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Abstract — Deutsch

Einleitung

Die peritoneale Endometriose (pEM) und die Peritonealkarzinose des Ovarialkarzi-
noms (pOC) sind gynakologische Erkrankungen, die das Peritoneum betreffen. En-
dometriose prasentiert sich klinisch mit Schmerzen, wobei keine Korrelation von
Schmerzintensitat und peritonealer Ausbreitung der Erkrankung gesehen werden
kann. Patientinnen mit pOC hingegen geben trotz ausgedehntem peritonealem Befall
zumeist nur unspezifische Beschwerden an. Als Ursache flr die Schmerzentstehung
in pEM wird derzeit ein komplexes Zusammenspiel von nervalen, inflammatorischen
und hormonellen Faktoren angenommen. In dieser Arbeit wurden mogliche
schmerzpathogenetische Mechanismen beider Erkrankungen vergleichend unter-

sucht.

Methoden

Gewebeproben von Patientinnen mit pEM (n=18), pOC (n=15) sowie gesunde Peri-
toneen als Kontrollgruppe (KG, n=15) wurden intraoperativ enthommen. Die Ge-
samtdichte von Nervenfasern wurde in immunhistochemischen Farbungen gegen
Protein Gene Product 9.5 (PGP9.5) beurteilt, die sensible Nervenfaserdichte in Far-
bungen gegen Substanz P (SP). Zudem wurde die Expression der Neurotrophine
Nerve Growth Factor (NGF), Neurotrophin-3 (NT-3) und Brain-Derived Neurotrophic
Factor (BDNF) im Gewebe bestimmt. Weiterhin wurden Peritoneal- (PF) und Aszites-
flussigkeiten (AF) von Patientinnen mit pEM (n=23), pOC (n=25) sowie Patientinnen
mit Uterus myomatosus als KG (n=20) entnommen. Mittels Western Blot wurde die
Expression der Neurotrophine NGF, NT-3 und BDNF in den PF/AF bestimmt und
mittels Elektrochemilumineszenz-Immunoassay die Ostrogenkonzentration ermittelt.
In einem neuronalen Wachstums-Assay wurde die Neuritenaussprossung sensibler

Huhnerembryoganglien inkubiert in den PF/AF untersucht.

Ergebnisse
Es konnten signifikant mehr PGP9.5-positive und SP-positive Nervenfasern in pEM
gesehen werden im Gegensatz zur pOC. In den Gewebeproben zeigten sich NGF

und BDNF sowohl in pEM als auch pOC signifikant erhéht exprimiert im Vergleich zur
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KG. Fur NT-3 konnten keine signifikanten Unterschiede ausgemacht werden. In den
PF/AF konnten NGF, NT-3 und BDNF in allen drei Gruppen nachgewiesen werden,
jedoch wurden keine signifikanten Konzentrationsunterschiede gesehen. Ostrogen
konnte in signifikant hoherer Konzentration in pEM im Vergleich zur pOC ermittelt
werden. Ein Aussprossen von Neuriten aus den in PF/AF inkubierten sensiblen Huh-

nerembryoganglien war vergleichbar ausgepragt in pEM und pOC.

Schlussfolgerung

Die Nervenfaserdichte ist in pEM signifikant hoher als in pOC. Diese Beobachtung
passt zu den divergenten Schmerzbildern beider Erkrankungen und es ist damit
denkbar, dass Nervenfasern an der Schmerzentstehung in pEM beteiligt sind. Das
Aussprossen sensibler Ganglien inkubiert in PF von pEM und AF von pOC lasst neu-
romodulatorische Eigenschaften dieser Flussigkeiten erkennen. Wahrend Neurotro-
phine und Ostrogen in pOC keinen Einfluss auf das Nervenfaserwachstum zu haben
scheinen, konnten diese in pEM die erhohte Innervation und die ausgepragte

Schmerzklinik erklaren.
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Abstract — English

Introduction

Peritoneal endometriosis (pEM) and peritoneal carcinomatosis in ovarian cancer
(pOC) are gynecological diseases affecting the peritoneum. Endometriosis commonly
presents with pain, but no correlation is seen between intensity of pain and peritoneal
extent of the disease. Whereas patients with pOC just report on unspecific complains
even with extended peritoneal spread. Currently, the origin of pain in pEM is as-
sumed to arise from interaction of neural, inflammatory and hormonal factors. In this
study, the possible mechanisms of pain genesis of both diseases were investigated

by comparison.

