probandinnen erfolgte die Bestimmung des Bradykinins mit Hilfe des ELISAs als
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angewandte Methodik. Die ausgewidhlte Kohorte umfasst einige endozervikale
Mucusproben aus unserer bereits bestehenden und umfangreichen Datenbank. Insgesamt
bestand die Kohorte aus 102 Patientinnen, die in eine Gruppe mit ,,Patientinnen mit
Pilleneinnahme* und in eine Kontrollgruppe ,,ohne Pilleneinnahme* unterteilt wurden
(Tab. 4.5). Die durchschnittlichen Bradykinin-Gehalte in den endozervikalen Proben
dieser beiden Kategorien konnten so gegeniibergestellt und mit Hilfe des Mann-Whitney-

Test statistisch untersucht werden (Abb. 4.21).

Tabelle 4.5: Statistische Auswertung der Bradykinin-Konzentrationen in den endozervikalen Proben

in Bezug auf zwei Patientengruppen

Ohne Pille Mit Pille
Gruppe A B
n 51 51
MW [pg/mL] 3232 1753
SD 2929 2957
SEM 410 288
Median+SD 32+6,2 3148,1
(Spannweite) (21 -44) (18 —49)
p-Wert A-B: 0,0009

MW, Mittelwert in [pg/mL]; SEM, Standardfehler; SD, Standardabweichung; P-Wert: Signifikanz <0,05; Spannweite und Median
beziehen sich auf das Alter der Probandinnen; Dysmen., Dysmenorrhoe; (n), Anzahl an Probandinnen; Proteingehalt im

endozervikalen Schleim als Mittelwert
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Abbildung 4.21: Bradykinin-Konzentration [pg/mL] in den endozervikalen Proben in Abhéngigkeit

zur Pilleneinnahme.

Die durchschnittliche Bradykinin-Konzentration bei den ,Patientinnen ohne
Pilleneinnahme* ist mit 3232 pg/mL wesentlich hdher als bei den ,,Patientinnen mit
Pilleneinnahme* mit 1753 pg/mL (Abb. 4.21). Ableitend aus den oben angefiihrten Daten
sind die Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen hoch signifikant (Tab. 4.5). Die
Pilleneinnahme resultiert folglich in einer deutlichen Verringerung des Bradykinin-
Gehalts im endozervikalen Mucus der Patientinnen. Anschliefend erfolgte die
Unterteilung in 4 weitere Gruppen. Dabei wurde neben dem Merkmal der Pilleneinnahme
zusitzlich die Dysmenorrhoe mit eingeschlossen. Zur Auswertung der Daten wurde eine

statistische Analyse mit dem Kruskal Wallis Test durchgefiihrt (Tab. 4.6).
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Tabelle 4.6: Statistische Darstellung der Bradykinin-Konzentrationen in den Mucusproben der

verschiedenen Patientengruppen

Mit Pille Mit Pille Ohne Pille Ohne Pille
Dysmen. ja Dysmen. nein Dysmen. ja Dysmen. nein
Gruppe A B C D
n 12 39 42 9
MW [pg/mL] 1327 1884 3408 2415
SEM 406 355 481 563
SD 1407 2218 3119 1689
Median+SD 25,5459 33483 3246,3 31+6,2
Spannweite 19 -39 18 -49 21-44 23 -39
P-Wert n.s. C-D: <0,03 C-D: <0,03 n.s.

n.s., nicht signifikant; MW, Mittelwert; SEM, Standardfehler; SD, Standardabweichung; P-Wert: Signifikanz <0,05; Spannweite und
Median beziehen sich auf das Alter der Probandinnen; Dysmen., Dysmenorrhoe; (n), Anzahl Probandinnen; Proteingehalt im

endozervikalen Schleim als Mittelwert, pg= Pikogramm, mL= Milliliter

Die Analyse der 4 Kategorien ergab eine signifikant niedrigere Konzentration bei
,Patientinnen mit Pille, keine Dysmenorrhoe® im Vergleich zu den ,,Patientinnen ohne
Pille, keine Dysmenorrhoe*. Zwischen den anderen Kategorien liegen keine signifikanten
Abweichungen der Bradykinin-Konzentrationen vor, obwohl die Mittelwerte deutlich
voneinander abweichen. Insbesondere zwischen der Gruppe [A] mit einem Mittelwert
von 1327 pg/mL und der Gruppe [C] mit einem Mittelwert von 3408 pg/mL wiirde man
einen signifikanten Unterschied vermuten. Ein moglicher Grund fiir das Ausbleiben der
Signifikanz ist die geringe Anzahl von 12 Probandinnen in der Gruppe [A], wihrend die
Gruppe [C] insgesamt 42 Probandinnen beinhaltet. Die geringe Anzahl an Probandinnen
einer Teilgruppe konnte als mogliche Erkldrung dienen, da die Wahrscheinlichkeit eines
zufilligen Unterschiedes zwischen zwei verschieden groBen Gruppen erhoht ist. In

diesem Fall hat der Test eine geringere Power.

Zur Visualisierung der statistisch analysierten Daten der Tabelle 4.6 wird in der folgenden
Abbildung 4.22 ein Diagramm verwendet. Dabei erfolgte die Unterteilung in die Gruppe
der ,,Patientinnen mit Pille* und der ,,Patientinnen ohne Pille”. Zur Darstellung wurden
zwei Balken herangezogen, welche zusdtzlich die Mittelwerte der Dysmenorrhoe

beinhalten. Dabei kann gezeigt werden, dass in der Gruppe der Patientinnen ohne Pille
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wesentlich mehr Frauen an Dysmenorrhoe leiden. Dies ist jedoch, wie bereits erwihnt,
nicht signifikant. In der Gruppe der ,,Patientinnen ohne Pille* liegen die Mittelwerte der

Frauen ohne vs. mit Dysmenorrhoe eng beieinander.
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Abbildung 4.22: Mittelwerte der Bradykinin-Konzentrationen in den endozervikalen Proben in den

4 verschiedenen Patientengruppen.

Die ROC-Kurve (Receiver-Operating-Characteristic) ermdglicht die Visualisierung und
Beurteilung von diagnostischen Giitekriterien eines Tests. Dabei wird mit Hilfe eines
Koordinatensystems der Zusammenhang zwischen den richtig positiv getesteten unter
den Erkrankten (Sensitivitét in %) auf der Y-Achse und den falsch positiv getesteten unter
den Gesunden (100% minus die Spezifitit in %) auf der X-Achse dargestellt. Somit
beinhaltet die gebogene Linie die Wertepaare jedes beliebigen Grenzwertes und die
Verschiebung dieser Linie resultiert in einer Verdnderung der Sensitivitét und Spezifitit.
Sobald die ROC-Kurve als winkelhalbierende Linie verlduft, ist das Ergebnis zufdllig und
ermoglicht keine Diagnoseerhebung. Der Bereich unterhalb der Kurve wird als AUC
(Area under the Curve) bezeichnet und gibt Auskunft {iber die Testqualitit (Metz, 1978).
Zur Ermittlung der diagnostischen Wertigkeit von Bradykinin in Bezug auf die Pille
wurde mit Hilfe der ROC-Kurve ein Grenzwert bei 1774 pg/mL ermittelt (Abb. 4.23).
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Abbildung 4.23: ROC-Kurve zur Ermittlung des Grenzwertes der Bradykinin-Konzentration.

Dieser wird bei einer Konzentration von 1774 pg/mL gesetzt.