Methods

Tissue samples of patients with pEM (n=18), pOC (n=15) and healthy peritonea as
controls (KG, n=15) were collected during surgery. The total nerve fiber density was
assessed by immunohistochemical stainings against Protein Gene Product 9.5
(PGP9.5), the sensory nerve fiber density by stainings against Substance P (SP). In
addition, the expression of the neurotrophins Nerve Growth Factor (NGF), Neurotro-
phin-3 (NT-3) and Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) was determined in tis-
sue samples by immunohistochemistry. Furthermore, peritoneal (PF) and ascites
fluids (AF) were collected of patients with pEM (n=23), pOC (n=25) and patients with
uterine fibroids as controls (n=20). By Western Blot analysis the expression of neuro-
trophins in PF/AF was evaluated. The estrogen concentration in PF/AF was specified
using the electrochemiluminescence immunoassay. A neuronal growth assay was
carried out to estimate neurite outgrowth of chicken sensory ganglia incubated in
PF/AF.

Results

Significantly more PGP9.5-positive and SP-positive nerve fibers were seen in pEM in
contrast to pOC. In tissue samples, NGF and BDNF showed to be significantly higher
expressed in pEM and pOC in comparison to controls. For NT-3, no differences could
be observed between the groups. Moreover, NGF, NT-3 and BDNF were determined

in PF/AF, but no significant differences in concentration were seen. The estrogen



Xvi

concentration was significantly higher in pEM compared to pOC. The neurite out-
growth of sensory chick ganglia incubated in PF/AF was comparable in pEM and
pOC.

Conclusion

Nerve fiber density in pEM is significantly elevated in contrast to pOC. That observa-
tion fits to the diverging pain experiences of both diseases and therefore it is con-
ceivable that nerve fibers participate in genesis of pain in pEM. The outgrowth of
sensory ganglia incubated in PF of pEM and AF of pOC indicates neuromodulatory
characteristics of these fluids. While neurotrophins and estrogen do not seem to in-
fluence nerve fiber outgrowth in pOC, they could explain the elevated innervation and

distinct pain symptoms in pEM.



1 EINLEITUNG

1.1 Das Peritoneum

Das Peritoneum ist die groRte serdse Membran des menschlichen Koérpers und kleidet
die Peritonealhohle aus. Dabei gliedert sich das Peritoneum in ein parietales Blatt, das
der aulderen Bauchwand von innen anliegt, und ein viszerales Blatt, das die inneren
Organe als auferste Schicht umgibt.

Das parietale Peritoneum wird somatisch innerviert. Der somatische Schmerz ist typi-
scherweise lokal umschrieben, spitz, dauerhaft prasent und von Lage und Bewegung
abhangig. Das viszerale Peritoneum ist durch viszerale sensorische Afferenzen inner-
viert, welche gemeinsam mit autonomen Nerven verlaufen. Viszerale Schmerzen sind
diffus, bohrend, treten zumeist intermittierend auf und gehen mit vegetativen Sympto-
men wie Unruhe, Ubelkeit und Schwitzen einher.

Erkrankungen des Peritoneums konnen mit verschiedenartigen Schmerzen einherge-
hen. Akute und starke Schmerzen etwa ruft eine Peritonitis bei akut perforierter Appen-
dizitis hervor. Neoplasien des Peritoneums hingegen verursachen zumeist kaum oder
wenig spezifische Schmerzen.

Histologisch baut sich das Peritoneum aus dem einschichtigen plattenepithelialen Me-
sothel auf, das einer Basallamina aufliegt. Darunter befindet sich die bindegewebige
Lamina propria serosae, die BlutgefaRe, LymphgefaRe und Nerven fihrt. Uber Orga-
nen, die aufgrund unterschiedlicher Fullstande ihre GroRe anpassen mussen, findet
sich zudem als unterste Schicht des Peritoneums die Tela subserosa, eine bindegewe-
bige Verschiebeschicht [1, 2]. Die Mesothelzellen werden von Desmosomen zusam-
mengehalten, Tight Junctions zwischen den Zellen regulieren den parazellularen Flus-
sigkeitstransport durch das Mesothel [3] (s. Abbildung 1).

Das Peritoneum produziert eine viskose Flussigkeit, welche zwischen dem parietalen
und dem viszeralen Blatt des Peritoneums die Reibung dieser aneinander reduziert.
Diese sogenannte Peritonealflissigkeit tritt als Transsudat aus den in der Lamina prop-
ria serosae befindlichen Gefallen aus und gelangt Uber das Mesothel in die Peritoneal-
hohle. Physiologisch ist eine intraperitoneale Flussigkeitsmenge von wenigen Milliliter
bei Frauen und noch einmal deutlich weniger bei Mannern [4, 5]. Diese zirkuliert durch
die Peritonealhdhle, angetrieben durch die wechselnden intraabdominellen Dricke im

Atemzyklus [6]. Die Peritonealflissigkeit enthalt neben Wasser, Elektrolyten, Proteinen



und geldsten Stoffen auch Zellen. So konnten Mesothelzellen und Fibroblasten, aber
auch Immunzellen nachgewiesen werden [1, 7]. Die Reabsorption der Peritonealflus-
sigkeit und ihrer Bestandteile erfolgt vorrangig Uber die Lymphgefalie des Peritoneums,
wobei der Groliteil Gber das am Zwerchfell gelegene Peritoneum wieder aufgenommen
wird. Vereinfacht wird dieser Prozess durch peritoneale Spaltéffnungen, die Peritoneal-
hohle und Lymphgefald naher zueinander bringen [8].

Das Peritoneum dient dartber hinaus auch als physikalische Barriere und schitzt die
umliegenden Organe vor schadlichen Einflissen sowie Erregern aus der Peritonealhdh-
le. In der Lamina propria serosae befinden sich zudem Zellen des retikulohistiozytaren
Systems wie Makrophagen und Zellen der spezifischen Abwehr wie T-Lymphozyten.
Sie sind linear unterhalb des Mesothels sowie um die BlutgefalRe angeordnet [9]. Zu-
sammen mit den frei in der Peritonealflissigkeit vorliegenden Immunzellen rufen sie im
Falle einer Fremdeinwirkung eine abwehrende Immunreaktion im Peritoneum hervor.
Die Pathologien des Peritoneums konnen vielfaltige Ursachen haben. In der Gynakolo-
gie sind zwei Erkrankungen des Peritoneums von Bedeutung: die Endometriose und
das Ovarialkarzinom. Gehen diese beiden Erkrankungen mit einem Befall des Peri-
toneums einher, so wird von ihnen als peritoneale Endometriose bzw. Peritonealkarzi-
nose bei Ovarialkarzinom gesprochen. Neben der gemeinsamen Lokalisation im Peri-
toneum unterscheiden sich diese Erkrankungen wesentlich in ihrer klinischen Prasenta-

tion und dem Auftreten von Schmerzen.
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Abbildung 1: Schematische und bildliche Darstellung des gesunden Peritoneums.

(A) Schematische Darstellung von Mesothelzellen, Basalmembran und Lamina propria sero-
sae mit den dort befindlichen Zellen und Strukturen. (B) Bildliche Darstellung von Mesothel
und Lamina propria serosae mit den dort befindlichen BlutgefaRen. Aufnahme des Bildes in
200facher VergroRRerung. Ein MaRRstabsbalken mit 100um wurde eingeflgt.