Alle Probandinnen, die sich unterhalb des Grenzwertes befinden, werden als Pille positiv
gewertet und alle die sich dariiber befinden als negativ. Im Anschluss wird eine

,»Vierfeldertafel“ erstellt, die eine allgemeine Darstellung der diagnostischen

Testergebnisse und Zusammenhénge ermdoglicht (Tab. 4.7).
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Tabelle 4.7: 4-Felder Test zur Erhebung klinisch relevanter Faktoren

Ohne Pille Mit Pille Alle

»Krank“ »Gesund“ Testergebnisse
Test positiv n=28 n=18 n=46 PPV
(unter (richtig positiv) (falsch positiv) (Alle positiven 61%
CutOff) Ergebnisse)
Test negativ n=23 n=33 n=56 NPV
(iiber CutOff) (falsch negativ) (richtig negativ) (Alle negativen 59%

Ergebnisse)

Gesamt n=51 n=51 n=102

Richtig positiv Richtig negativ LR+=1,57

(=Sensitivitit) (=Spezifitit) LR-=10,69

55% 65%

LR=Likelihood Ratio (Verhiltnis), LR+= positives Likelihood Verhiltnis, LR-= negatives Likelihodd Verhiltnis, NPV=negativer

Vorhersagewert, PPV=positiver Vorhersagewert, n=Anzahl Probandinnen

Aus der Vierfeldertafel ldsst sich ablesen, dass 28 der 51 Probandinnen als korrekt positiv
in Bezug auf die fehlende Einnahme der Pille getestet werden (Tab. 4.7). Daraus ergibt
sich eine Sensitivitdt von 55%. Bei den Patientinnen mit Pilleneinnahme konnten 33
korrekterweise als richtig negativ eingestuft werden, wihrend bei 18 Patientinnen ein
falsch positives Ergebnis vorliegt. Aus diesen beiden Werten ldsst sich eine Spezifitit von
65% berechnen. Der positive Vorhersagewert gibt an wie viele der positiv getesteten
wirklich krank sind. Hier befindet er sich bei 61%. Im Gegensatz dazu ermittelt der
negative Vorhersagewert die tatsdchlich Gesunden aller negativen Testergebnisse und
liegt bei 59%. Die positive und die negative Likelihood Ratio resultiert aus der Spezifitit
und Sensitivitdt. Sie dienen als diagnostische Tests und ermitteln die Chance auf das
Vorliegen einer Krankheit. Eine LR- unter 0,1 und eine LR+ unter 0,3 wird als akzeptabel
angesehen (Sackett ef al., 1985; Parikh et al., 2009). Es wurde eine LR+ bei 1,57 und eine
LR- bei 0,69 ermittelt. Somit liegt eine nur schwache Wertigkeit dieses Tests vor. Die
Ergebnisse der Spezifitit und Sensitivitdt haben eine geringe Zuverléssigkeit, wodurch
eine direkte Ubertragung auf den klinischen Alltag nicht mdglich ist. Auch der positive
und negative Vorhersagewert sind zu gering, was die Wahrscheinlichkeit fiir korrekte
Testergebnisse reduziert. Dennoch zeigt sich eine Tendenz und somit ein Anreiz fiir

zukiinftige Forschungsprojekte an inflammatorischen Markern, insbesondere Bradykinin.
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In Bezug auf die anderen Schmerzlokalisationen wie Dyspareunie, Dyschezie, Dysurie,
chronische Unterbauchschmerzen, aber auch bezogen auf den neuropathischen (zum
Beispiel brennend, kilte/hitzeempfindlich etc.) und den aktuellen Schmerz kénnen keine
wesentlichen Verdnderungen der Bradykinin-Konzentrationen ermittelt werden.
Zusitzlich wurde ein Vergleich des Bradykinin-Gehalts in Bezug auf die Endometriose

erhoben (Abb. 4.24).
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Abbildung 4.24: Darstellung der Mittelwerte von Bradykinin in Bezug auf die verschiedenen

Schmerzmodalitiiten, den aktuellen Schmerz und die Endometriose.

Die Diagramme stellen alle relevanten klinischen Schmerzsymptome (Dysmenorrhoe,
Dyspareunie, Dysurie, Dyschezie, aktueller Schmerz), den aktuellen Schmerz und die
Endometriose dar. Sie dienen zur Veranschaulichung der Mittelwerte in Abhéngigkeit
zur Patientengruppe und beinhalten Informationen zur Signifikanz. Es kann gezeigt
werden, dass in keiner der vorliegenden Gruppen eine signifikante Korrelation in Bezug

auf die durchschnittliche Bradykinin-Konzentration besteht.

Dariiber hinaus erfolgte eine detaillierte statistische Analyse, wobei das Merkmal der

Endometriose mit dem der Pilleneinnahme ergédnzt wird (Tab. 4.8).
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Tabelle 4.8 Statistische Auswertung der Bradykinin-Konzentrationen in den Mucusproben in den

verschiedenen Patientengruppen

EM ja EM nein | EM ja EM ja EM nein EM nein
Pille ja Pille nein Pille ja Pille nein
Gruppe A B C D E F
n 56 46 28 28 23 23
MW [pg/mL] 2221 2823 2042 2401 1402 4245
SEM 354 381 429 570 365 528
SD 2650 2586 2270 3087 1748 6185
Median 33+6,7 28+7,5 32,5+7,5 34+5,9 26+8,5 29+6,3
(Spannweite) (18-49) (19-46) 18-49 22-44 21-43
P-Wert n.s. n.s. C-F: 0,002  D-F:0,0157 E-F:0,0002  F-C: 0,002
F-D:
0,0002
F-E: 0,0157

n.s., nicht signifikant; MW, Mittelwert; SEM, Standardfehler; SD, Standardabweichung; P-Wert: Signifikanz <0,05; Spannweite und
Median beziehen sich auf das Alter der Probandinnen, Dysmen., Dysmenorrhoe; (n), Anzahl an Probandinnen; EM, Endometriose;

Proteingehalt als Mittelwert, pg= Pikogramm, mL= Milliliter

Wie bereits erwéhnt, kann bei den Patientinnen mit EM im Vergleich zur Kontrollgruppe
keine signifikante Korrelation ermittelt werden. Im Hinblick auf die Unterteilung in 4
Gruppen zeigte sich, dass die ,,Patientinnen ohne EM, ohne Pille* im Vergleich zu den 3

anderen Gruppen signifikant hohere Werte haben.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass die Pilleneinnahme einen
moglichen Einfluss auf die Bradykinin-Konzentration hat. Den Ergebnissen zu Folge ist
die Bradykinin-Konzentration im endozervikalen Schleim unter Pilleneinnahme
signifikant reduziert. In der Gruppe ,,Patientinnen ohne Pille, keine Dysmenorrhoe* ist
eine signifikant hohere Bradykinin-Konzentration als in der Gruppe der ,,Patientinnen mit
Pille, keine Dysmenorrhoe® nachweisbar. Da der Bradykinin-Gehalt mit der
Pilleneinnahme korreliert, kann dies indirekt auf einen Zusammenhang mit dem Schmerz
hinweisen. Der Schmerz unterliegt einer multimodalen Genese und wird von
unterschiedlichsten Faktoren beeinflusst. Dariiber hinaus kdnnen keine wegweisenden
Korrelationen in Bezug auf die Endometriose erhoben werden. Jedoch wird unter der
Mitbeurteilung der Pilleneinnahme ein signifikant hoherer Bradykinin-Gehalt bei

,Frauen ohne EM, ohne Pille* im Vergleich zu den 3 anderen Gruppen ermittelt.
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4.3 Analyse der Fragebogen zur Endometriose

Die Analyse der Endometriose-Fragebogen soll Informationen {ber die
Schmerzmodalitdten und deren Prévalenzen liefern. Es werden verschiedene Merkmale
betrachtet und miteinander verglichen. Dazu zdhlen die Schmerzlokalisationen und
Schmerzformen, die Pilleneinnahme und die Erkrankung an Endometriose. Insgesamt
werden 102 Fragebogen analysiert. Die Abbildung 4.25 veranschaulicht die
Schmerzmodalititen und Schmerzformen und zeigt deren Hiaufigkeitsverteilungen in

Abhangigkeit zur Pilleneinnahme.
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Abbildung 4.25: Patientinnen mit verschiedenen Schmerzmodalititen in Bezug auf die

Pilleneinnahme

Es kann quantitativ ermittelt werden, dass die Gruppe der Probandinnen mit regelméBiger
Pilleneinnahme seltener Schmerzen wéhrend der Periode, wihrend der Defikation, und
dem Wasserlassen #uBlern. AuBerdem klagen sie seltener {iber chronische
Unterbauchschmerzen. Bei der Dyspareunie lédsst sich ein nur minimaler Unterschied

zwischen den beiden Gruppen erheben (Abb. 4.25).

Die Analyse des neuropathischen Schmerzfragebogens PainDetect gibt wichtige
Erkenntnisse iiber die spezifische Klassifizierung von Schmerzen und wurde urspriinglich
fiir Patientinnen mit Riickenschmerzen angewandt. In dieser Studie erfolgte die
Anwendung des PainDetect bei Endometriose-assoziierten Schmerzen und wurde somit
von Frauen mit aktuellen oder in der Vergangenheit durchlebten Endometriose-
assoziierten Schmerzen ausgefiillt. Somit werden von den 102 Endometriose-Fragebdgen
insgesamt 57 ,,PainDetect“-Fragebogen zur Ermittlung des neuropathischen Schmerzes
in der Statistik analysiert. Bei den restlichen 45 Patientinnen lag kein Schmerz vor, womit

folglich alle Werte bei null liegen. Es stellt sich die Frage, ob eine Zuordnung in
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neuropathische, inflammatorische oder nozizeptive Schmerzen moglich ist oder ob es

vielmehr ein Zusammenspiel aus allen Komponenten darstellt.
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Abbildung 4.26: Absolute Hiufigkeiten der verschiedenen Schmerzarten bei einer Gesamtzahl von

57 ,,PainDetect*- und Endometriose-Fragebogen.