1.2 Endometriose

Endometriose ist eine gutartige Ostrogen-abhangige Erkrankung, bei der sich Endomet-
rium-artiges Gewebe aullerhalb des Cavum uteri findet. Sie nimmt haufig einen chroni-
schen Verlauf, wobei entzindliche Prozesse von Bedeutung sind. Circa 10% der Frau-
en im reproduktiven Alter sind betroffen [10]. Aufgrund der aufwendigen Diagnostik zur
definitiven Diagnosestellung muss aber von einer weit hOheren Pravalenz ausgegangen
werden.

Die Atiologie der Endometriose ist bislang ungeklart. Verschiedene Theorien liefern Er-
klarungsversuche. Am weitesten verbreitet ist die Transplantationstheorie nach Samp-
son, bei der eine retrograde Menstruation Uber die Tube mit anschlieRender Verstreu-
ung von Endometriumzellen Uber die Bauchhohle und Implantation an anderer Stelle
angenommen wird [11]. Allerdings kann keine Theorie fur sich allein die Erkrankung in
ihrer Gesamtheit begriinden.

Klinisch manifestiert sich eine Endometriose typischerweise durch Schmerzen wie
Dysmenorrhd, Dyspareunie, Dyschezie, Dysurie und Unterbauchschmerzen, wobei die-
se Schmerzen interindividuell sehr unterschiedlich ausgepragt sein kdénnen. Zudem
kann die Erkrankung im Rahmen einer Fertilitatsstorung auffallen [12]. Diese Symptome
konnen die Lebensqualitat der Patientinnen erheblich beeintrachtigen. Aber auch
asymptomatische Zufallsbefunde sind nicht selten.

Die Diagnose kann nur operativ gestellt werden und wird im Idealfall durch eine histolo-
gische Aufarbeitung entnommener Endometrioselasionen gesichert. Eine Endometrio-
selasion besteht histologisch aus Drisenepithel umgeben von Stromazellen, glatten
Muskelzellen und Makrophagen (s. Abbildung 2).



Abbildung 2: Bildliche Darstellung einer peritonealen Endometrioselasion.

Darstellung vom Mesothel des Peritoneums sowie von Epithel und Stroma der Endometrio-
selasion. Aufnahme des Bildes in 200facher Vergrof3erung. Ein Malstabsbalken mit 100pum
wurde eingeflgt.

Je nach Lokalisation werden drei Formen unterschieden: Endometriosis genitalis inter-
na (Adenomyose) bezeichnet Endometriose im Myometrium des Uterus, Endometriosis
genitalis externa umfasst alle Endometrioseherde der Genitalorgane im kleinen Becken.
Infiltrative Herde der Blase oder des Darms sowie Lasionen aulderhalb des kleinen Be-
ckens werden als Endometriosis extragenitalis zusammengefasst. Tief infiltrierende
Herde werden mittels ENZIAN-Klassifikation eingeteilt [13]. Fir die Endometriosis geni-
talis externa gibt es die international anerkannte Klassifikation der '"American Society of
Reproductive Medicine', in der die Endometriose je nach Ausdehnung in vier rASRM-
Stadien eingeteilt wird [14].

Therapeutisches Ziel ist es die Symptomatik zu verbessern sowie das Fortschreiten der
Erkrankung zu verhindern. Dazu werden chirurgische und medikamentose Ansatze ver-
folgt. Es muss individuell abgewogen werden, ob eine chirurgische Intervention mit
moglichst vollstandiger Entfernung aller Endometrioseldsionen notwendig ist und den
Nutzen einer rein medikamentosen Therapie Ubersteigt. Auch die hohen Rezidivraten
nach Operation mussen in die Entscheidungsfindung einbezogen werden [15]. Dieses
Risiko kann jedoch durch orale Kontrazeptiva reduziert werden [16]. Medikamentds wird

in erster Linie versucht hormonelle Situationen zu simulieren, in denen der Zyklus und



die Menstruation unterdrickt werden. So kommen kombinierte orale Kontrazeptiva,
Progestine, GhnRH-Analoga und Testosteronderivate zur Anwendung [17]. Hierbei sind
in erster Linie die Nebenwirkungen limitierend. Zur Schmerzreduktion kommen zusatz-
lich nichtsteroidale Antirheumatika zum Einsatz, deren Wirksamkeit allerdings unzu-
reichend belegt ist [18].

Endometriose verursacht hohe Kosten und belastet so die Gesellschaft. Die Kosten
setzen sich zusammen aus den direkten Ausgaben flr Diagnostik und Therapie der
Erkrankung und den indirekten Ausgaben, die beispielsweise hinsichtlich reduzierter

Lebensqualitat und Arbeitsausfallen entstehen [19].

1.2.1 Peritoneale Endometriose

Das peritoneale Auftreten von Endometriose kann als Endometriosis genitalis externa
eingeordnet werden. Am haufigsten findet sich die peritoneale Endometriose im Bereich
des kleinen Beckens, insbesondere im Douglas-Raum zwischen Uterus und Rektum
[20]. Das Peritoneum des kleinen Beckens ist Teil des parietalen Blattes und somit sen-
sibel innerviert.

Ausgehend von Sampsons Theorie der retrograden Menstruation wird angenommen,
dass sich die in die Peritonealhdhle gelangten Endometriumzellen im Peritoneum an-
siedeln [11]. Dazu mussen die Zellen in die Peritonealhdhle einwandern, an das Peri-
toneum binden und im Peritoneum ansassig werden, um dort inr Uberleben zu sichern.
Der Ablauf dieser Etablierung von Endometriosezellen im Peritoneum konnte bislang
nicht zusammenhangend aufgezeigt werden. Verschiedene Mechanismen scheinen im
Prozess beteiligt zu sein, wobei vermutlich sowohl Veranderungen an den Mesothelzel-

len als auch Veranderungen an den ektopen Endometriumzellen von Bedeutung sind.

1.2.2 Mechanismen der Schmerzpathogenese der Endometriose

Hat sich die Endometriose im Gewebe etabliert, so verursacht sie oftmals Schmerzen.
Insbesondere geben Frauen mit Endometriose zyklusabhangige oder chronische Dys-
menorrh6 und Unterbauchschmerzen an. Zudem liegt haufig eine Kombination von ver-
schiedenen Schmerzsymptomen vor [21]. Paradoxer Weise lasst sich kein Zusammen-

hang sehen zwischen der Schmerzintensitat und dem Ausmal} der Endometriose [22,



23]. Auch wenige und kleine Endometrioseherde kdnnen ausgepragte Schmerzen ver-
ursachen.

Die Pathogenese der Schmerzen in Endometriose ist in ihrer Gesamtheit bislang unge-
klart. Es konnten verschiedene Faktoren ausgemacht werden, von denen ein Einfluss
auf die Entstehung des Schmerzes bei Endometriose angenommen wird. Als bedeut-
same Faktoren werden insbesondere Entziindungsprozesse, Steroidhormone wie Ost-

rogen, Nervenfasern sowie Neurotrophine angesehen.

1.2.2.1 Chronische Entziindung in Endometriose

Peritoneale Endometrioselasionen gehen mit Entziindungsprozessen einher. So konn-
ten vermehrt Immunzellen, aber auch proinflammatorische Mediatoren in der Umge-
bung von Endometrioselasionen gefunden werden.

Hierbei wird den Makrophagen ein wesentlicher Beitrag zugesprochen. Makrophagen
konnten verschiedentlich sowohl im Gewebe um Endometrioselasionen, als auch in den
Peritonealflissigkeiten von Frauen mit Endometriose in gesteigerter Zahl und vermehrt
aktiviert im Vergleich zu gesunden Frauen ohne Endometriose nachgewiesen werden
[24-28].