Die Préivalenzen der verschiedenen Schmerzarten werden mit Hilfe eines Diagramms
visuell dargestellt. Es wird gezeigt, dass die Frauen den Schmerz im Rahmen der
Endometriose unabhingig von der Lokalisation sehr hédufig als krampfend, stechend und
ziehend bewerten (Abb. 4.26). Diese Art von Schmerzen werden in die Kategorie der
nozizeptiven bzw. mechanischen Schmerzen eingeordnet. Die an Endometriose
erkrankten Probandinnen beschreiben die Schmerzen sehr selten als typisch
neuropathische Schmerzen wie brennend, kélte- und hitzeempfindlich, pulsierend,
berithrungsempfindlich oder blitzartig. Im Hinblick auf den PainDetect wird in der
Gesamtauswertung bei keinem der 57 Patientinnen ein Endscore von iiber 19 erreicht.
Folglich wird bei dem Screening bei keiner der Probandinnen die Diagnose eines
vorliegenden neuropathischen Schmerzes gestellt. Bei 11 Patientinnen liegt der Endscore
im unklaren Bereich zwischen 12 und 18 Punkten. Hier ist das Vorhandensein von
neuropathischen Schmerzkomponenten unklar. Die restlichen 46 Probandinnen erzielten
finale Punktwerte kleiner gleich 12, was auf keine neuropathischen
Schmerzkomponenten hindeutet. Schlussfolgernd ist im Hinblick auf den PainDetect die
neuropathische Schmerzkomponente bei den Endomeriose-assoziierten Schmerzen nur

sehr gering ausgepragt.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurden die beiden Rezeptoren Bradykinin Typ 1 und Typ 2 im eutopen
Endometrium von Frauen ohne Endometriose, mit dem der Frauen mit Endometriose
verglichen. Es erfolgte die Analyse dieser beiden Gruppen mit der Adenomyose und den
3 Entitdten der ektopen endometriotischen Lisionen (TIE, PE, ovarielle Endometriose).
Durch Untersuchungen von endozervikalen Proben konnte die lokale Konzentration des
pro-inflammatorischen Hauptliganden Bradykinin der beiden Rezeptoren ermittelt
werden. Die beiden Rezeptoren und das Bradykinin sind Teil des Kallikrein-Kinin-
Systems und haben vielzéhlige Aufgaben (Costa-Neto et al., 2008). In dieser Arbeit
wurden insbesondere die inflammatorischen und algetischen Mechanismen
berticksichtig. Die analysierten EM-Fragebogen ermdglichten die Herstellung eines
Bezugs zu den verschiedenen Schmerzarten, -intensititen und -lokalisationen und
beinhalten Informationen zu weiteren klinischen Fakten. Der PainDetect diente als
Scoring System fiir den neuropathischen Schmerz. Dies ermoglichte einen Vergleich
zwischen der Bradykinin-Konzentration und den Schmerzen bzw. anderen relevanten
Faktoren wie bspw. der Pilleneinnahme. Ziel der aufgefiihrten Untersuchungen war es,
die bereits formulierte Hypothese eines moglichen durch pro-inflammatorische
Mediatoren eingeleiteten Schmerzpfad zu bekriftigen und so gegebenenfalls einen

Schmerzmarker fiir den klinischen Gebrauch zu erheben.

5.1 Studienkohorte

In der Studie erfolgte die Untersuchung von Gewebe- und endozervikalen Proben von
Probandinnen mit als auch ohne Endometriose. Insgesamt wurden 54 uterine
Gewebeproben untersucht, wobei davon 36 Frauen an einer Endometriose erkrankt waren
und 18 Frauen keine Endometriose hatten. Davon litten 13 Patientinnen an einer
Adenomyose. Als limitierender Faktor galt hier die Tatsache, dass die Gruppe der Frauen
ohne Endometriose anderen gynédkologischen FErkrankungen (Myome, schwere
Entziindungen, Tumore der Gebdrmutter) unterlagen, die eine Hysterektomie indizierten.
Sie waren demnach nicht vollstindig gesund. Die drei Gruppen der endometriotischen
Lasionen beinhalten 22 Proben der ovariellen Endometriose, 18 bzw. 17 Proben der
peritonealen Lédsionen und 28 bzw. 27 Proben der TIE. Betrachtete man das Alter der

Frauen aus der Gruppe der ektopen EM-Lésionen im Vergleich zu dem der Endometrien,
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wurde ersichtlich, dass eine Abweichung von etwa 10 Jahren zu erkennen war mit
deutlich jlingeren Probandinnen in der Gruppe der EM-Lésionen. Grund hierfiir ist, dass
eine Hysterektomie im Rahmen einer EM erst mit fortgeschrittenem Alter und nach

Abschluss der Familienplanung in Frage kommt.

In dieser Studie wurde das Material aus dem endozervikalen Kanal von insgesamt 102
Probandinnen untersucht. Dabei war bei 56 Probandinnen eine Endometriose
diagnostiziert und die weiteren 46 Probandinnen waren bislang gesund. Hier galt als stark
modulierende Komponente die hdufig erst nach langem Krankheitsprozess durchgefiihrte
invasive und sichere Diagnostik iiber eine Laparoskopie. Folglich bestand die
Moglichkeit, dass Frauen mit aber auch ohne Dysmenorrhoe noch nicht ausreichend
diagnostiziert waren und somit in die Kategorie der Probandinnen ohne EM zugeordnet

wurden.

Der NAS-Score diente zur Einordnung der Schmerzintensititen fiir die Probandinnen.
Der Schmerz stellte eine subjektive Wahrnehmung dar und variierte stark in
Abhidngigkeit verschiedener Individuen. Somit unterlag der als statistischer Messwert

herangezogene NAS-Score einer begrenzten Aussagekraft und Vergleichbarkeit.

Es konnten keine direkten und kausalen Verbindungen zwischen den Ergebnissen der
Gewebeproben und der endozervikalen Proben bzw. den Schmerzfragebdgen gestellt
werden. Grund dafiir war, dass wir bis zu diesem Zeitpunkt kaum Patientinnen in die
Studie aufnehmen konnten, die zeitgleich den Fragebogen ausfiillten, eine
gyndkologische Untersuchung mit Probenentnahme aus der Zervix und eine operative
Entfernung von endometriotischen Léasionen oder eine Hysterektomie durchgefiihrt
haben. Auch das Ausbleiben von wiederholten Messungen der endozervikalen Proben
der Patientinnen im Verlauf, vor allem in Abhingigkeit des weiblichen Zyklus, stellte
eine limitierende Komponente dar. Das Problem war die mogliche hormonell bedingte
Modifikation der Proteinkonzentration in Abhéngigkeit zum Zyklustag der Frau.
Zusitzlich wire eine Wiederholung des Schmerzfragebogens und der endozervikalen
Proben vor und nach einer operativen Entfernung in Zukunft von gro3er Bedeutung. So
konnten quantitative Verdnderungen der Proteine nach einer Operation wegweisende
Informationen liefern. Aus logistischen und koordinativen Griinden war eine detaillierte

und weitergehende Erhebung von Proben und Daten der Patientinnen nicht moglich.
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Daher musste bei dieser Arbeit mit einmaligen Proben gearbeitet werden, was die
Erhebung eines Proteins mit moglichen kausalen Korrelationen zu den

Schmerzmodalititen oder der Endometriose deutlich erschwerte.