Makrophagen in aktivierter Form sezernieren als ein Bestandteil des zellularen Immun-
systems Immunmediatoren und rufen eine Entziindung hervor. Denkbarerweise unter-
halt diese Entziindungsreaktion die Endometrioselasion. Zum anderen sezernieren
auch peritoneale Endometrioselasionen selbst proinflammatorische Mediatoren, die
sich dann ebenso in der vom Peritoneum gebildeten Peritonealflissigkeit wiederfinden.
In den Peritonealflissigkeiten von Frauen mit Endometriose konnten im Vergleich zu
gesunden Frauen veranderte Mengen einer Reihe von Immunmediatoren festgestellt
werden [29-34]. Einige dieser Mediatoren locken wiederum chemotaktisch Immunzellen
wie Makrophagen an. Fur diese sich gegenseitig stimulierenden Mechanismen wird ein
wesentlicher Beitrag zur Aufrechterhaltung der Erkrankung mit chronischem Verlauf
angenommen.

Zudem gibt es Hinweise, dass uUber proinflammatorische Mediatoren freie Endigungen
sensorischer Nervenfasern aktiviert und sensitiviert werden [35-37]. In entzindetem
Gewebe findet sich zudem vermehrt das Neurotrophin Nerve Growth Factor (NGF). Es
wird davon ausgegangen, dass NGF Uber Neuropeptide wie Substanz P (SP) ebenfalls

sensorische Nervenfasern aktiviert [38, 39]. Ferner ist NGF wiederum an Entzindungs-



reaktionen beteiligt [40, 41]. So konnten die Entzindungsprozesse in Endometriose
auch zur Schmerzentstehung der Erkrankung und zum chronischen Schmerzsyndrom

beitragen.

1.2.2.2 Bedeutung von Ostrogen in der Pathogenese der Endometriose

Hormone spielen im Zusammenhang mit Endometriose eine zentrale Rolle, allen voran
das Ostrogen. Es ist allgemein bekannt, dass das Endometrium Ostrogen-sensibel ist
und Ostrogen Uiber seine Rezeptoren die Proliferation des Endometriums stimuliert [42-
44). Gleichermafen nimmt Ostrogen Einfluss auf Endometriosezellen [45]. Einige klini-
sche Aspekte untermauern diesen Einfluss von Ostrogen auf Endometriose. So wird
Endometriose im Wesentlichen bei Frauen im reproduktiven Alter diagnostiziert, also in
der Phase der ovulatorischen Zyklen mit Produktion von Ostrogen im Ovar [46]. Dies
spiegelt auch das klinisch Uberwiegend zyklische Beschwerdemuster der Erkrankung
wieder. Zudem wirkt sich eine geringere Zahl an ovulatorischen Zyklen gunstig aus.
Multiparitat senkt das Risiko an einer Endometriose zu erkranken und auch die hormo-
nelle Endometriosetherapie zielt mit dem Unterbinden ovulatorischer Zyklen auf eine
Senkung des Ostrogenspiegels ab [17, 47].

Ostrogen aber wird bei an Endometriose erkrankten Patentinnen nicht nur im Ovar ge-
bildet, sondern auch von der Endometrioselasion selbst Uber das Enzym Aromatase,
welches in Endometriose verstarkt exprimiert wird [48, 49]. Die Synthese von Aromata-
se wird Uber Prostaglandin E2 (PGEZ2) stimuliert und PGE2 wiederum wird mithilfe des
Enzyms Cyclooxygenase 2 (COX-2) gebildet [50-52]. Sowohl PGE2 als auch COX-2
liegen in ektopen Endometrioselasionen sowie im Endometrium von Endometriosepati-
entinnen erhéht vor [53, 54]. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass Ostrogen die
Expression von COX-2 im Sinne einer positiven Ruckkopplung erhdoht und in der Folge
eine kreisende Verstarkung besteht [55, 56].

PGE2 agiert als wichtiger Mediator bei Entzindung. Die Synthese von PGE2 wird durch
die Entzindungsreaktion vorangetrieben. So stimulieren die bei Endometriose vermehrt
vorkommenden Immunzellen wie Makrophagen und Immunmodulatoren wie Zytokine
die COX-2- und somit auch die PGE2-Synthese [57-59].

Weiterhin wird fiir Ostrogen ein Einfluss auf sensible Neuronen angenommen [60-62].

Ostrogen konnte diese direkt aktivieren oder aber deren Sensitivierung bewirken, so



dass das Hormon womoglich auch unmittelbar an der Schmerzentstehung in Endomet-
riose beteiligt ist.