5.2 Bradykinin-Rezeptoren Typ 1 und Typ 2

Das Kallikrein-Kinin-System wurde erstmals Anfang des 20. Jahrhunderts untersucht.
Dabei zeigten Abelous und Bardier (1909) die blutdrucksenkende Komponente des
menschlichen Urins. Auf Grund der Vielschichtigkeit dieses Systems weckte es grofB3es
Interesse bei den Wissenschaftlern und schaffte somit immer wieder neue Anreize fiir
Forschungen (Moreau et al., 2005). Dies resultierte in den Verdffentlichungen von vielen
wissenschaftlichen Arbeiten. Die Bradkyinin-Rezeptoren Typ 1 und Typ 2 sind
essentielle Bestandteile dieses Systems und werden durch die Bindung von Bradykinin-
Vorléaufer-Peptide, Bradykinin und Kinin (Bradykinin bezogene Peptide) als wichtigste
Liganden angesteuert und aktiviert (Bhoola et al., 1992; Moreau et al., 2005). Dabei
handelt es sich um zwei G-protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), die an eine
Phospholipase C (PLC) gekniipft sind. Die Bindung der Liganden an die Rezeptoren fiihrt
zur Aktivierung der PLC und resultiert mit Hilfe von Inositol 1,4,5-triphosphat in einer
Calciummobilisation. Somit werden weitere intrazelluldre Signalkaskaden induziert, die
schlussendlich einen biologischen Effekt erzielen (Marceau und Regoli, 2004). Im
humanen Genom befinden sich beide Rezeptoren clusterformig im gleichen Genlokus auf
Chromosom 14. Die B1 und B2 Rezeptoren prisentieren sich an der Oberfliche mit
insgesamt 7 Transmembranstrukturen, die einen extrazelluldren N-Terminus sowie einen
intrazelluliren C-Terminus besitzen. Der Unterschied dieser zwei Rezeptoren liegt in
threm pharmakologischen Verhalten und in den Expressionsmerkmalen (Moreau et al.,
2005). Der humane Bradykinin-Rezeptor Typ 1 wird normalerweise nicht konstitutiv und
auf keinem signifikanten Niveau in normalem Gewebe exprimiert. Die Expression wird
vielmehr liber verschiedene externe Faktoren, die im Rahmen einer Inflammation oder
Gewebeschadigung verstiarkt synthetisiert werden, reguliert. Mogliche pathologische
Stimuli fiir eine Hochregulation sind Zytokine wie TNFa, IL-1B und bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS). Diese aktivieren wiederum intrazellulire Mechanismen wie
die Proteinkinase C, ER-Kinase oder Tyrosin-Kinase die eine Hochregulation des
Rezeptors bewirken (Calixto et al., 2004). Es konnte bewiesen werden, dass die Kontrolle

des BR1 Genareals liber den Transkriptionsfaktor NFxB reguliert wird (Ni et al., 1998).
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Es sind die gleichen Umgebungs- als auch Transkriptionsfaktoren fiir die Regulation
verantwortlich, wie bei der induzierbaren COX-2 (Calixto et al, 2004).
Zusammenfassend wirken verschiedenste externe inflammatorische Faktoren und
intrazelluldre Proteinkinasen bei der Regulation von BR1 mit. Eine Ausnahme in Bezug
auf die nicht-konstitutive Expression stellt das zentrale Nervengewebe dar. Dort wird der
Rezeptor konstitutiv exprimiert (Wotherspoon und Winter, 2000). Nachdem ein Agonist
an BR1 gebunden hat, wird der Rezeptor weder phosphorylisiert noch wird er iiber den
endozytotischen Vorgang in die Zelle aufgenommen. Dies konnte der Grund fiir die
fehlende Desensibilisierung darstellen (Marceau und Regoli, 2004). Der wichtigste und
potenteste Agonist des humanen Bl Rezeptors ist Lys-des-Arg-BK, wihrend der B2
Rezeptor effektiv von BK und Lys-BK (Kallidin) angesteuert wird (Menke ef al., 1994).

Der Bradykinin-Rezeptor Typ 2 unterliegt einer konstitutiven Expression und konnte in
den meisten Gewebetypen, besonders im Gefdllendothel, in glatten Muskelzellen,
Fibroblasten, mesangialen Zellen, Neuronen des Riickenmarks und Astrozyten
identifiziert werden. Dennoch fiihrt zum Beispiel IL-1a zu einer Hochregulation von BR2
(Moreau et al., 2005). In der Behandlung mit Agonisten kommt es schnell zu einer
Desensibilisierung dieses Rezeptors, da dieser endozytotisch in die Zelle aufgenommen,

abgebaut und erneut an der Oberflache présentiert wird (Bachvarov et al., 2001).

5.3 Bradykinin

Bradykinin ist ein im Blut oder Gewebe zirkulierendes Oligopeptid und zihlt zu den
Gewebshormonen. Es entsteht im Rahmen einer iiber das Enzym Kallikrein katalysierten
Abspaltungsreaktion aus dem Vorldufer Peptid Kininogen. Dieses Oligopeptid ist Teil
des Kallikrein-Kinin-Systems und zéhlt in die Gruppe der Kinine, die als kurzlebige und
sehr potente Mediatoren gelten (Golias et al., 2007). Die Messung der Kinin
Konzentrationen ist dennoch schwierig, da sie insbesondere parakrine Wirkmechanismen
vermitteln und meist nur lokal erh6ht sind. Grund dafiir ist die schnelle Hydrolyse {iber
eine Peptidyl-Dipeptidase, die iiber verschiedenste Enzyme wie Acetylcholinesterasen,
Aminopeptidasen, und Carboxypeptidasen katalysiert wird. Bradykinin fiihrt als Agonist
an den Rezeptoren B1 und B2 in Abhingigkeit vom Gewebetyp zu typischen
inflammatorischen Reaktionen, wie Schmerzen, Rétung, Schwellung und Uberwirmung.

Es wirkt stark vasoaktiv, indem die Stimulation von Gefdllendothelien iiber die
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Freisetzung von NO und die Stimulation von glatten Muskelzellen iiber die Freisetzung
von Prostaglandinen eine gesteigerte Permeabilitdt und Weitstellung mit Rétung und
Uberwirmung induziert. FEine direkte Stimulation iiber Rezeptoren an nicht-
myelinisierten, afferenten Nervenendigungen kann Schmerzen an das ZNS iibermitteln.
Zudem initiieren diese eine Muskelkontraktion nach Bindung von Bradykinin (Prado et
al., 2002; Marceau und Regoli, 2004). Die héufigste Reaktion auf die im Blut
zirkulierenden Bradykinin dhnlichen Peptide ist die Freisetzung von inflammatorischen
Mediatoren wie beispielsweise Prostaglandin I, NO, Prostaglandin E2, Zytokine (IL-1,
IL-6), TNFa und Histamin (Dray und Perkins, 1993; Campos und Calixto, 1995).

5.4 Interpretation des Bradykinin-Rezeptor Typ 1 in den Endometrien und den

ektopen endometriotischen Entitéiten

In den ersten Schritten dieser Arbeit konnte immunhistochemisch nachgewiesen werden,
dass der B1 Rezeptor im Driisenepithel des Endometriums und den ektopen EM-Lésionen
exprimiert wird. Dabei lagen quantitativ signifikante Expressionsunterschiede vor. Im
Hinblick auf die Proteinlokalisation war der Bradykinin-Rezeptor Typ 1 in beiden
Gruppen zytoplasmatisch mit Dominanz in den basalen und apikalen Bereichen
vorhanden. Bisher gibt es keine Studien zur Expression von BR1 im humanen oder
tierischen Gewebepriparaten des Uterus. Somit ist das Expressionsverhalten im uterinen
Gewebe sowie im bereits erforschten Nervengewebe eine Ausnahme fiir die konstitutive
Expression (Moreau et al., 2005). Auch im Myometrium lag eine schwache,
zytoplasmatische Positivitit der glatten Muskelzellen vor, die jedoch nicht ndher beurteilt
wurde. Die quantitative Proteinexpression von BRI in den ektopen EM-Léasionen ist
signifikant hoher als im endometrialen Driisengewebe. Die Proteinlokalisation
dominierte neben den basalen und apikalen Zellpolen zusitzlich an den lateralen
Bereichen. Das zytogene, endometriale Stroma unterlag hédufig einer moderaten bis
starken Positivitdt und teilweise war die ,,Wirtsumgebung® mitgefarbt. In manchen
Priaparaten konnten vermehrt Ansammlungen von glatten Muskelzellen in der
,» Wirtsumgebung® des endometriotischen Implantates nachgewiesen werden, die einer
moderaten Expression von BR1 unterlagen. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um eine
Metaplasie von glatten Muskelzellen (SMM), die typischerweise bei oberfldchlich
peritonealen, aber auch bei ovariellen und tief infiltrierenden Lésionen vorkommen

(Anaf, 2000; Kim et al., 2015). Der nachgewiesene Bradykinin-Rezeptoren Typ 1 in den
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SMM konnte in Folge einer Aktivierung die Kontraktionen der glatten Muskelzellen
einleiten (Prado et al., 2002) und durch die so induzierten Spannungen verantwortlich fiir
Endometriose-assoziierte Schmerzen sein (de Arellano und Mechsner, 2014). Bislang
gibt es keine Studien, die eine Rezeptorexpression von BR1 in den ektopen EM-Lésionen
und der Umgebung untersucht haben, um diese Erkenntnisse zu stiitzen. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass BR1 in vielen Organsystemen nicht konstitutiv oder nur auf einem
sehr niedrigen Level exprimiert wird und insbesondere inflammatorische Prozesse oder
Gewebeverletzungen zur verstirkten Expression beitragen (Marceau et al., 1998; Moreau
et al., 2005). Einer Studie zu Folge konnte rein quantitativ in nasalen Gewebeproben bei
gesunden Patienten ein niedriges und konstitutives Expressionslevel der BRI mRNA
iiber eine real time-PCR nachgewiesen werden. Bei Patienten mit allergischer Rhinitis
war das BR1 Level deutlich hoher, was auf den inflammatorischen Prozess
zuriickzufiihren sein konnte (Christiansen et al., 2002). Auch im Nierengewebe erfolgte
im Rahmen einer inflammatorischen Glomerulonephritis der Nachweis von BR1 und es
wurde eine Assoziation zwischen der BR1 Expression und der Inflammation erhoben
(Klein et al, 2010). Folglich liegt eine Hochregulation unter entziindlichen
Begebenheiten vor. Verschiedene Forschungsgruppen postulierten, dass die BRI
Rezeptorexpression durch die Exposition von Zytokinen (IL-1B, TNFa), bakteriellen
Endotoxinen oder im Rahmen einer Inflammation und Gewebeverletzung stimuliert wird.
Molekulare Mechanismen wie die MAP-Kinase, ERK, Proteinkinase C und
Transkriptionsfaktoren leiteten die intrazelluldren Signalkaskaden ein (Calixto et al.,
2004; Moreau et al., 2005). In Bezug auf die Endometriose wurde in zahlreichen Studien
bewiesen, dass diese Erkrankung einem inflammatorischen Prozess unterliegt und sténdig
inflammatorische Antworten produziert. In den peritonealen Fliissigkeiten von Frauen
mit Endometriose konnten Erhohungen von TNFa, IL-2, IL-6, IL-8, MCP-1 im Vergleich
zu den Frauen ohne EM ermittelt werden (Howard, 2009; Siedentopf, 2009). Dariiber
hinaus wurde festgestellt, dass der Nerve growth factor (NGF) in den endometriotischen
Implantaten stdrker exprimiert wurde als in den eutopen Endometrien, was auf eine
verstirkte Innervierung der Léasionen hindeutet (Anaf et al, 2002). Dieses
inflammatorische Milieu im Rahmen der Endometriose stellt eine mogliche Ursache fiir
die Hochregulation des BR1 Rezeptors in den endometriotischen Implantaten dar. Die
Aktivierung von BR1 induziert beispielsweise eine Akkumulation von Leukozyten in
Maiusen (Pesquero et al., 2000). So wird das inflammatorische Milieu weiter stimuliert

und es entsteht ein circulus vitiosus. Solch eine Inflammation ist hiufig mit akuten
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Schmerzen verbunden, was einer physiologischen Reaktion entspricht. Folglich geht eine
Chronifizierung der Inflammation auch mit einer Chronifizierung der Schmerzen einher
(Howard, 2009) und der Rezeptor B1 nimmt als stimulierender Faktor des entziindlichen
Milieus eine modulierende Rolle ein. Dieser Pathomechanismus bekriftigt die Hypothese
der inflammatorischen Schmerzgenese. Weiterfilhrend konnte in Tierstudien gezeigt
werden, dass bei genmanipulierten Midusen ohne Bl Rezeptor eine verminderte
Schmerzwahrnehmung besteht. Bei der akut hervorgerufenen nozizeptiven Reizung der
Neurone mit Hilfe von Capsaicin oder Formalin prasentierten sich diese Miuse mit einer
deutlichen Hypoalgesie (Pesquero et al., 2000). Zudem wurde gezeigt, dass die direkte
Injektion eines B1 Rezeptor Antagonisten in die Hinterliufe von Mdusen bei einem
groflen Teil (53%) den akuten nozizeptiven Schmerz inhibiert (Beirith et al., 2003).
Weiterfithrend konnte der B1 Rezeptor iiber eine Aktivierung von TRPV1
moglicherweise eine Schmerzeinleitung hervorrufen (Hamza et al., 2010). Dennoch ist
nicht klar, ob ein Kausalzusammenhang zwischen der Hochregulation dieses Rezeptors
und der Einleitung des Schmerzes besteht. Was jedoch angenommen werden kann, ist,
dass die verstirkte Expression von BR1 die Hypothese des inflammatorischen Milieus

der endometriotischen Implantaten bekréftigt.

5.5 Interpretation des Bradykinin-Rezeptor Typ 2 in den Endometrien und den

ektopen endometriotischen Entitéiten

Der Bradykinin-Rezeptor Typ 2 wurde immunhistochemisch in der vorliegenden Arbeit
in den epithelialen Driisenzellen des uterinen Gewebes nachgewiesen. Die
Proteinexpression war schwach bis moderat und konstant im endometrialen
Driisengewebe zu finden. Im Hinblick auf das Lokalisationsmuster war eine Ahnlichkeit
zum BR1 zu erkennen und befand sich beim B2 Rezeptor ebenfalls zytoplasmatisch mit
Fokus auf die basalen und apikalen Zellbereiche. Die Adenomyose présentierte sich in
Bezug auf das Lokalisationsmuster und die Proteinlokalisation vergleichbar zum eutopen,
endometriotischen Driisengewebe. Bislang wurden einige Untersuchungen an uterinen
Gewebeschnitten von Ratten durchgefiihrt, die besagen, dass der B2 Rezeptor im
endometrialen Driisengewebe als auch im endometrialen Stroma nachweisbar ist. Dabei
unterliegt dieser zyklusabhiingigen Expressionsvariationen, die iiber Ostrogen und
womoglich auch liber Progesteron gesteuert werden (Figueroa et al., 1997; Murone et al.,

1999). Auch im humanen uterinen Gewebe wird der Rezeptor B2 exprimiert und variiert
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in Abhéngigkeit zur Zyklusphase. Shams et al. (1996) postulierten, dass eine Zunahme
der Expressionsdichte im humanen Endometrium von der frithen Proliferationsphase bis
zur Sekretionsphase vorlag. In dieser Arbeit konnte keine signifikante Variation in der
Expressionsstirke von BR2 in Bezug auf die Zyklusphase erhoben werden und auch die
beschriebene Proteinlokalisation im endometrialen Stroma des Uterus konnte nur in
vereinzelten Préparaten nachgewiesen werden. Zusitzlich ist der B2 Rezeptor im
Myometrium lokalisiert (Murone et al., 1999), was in dieser Studie gleichermallen
ermittelt wurde, jedoch nicht von Interesse war. Die endometriotischen Implantate
differierten im Vergleich zu den Endometrien im Hinblick auf die Proteinexpression. Es
lag eine signifikant hhere Expressionsdichte in den EM-Lisionen vor und das Protein
war zytoplasmatisch in allen Zellbereichen wesentlich starker nachweisbar. Bisher gibt
es keine stiitzenden Forschungsergebnisse zur Expression von BR2 in endometriotischen

Implantaten.

Der Bradykinin-Rezeptor Typ 2 unterliegt einer konstitutiven Expression in nicht
myelinisierten, afferenten Neuronen. Mit der Bindung des Liganden Bradykinin erfolgt
eine direkte akute Schmerzantwort, die iiber eine Aktivierung der Proteinkinase C oder
die Freisetzung von DAG (Diacylglycerol) initiiert wird (Moreau et al., 2005). Ist der
Rezeptor jedoch in glanduldrem oder muskuldrem Gewebe lokalisiert, wie beispielsweise
in den endometriotischen Implantaten, ist keine direkte nozizeptive Schmerzeinleitung
moglich. Vielmehr erfolgt diese dann iiber die Aktivierung des Rezeptors B2 mit
darauffolgender Ausschiittung von verschiedenen pro-inflammatorischen Mediatoren,
wie Zytokinen (IL-8, IL-1B, TNFa) oder Prostaglandinen (PGE;, PGI; Dray, 1997; Poole
et al., 1999), die wiederum an spezifischen Rezeptoren agieren und ein downstream
Signaling initiieren. Dariiber hinaus werden wiederum andere Rezeptoren wie zum
Beispiel Glutamat-Rezeptoren, Natriumkanédle und transiente vanilloid Rezeptoren
moduliert und filhren zur Exzitation und Sensibilisierung von Nervenfasern mit
Schmerzinduktion (Ugeyler et al, 2009). Die Hochregulation von BR2 in den
endometriotischen Implantaten auf Grund des inflammatorischen Milieus induziert iiber
die verstirkte Synthese von entzlindlichen Mediatoren eine Stimulation von
Nervenendigungen. Einer Studie zu Folge kommt es nach der Einnistung von
endometrialem Gewebe in ektopen Bereichen des Korpers zur Neuroangiogenese, was
die sensible Versorgung mit Nervenfasern und die Stimulation dieser Dendriten durch die

inflammatorischen Substanzen erkldren konnte (Asante und Taylor, 2011)
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5.6 Bradykinin in Bezug auf Inflammation und Hyperalgesie

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Pilleneinnahme bei Frauen mit als auch
ohne Endometriose eine signifikante Reduktion des Bradykinin-Gehalts in den
endozervikalen Proben im Vergleich zu den Frauen ohne Pilleneinnahme erzielte. Die
Besonderheit dieser Untersuchung besteht in der Gewinnung der Proben. Die Ermittlung
von Markern erfolgte nicht in Blutseren, sondern in endozervikalen Proben der
Patientinnen. Der Vorteil dieser Probenanalyse ist, dass die Marker im inneren Genital
der Frauen bestimmt werden und somit lokale Verdnderungen stiarker ins Gewicht fallen.
Insbesondere bei der quantitativen Erhebung von Bradykinin mittels ELISA, welches vor

allem parakrinen Wirkungsmechanismen unterliegt, ist die lokale Analyse sinnvoll.

Die ,Langzeiteinnahmen“ von hormonellen Kontrazeptiva werden als essentielle
Therapeutika bei Patientinnen mit Endometriose-assoziierten Schmerzen verwendet und
erzielen eine signifikante Schmerzlinderung (Weisberg und Fraser, 2015). Somit steht die
Reduktion der Bradykinin-Konzentration durch die Pille indirekt auch in Zusammenhang
mit der Abnahme von Endometriose-assoziierten Schmerzen wie beispielsweise der
Dysmenorrhoe. Meresman (2002) beobachtete, dass die Einnahme von oralen
Kontrazeptiva fiir 30 Tage zu einer deutlichen Regression der Zellproliferation des
eutopen Endometriums und des endometrialen, zytogenen Stromas fiihrt. Dieser Effekt
konnte die relevante Rolle von Bradykinin in der Schmerzpathogenese der EM bestérken.
Im Hinblick auf die weitere Gruppenunterteilung nach der Dysmenorrhoe waren in der
Kategorie der Frauen mit Pille keine groBen Unterschiede zu finden. Grund dafiir konnte
ein moglicher modulierender Effekt von Kontrazeptiva auf die Bradykinin-Konzentration
sein. In der Kategorie der Probandinnen ohne Pille wurde deutlich, dass die ,,Frauen ohne
Dysmenorrhoe* (n=9) einen wesentlich geringeren Bradykinin-Gehalt im Vergleich zu
den ,,Frauen mit Dysmenorrhoe* (n=42) aufweisen. Dennoch lag keine Signifikanz vor.
Als limitierend galt hier die niedrige Zahl innerhalb der Kontrollgruppe von nur 9 Frauen
ohne Dysmenorrhoe. Diese Ergebnisse liefern erste Hinweise dafiir, dass das Kallikrein-
Kinin-System eine beeinflussende Wirkung auf Endometriose-assoziierten Schmerzen
hat und durch die Einnahme von Kontrazeptiva moduliert wird. Die Vierfeldertafel ergab
eine geringe Spezifitit von 65 % und Sensitivitit von 55% wodurch eine positive LR von

1,57 ermittelt wurde. Diese Giitekriterien sind zu schwach fiir eine Ubertragung in den
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klinischen Alltag. Dennoch wirkt Bradykinin unter vielen weiteren Mediatoren
wahrscheinlich als modulierender Faktor in die Schmerzpathogenese der Endometriose
ein. Es sind ergdnzende Untersuchungen im Hinblick auf das Kallikrein-Kinin-System

von grof3er Bedeutung.

Bedaiwy et al. (2002) suchten bereits nach Korrelationen zwischen pro-
inflammatorischen Mediatoren (insgesamt 6 Zytokine und TNFa) im Serum bzw. in der
peritonealen Fliissigkeit und der Endometriose. Ziel dabei war die Erhebung einer nicht-
invasiven Screening Methode fiir die EM. Dabei stellte sich heraus, dass die IL-6 und
TNFa Konzentration in direkter Korrelation zur EM standen. Als limitierend in dieser
Studie galt die zu geringe Probandenzahl (Bedaiwy, 2002). Seeber et al. (2008)
versuchten ein Screening Verfahren im Serum bestehend aus multiplen Proteinen zu
generieren. Diese Kombination aus verschiedenen Markern resultierte bei 51% der
Probandinnen in einer korrekten Diagnosestellung der EM und ist somit aussagekriftiger
als die Erhebung einzelner Proteine. Trotz der Fiille an untersuchten Proteinen, gibt es
bis heute keine valide, in die Klinik iibertragbare und nicht-invasive diagnostische
Marker fiir die Endometriose oder die Endometriose-assoziierten Schmerzen (Fassbender
et al., 2015; Tian et al., 2020). Grund dafiir sind die multiplen Faktoren, die in der
Schmerzregulation bei der Endometriose mitwirken und die noch immer unklare
Atiologie dieser Erkrankung. Vermutlich liegt eine Kombination aus verschiedenen
Schmerzmediatoren vor, die moglicherweise zyklusabhingigen Schwankungen

unterliegen. Ziel weiterer Forschungen konnte die redundante Probeentnahme darstellen.

5.7 EM-Fragebogen und PainDetect

Mit Hilfe der EM-Fragebdgen konnte quantitativ beobachtet werden, dass innerhalb der
Gruppe der ,,Probandinnen mit Pilleneinnahme* wesentlich seltener Endometriose-
assoziierte Schmerzen auftreten. Dies wurde fiir die Dysmenorrhoe, Dysurie, Dyschezie
und den chronischen Unterbauchschmerz nachgewiesen. Nur bei der Dyspareunie, die
héufig durch eine tief infiltrierende Endometriose verursacht wird, erzielte die Einnahme
der Kontrazeptiva keine Schmerzlinderung. Die Erkenntnis, dass die Kontrazeption zur

Reduktion der Dysmenorrhoe fiihrt, wird von Harada et al. (2008) bekriftigt.
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Der PainDetect ist ein Screening Test und dient als Hilfestellung bei der Diagnose von
neuropathischen Schmerzen und wurde primér fiir Riickenschmerzen generiert. In dieser
Studie wurden die Patientinnen gebeten, diesen Test in Bezug auf die Endometriose-
assoziierten Schmerzen auszufiillen. Bei den insgesamt 57 Probandinnen mit Schmerzen
lag bei keinem Screening-Ergebnis der Hinweis auf eine neuropathische
Schmerzkomponente mit tiber 90%iger Wahrscheinlichkeit vor. Bei 46 Probandinnen ist
auf Grund des Endergebnisses die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen eines
neuropathischen Schmerzes sehr gering (<15%), wihrend bei 11 der Probandinnen ein
unklares Ergebnis vorlag und somit keine eindeutige Aussage getroffen werden kann.
Dies gibt einen deutlichen Hinweis auf eine geringe neuropathische Schmerzkomponente
im Rahmen der Endometriose-assoziierten Schmerzen. Somit sind primir die
inflammatorischen, mechanischen und nozizeptiven Komponenten fiir die
Schmerzentstehung mit verantwortlich. Im Ubersichtsartikel von Howard (2009) werden
verschiedene Manuskripte aufgefiihrt, die eine verstarkte Innervation von Endometrium,
Myometrium und Peritoneum von Frauen mit EM postulieren. Dies konnte ein Hinweis
auf eine periphere neuropathische Schmerzkomponente sein, jedoch fehlen weitere

beweisende Untersuchungen.

Im Rahmen der Menses wird durch den starken Hormonabfall eine Apoptose, Nekrose
und schlussendlich eine Abschuppung des stratum functionale des Endometriums
induziert. Verschiedenste Immunzellen wie natiirliche Killerzellen, Makrophagen und
Neutrophile Granulozyten ermdglichen diesen Vorgang. Im Rahmen dieses
Zelluntergangs, der sowohl innerhalb der Lisionen als auch im eutopen Endometrium
stattfindet, werden verschiedene inflammatorische Mediatoren ausgeschiittet und in die
peritoneale Fliissigkeit abgegeben (Laux-Biehlmann et al., 2015). Die Immunantwort
konnte in den Lésionen bereits mehrfach nachgewiesen werden und es zeigte sich eine
Erhohung der inflammatorischen Zytokine, des Growth Factors, der Neutrophile und
Prostaglandine innerhalb der peritonealen Hohle von Frauen mit EM (Donnez et al.,
1998; Sacco et al., 2012; Kralickova und Vetvicka, 2015). All diese Mediatoren sind bei
Frauen mit Endometriose und chronischem UB Schmerz erhdht (Ryan et al., 1995; Barcz
et al., 2000; Bedaiwy et al, 2002; Scholl et al, 2009) und haben die Fihigkeit,
sensorische Nervenendigungen direkt zu aktivieren, was den inflammatorischen
Mechanismus bei der EM als wichtige Rolle in der Schmerzentstehung deklariert (Wu et
al., 2017; Liang et al, 2018). Im Hinblick auf diesen Mechanismus kann davon

95



Diskussion

ausgegangen werden, dass sowohl zu viel Schmerz als auch gar kein Schmerz wihrend

der Menses als pathologisch gewertet werden kann.

Die Forschungsgruppe Lee et al. (2010) versuchte die Wirkung von Prostaglandin E2 auf
die endometriotischen Lédsionen im Hinblick auf die Wachstumsstimulation und
Modifikation der EM-Lésionen zu ermitteln. Hierfiir wurden humane endometriotisch
epitheliale und stromale Zellen in vitro herangezogen und selektiven PGE2 Inhibitoren
ausgesetzt. Dies hatte zur Folge, dass die Zellproliferation in beiden Populationen
blockiert wurde. Diese Studie erbrachte als erste einen direkten molekularen Bezug und
stellt eine bedeutsame Option fiir nicht-Ostrogene und nicht-steroidale Therapieformen
dar. Arosh et al. (2015) setzten die Forschungen an Prostaglandin E2 fort und
postulierten, dass neben dem Wachstum der endometriotischen Lisionen zusitzlich
andere Bereiche beeinflusst werden. Die Angiogenese und Innervation der
endometriotischen Implantate werden gesenkt. Zudem wird das proinflammatorische und
Ostrogenreiche Milieu der EM-Lisionen reduziert. In dem Review von Starzinski-Powitz
(2001) wird beschrieben, dass diese ektopen Lasionen, egal ob durch Implantation oder
Metaplasie entstanden, einer grof3en Plastizitét unterliegen. In dieser fremden Umgebung
entsteht dann der Phenotyp eines endometriotischen Herdes. Auch im Hinblick auf
Bradykinin, wére es von groer Bedeutung weitere in vitro Forschungen voranzutreiben,
um Ausschau fiir dhnliche direkte molekulare Wirkungsmechanismen im Hinblick auf

die Proliferation der endometriotischen Lisionen zu eruieren.
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6 Zusammenfassung

Die Endometriose (EM) ist eine gynédkologische Erkrankung, die durch
endometriotisches Gewebe aullerhalb des Cavum Uteri gekennzeichnet ist. Als
Leitsymptome gelten die Dysmenorrhoe, der chronische Unterbauchschmerz und die
Infertilitit. Nach aktueller Lage ist die Schmerzentstehung bei der Menstruation noch
nicht vollstindig gekldrt. Fehlregulationen des nozizeptiven und neuropathischen
Systems sowie inflammatorische Prozesse werden als relevante Mechanismen
angesehen. In dieser Arbeit wurde versucht, an der Schmerzpathogenese beteiligte
Proteine im Endometrium und den EM-Lésionen nachzuweisen. Dabei liel sich
immunhistochemisch eine signifikant erhohte Expression der Bradykinin-Rezeptoren
Typ 1 und Typ 2 in den endometriotischen Implantaten im Vergleich zu den uterinen
Driisenzellen nachweisen. Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass die Hochregulation
im Zusammenhang mit der Entstehung des Schmerzes steht. Einer der wichtigsten
Liganden der beiden Rezeptoren ist das Bradykinin und wurde quantitativ mittels ELISA
in endozervikalen Proben von insgesamt 102 Patientinnen untersucht. Als
Informationsquelle wurde ein EM-Fragebogen herangezogen, der Symptome und
klinische Fakten beinhaltet. Zwischen den Schmerzen und der Bradykinin-Konzentration
konnte kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden. Bemerkenswert war
jedoch, dass die Einnahme von hormonellen Praparaten mit einer signifikanten Reduktion
der Bradykinin-Konzentrationen in den Endozervikalproben korreliert. Da Hormone als
effektive Schmerztherapie der EM angesehen werden, kdnnte dies darauf hinweisen, dass
Bradykinin einen unterhaltenden Faktor in der Schmerzpathogenese darstellt. Die
verschiedenen Schmerzvariablen der insgesamt 102 Fragebdgen wurden ebenfalls
analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Schmerzqualititen krampfend und
ziehend am haufigsten als beschreibend fiir EM-assoziierte Schmerzen herangezogen
wurden. Dies spricht fiir eine mechanische bzw. Muskel-assoziierte Schmerzform.
Zudem erfolgte die Analyse von 57 neuropathischen Schmerzfragebdgen, die in Bezug
auf die EM-assoziierten Schmerzen angewandt wurden. Dabei lag bei keiner Patientin in
der Endauswertung ein Hinweis fiir einen nozizeptiven Schmerz vor. Die experimentellen
Ergebnisse bekriftigen die Theorie, dass inflammatorische Prozesse einen unterhaltenden
Stimulus in der Schmerzgenese einnehmen und motivieren zu weiteren Untersuchungen

mit der Perspektive einer moglichen Targettherapie zur Schmerzlinderung.
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7 Abstract

Endometriosis (EM) is a benign gynecological disease characterized by endometriotic
tissue outside the cavum uteri. The main symptoms are dysmenorrhoe, infertility and
chronic lower abdominal pain. According to the current scientific situation, the origin of
menstrual pain isn‘t fully understood. Dysregulation of the nociceptiv and neuropathic
systems and inflammatory processes are considered relevant mechanisms. The aim of this
study was to find receptors in the endometrium or endometriotic lesions, which are
involved in the development of pain. Thereby, immunohistochemistry revealed a
significantly increased expression of bradykinin receptor type 1 and type 2 in the
endometriotic implants compared to the uterine glandular cells. This suggests that
upregulation of bradykinin might be related to the development of pain. One of the most
important ligands of these two receptors is bradykinin. This oligopeptid was examined
quantitatively with ELISA in the endocervical samples of 102 patients. An important
information source to the patients was a questionnaire that has been maintained since
2009 and includes symptoms and other clinical facts. No significant relationship was
demonstrated between pain and bradykinin concentrations. However, it was noteworthy
that the use of hormonal contraceptions caused a significant reduction in bradykinin
concentrations in the endocervical samples. Because hormones are considered to be an
effective pain treatment for EM, this may indicate that bradykinin is a maintaining factor
in pain pathogenesis. The different pain variables of the total 102 questionnaires were
also analyzed. It could be shown, that cramping and stabbing were the most common pain
qualities describing endometriosis related pain. This suggests a mechanical or muscle-
associated form of pain. In addition analysis of 57 neuropathic pain questionnaires
applied to endometriosis-associated pain was performed. None of the patients showed
evidence of nociceptive pain in the final evaluation. The experimental results reinforce
the theory that inflammatory processes might be an important stimulus in pain genesis
and motivate further investigations with the perspective of a possible target therapy for

pain relief.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

A DD Abbildung
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ACID Kandle........couvuiiiiiiiiiii i, Acid sensible lonenkanile
AR S American Fertility Society
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ANOV A analysis of variance
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HRP ... Horseradish peroxidase
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ICD...International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems
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11 Anhang

e Freynhagen R., Tolle T.R., Gockel U., Baron R. (2005, Pfizer Pharma GmbH):

PainDETECT: A new screening questionnaire to identify neuropathic

components in patients with back pain.

Endometriose-Fragebogen

Name: Vomame:
Geburtsdatum:
GriBe: Gewicht:

Ist in Ihrer Familie Endometriose bekannt?
Wenn ja, bei wem?

Sind in lhrer Familie gynikologische Krehserkrankungen bekannt?
Wenn ja, bei wem?

Ist in lhrer Familie Magendarmkrebs bekannt?
Wenn ja, bei wem?

Sind in lhrer Familie andere Krebserkrankungen bekannt?
Wenn ja, bei wem?

Rauchen Sie?
Wic viele Zigaretten am Tag?
Seit wicviclen Jahren?

Trinken Sie Alkohol?

Datum
Pat-ID

11Ja oNein 0 Weil nicht
0 GroBmutter

o Murtter

0 Schwester

o Tante

oJa oo Nein 0 WeiB nicht
o GroBmutter

o Mutter

0 Schwester

11 Tante

oJa oNein 1 WeiB nicht
O Mutter

11 Vater

0 Schwester

0 Bruder

o GroBbmurtter

o Grofivater

1 Tante

r Onkel

oJa oNein rn Wei nicht
o Mutter

1 Vater

Schwester

7 Bruder

o GroBmutter

a GroBvater
o Tante
o Onkel

oJa o Nein
B Zigaretten

o Nein

o gelegentlich
O regelmiBig
O ObermiBig
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Welche Anti-Baby-Pille nehmen Sie zur Zeit?
Wenn ja, seit wann nchmen Sie dicse?

Waren Sie schon einmal schwanger? DJa ©Nein
Wenn ja, wie oft?

Wie ist die Schwangerschaft eingetreten? o natiirlich mal
o stimuliert durch Hormone ~ mal
0 Insemination ___mal
oIVF _ mal
n ICSI __mal
o andere __mal
o weil nicht ‘mal

Waurde bei Ihnen bereits kiinstliche Befruchtung durchgefihrt? oJa  0Nein

War diese erfolgreich? . ulJa aNein

Wie wurden dic Kinder entbunden?  Auf natiirlichem Weg, in welchem(n) Jahr{en)? T
Per Kaiserschnitt, in welchem(n) Jahr(en)?
Per vaginaler Operation (Saugglocke oder dhnliches),
in welchem(n) Jahr{cn)?

Wurde bei lhnen cinc Ausschabung nach der Geburt ihres Kindes

durchgefilhrt? oJa i Nein

Wenn ju, in welchem(n) Jahr(cn)? S

Aus welchem Grund wurde die Ausschabung durchgefithrt? 11 Plazentalsungsstorung
r andere:

Bestcht bei Thnen aktuell Kinderwunsch? ocla  oNein

Sind Sie ungewollt kinderlos? i1Ja  0Nein

Wenn ja, seit wann?,

Ist bei Threm Partner diesbeziiglich eine Fruchtbarkeits-

untersuchung durchgefuhrt worden? oJa  oNein
Wenn ja, mit welchem Ergebnis? 1 ohne Befund
o eingeschrinkl

Scit wann besteht Kinderwunsch bei regelmiiBigem Geschlechtsverkehr?

11aben Sie Schmerzen in Zusammenhang mit lhrer Periode? nla  ©Nein
Wenn ja, wann? o vorher
D wihrenddessen
O nachher

Wie stark sind die Schmerzen auf ciner Skala von 1 bis 107
kein Schmerz o o o om0 o0 O stiirkster Schmerz
12345673910

Haben Sie chronische Schmerzen im Unterbauch? nJa  oNein
Wenn ja, wic stark sind die Schmerzen auf ciner Skala von 1 bis 1077

kein Schmerz 0 0 0 00 0 0 0 o stirkster Schmerz
12345678910
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Hatten Sie bereits Darmoperationen in der Vergangenheit?
Wenn ja, in welchem(n) Jahr(en)?

Wurden Si¢ bereits aus anderen,
noch nicht genannten Griinden, am Bauch operiert?
Wenn ja, in welchem(n) Jahr(cn)?

Hatten Sie bereits eine Ausschabung in der Vergangenhcit?
Wenn ja, warum und in welchem(n) Jahr(en)?

Jahr(e)

Vaginal:
Anzahl
Jahr(e)

nJa ©Nen
Bauchschnitte:
Anzahl:
Jahr(e)

Bauchspiegelungen:
Anzahl: :
Jahr(c)

nlJa  oNein
Bauchschnitte:
Anzahl: :
Jahr(c)

Bauchspicgelungen:
Anzahl:
Jahr(e)

oJa ©oNein
Blutungsstdrung:
Diagnostik:
Abort/Abbruch:

In welchem Alter haben Sic das erste Mal Thre Regelblutung bekommen?

In welchem Alter haben sie das erste Mal verhiitet?

Ist Thr Zyklus regelmaBig?

Wie viele Tage davert [hr Zyklus im Durchschnitt?
Wic lange davert Ihre Blutung im Durchschnin?
Wann war ihre letzte Blutung?

Wie beurteilen Sic Thre Blutungsstiirke bei der letzten Menstruation?

Verhiiten Sie zur Zeit?
Wenn ja, wic verhiiten Sie?

Seit wann verhiiten Sic regelmaBig?

oJa o Nein
Tage
Tage

___Datum

1 unveriindert
0O stirker
o schwicher als sonst

oJa i Nein

o Anti-Baby-Pille

o IUP (Spirale)

o Hormonspirale (Mirena)
12 vaginal (Nuvaring)

11 Depot (Spritze/Stibchen)
o Kondom

0 Andere:
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Leiden Sie an Allergien?
Wenn ja, welche?

Sind bei Thnen chronische Erkrankungen
bzw. Vorerkrankungen bekannt?
Wenn ja, welche?

Arbeiten Sie im Schichtdienst?
Wenn ja, scit wann?

Anhang

Ist hei Thnen Endometriose bereits diagnostiziert worden?

Wenn ja, wann?

Wurden Sie bereits aufgrund Ihrer Endometriose operiert?

Wenn ja, in welchem(n) Jahr{en)?

Waurden Sic bereits wegen einer Ovarial-Zyste operiert?

Wenn ja, in welchem(n) Jahr{en)?

Hatten Sie bereits andere gyniikologische
Bauchoperationen in der Vergangenheit?
Wenn ja, in welchem(n) Jahr(en)?

oJa o Nein 1 WeiB nicht [

0 Schmerzmedikamente i

1 Antibiotika [

1 Pllaster, Nickel, [
andere KontaktstofTe

o Heuschnupfen ‘

O Andere: 1

riJa ©Nein o Weil nicht

D Asthma

0 Autoimmunerkrankungen ‘
o Diabetes

11 Bluthochdruck

r Schilddriisenerkrankung

o0 Andere:

oJa oNein

olJa o Nein

ola i Nen
Bauchschnitte:
Anzahl:
Jahr(e):

Bauchspiegelungen:
Anzahl:
Jahr{e):

Vaginal
Anzahl:
Jahr(e):

ola  oNein
Bauchspiegelungen:
Anzshl:

Jahr(e):

wlJa  aNein
Bauchschnitte:
Anzahl:
Jahr(c)

Bauchspiegelungen:
Anzahl:
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Haben Sie Schmerzen beim Wasserlassen? olJa o Nein
Wenn ja, wic stark sind dic Schmerzen auf einer Skala von 1 bis 1077

kein Schmerz 0 0 0 0 0 © o o o O stirkster Schmerz
12345678910

Haben Sie Schmerzen beim Stuhlgang? ola o Nein
Wenn ja, wic stark sind diec Schmerzen auf einer Skala von 1 bis 107?

kein Schmerz 0 0 0 0 0 0 o o0 stiirkster Schmerz
12345673910

Empfinden Sie Schmerzen beim Geschlechtsverkehr? alJa  oNein
Wenn ja, wie stark sind die Schmerzen auf ciner Skala von | bis 10?7

kein Schmerz 0 0 0 0 0 o 0 0 O © stirkster Schmerz
12345678910

Nehmen Sie Schmerzmittel? wla o Nein

Wenn ja, welche? ==

Wenn ja, welche Menge(n)?

Wenn ja, seit wann? —

Wenn ja, wann nehmen Sie die Schmerzmittel? 0 Regelmibig
11 hei Bedarf
1 vor der Periode (Beginn)
o wihrend der Periode

Kannen Sie [hren Schmerz beschreiben?

o berithrungsempfindlich 0 pulsierend

o brennend o reiBend

o diftus o stechend

o hitzeempfindlich o ziehend

i1 krampfend

[Haben Sie dfter Verstopfungen? oJa o Nein

Wenn ja, wie oft, wie lange?

Haben Sie ofter Durchfall? olJa o Nein
Wenn ja, wie ofl, wie lange? -
Haben Sic schon mal Blutauflagerung alJa  oNein

auf Ihrem Stuhlgang festgestellt?

Iaben Sie schon einmal aufgrund Threr olJa  oNein rweiB nicht
Endometriose eine Hormonbehandlung erhalten?
Wenn ja, welche Behandlung haben Sie in welchem Jahr erhalten?
Orale Kontrazeptiva:
GnRH:
1UD (Spirale):
Andere:
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