1.2.2.3 Nervenfasern in Endometriose

In der direkten Umgebung von peritonealen Endometrioselasionen wurden vermehrt
Nervenfasern mittels immunhistochemischer Farbung des Panmarkers Protein Gene
Product 9.5 (PGP9.5) nachgewiesen. Zudem wurde gezeigt, dass sich mehr Nervenfa-
sern in der nahen Umgebung zur Lasion finden als in der nicht betroffenen Peripherie.
Mit spezifischen Farbungen konnten diese Nervenfasern naher charakterisiert werden.
Nervenfasern in peritonealer Endometriose erwiesen sich unter anderem positiv fur
Substanz P (SP) und Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP), beides Marker fur sen-
sorische Nervenfasern mit Vorkommen in schmerzleitenden Ad- und C-Fasern. Weiter-
hin konnte Neurofilament (NF) nachgewiesen werden, ein Marker fur myelinisierende
Nervenfasern [63-66].

Die Positivitat der Nervenfasern fur Growth Associated Protein 43 (GAP-43), ein Marker
fur Nervenwachstum, deutet auf ein Neueinsprossen von Nervenfasern in Endometrio-
selasionen hin. Unterstitzt wird diese Annahme durch den gemeinsamen Verlauf der
Nervenfasern mit kleinen unreifen Blutgefal3en abseits der grof3en Blutgefalde [65].

In einem experimentellen Modell wurde bei Ratten operativ eine Endometriose indu-
ziert, so dass typische Endometriose-assoziierte Symptome auftraten. Das mittels Im-
munhistochemie nachgewiesene Einsprossen von sensiblen Nervenfasern um die En-
dometrioselasionen lasst ebenfalls auf eine selbststandige und unabhangige Innervati-
on schlielen [67].

Sensorische Nervenfasern schaffen ein proinflammatorisches Milieu, wahrend sympa-
thische Nervenfasern in chronischer Entzindung antiinflammatorisch wirken kdnnen
[68]. In peritonealen Endometrioselasionen scheint ein Missverhaltnis von sensiblen
und sympathischen Nervenfasern vorzuliegen, mit einer im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhdhten sensiblen und verminderten sympathischen Nervenfaserdichte. Auch die Aus-
sprossung von Nervenfasern aus Huhnerembryoganglien, inkubiert in Peritonealfllissig-
keit von an Endometriose erkrankten Frauen, stellte sich fur sensible Ganglien verstarkt
und flr sympathische Ganglien verringert da [69].

Eine Korrelation von Klinik und Nervenfaserdichte wird angenommen. In peritonealen

Endometrioselasionen von Patientinnen mit Angabe starker Schmerzen konnte eine
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signifikant hohere Gesamtnervenfaseranzahl als bei Patientinnen mit geringerer
Schmerzsymptomatik nachgewiesen werden [64]. Ebenso konnte ein hormoneller Ein-
fluss auf die Nervenfaserdichte aufgezeigt werden. In Patientinnen mit Endometriose,
die sich einer hormonellen Behandlung unterzogen, wurde eine geringere Nervenfaser-
dichte in Endometrium, Myometrium und peritonealen Endometrioselasionen gezahlt
als bei Patientinnen mit Endometriose ohne Hormontherapie [70, 71]. Die Untersuchung
peritonealer Endometrioselasionen in den Phasen des weiblichen Zyklus lie keine Un-
terschiede in der Anzahl der Nervenfasern zwischen den verschiedenen Phasen erken-
nen [72].

Nervenfasern in Endometriose scheinen direkt an der Schmerzpathogenese beteiligt,

als auch im Rahmen der chronischen Entziindungsreaktion von Bedeutung zu sein.

1.2.2.4 Neurotrophine in Endometriose

Neurotrophine sind wichtige Signalfaktoren im Nervensystem, die Uberleben, Wachs-
tum und Funktion von Nervenzellen sichern, aber auch den programmierten Zelltod ein-
leiten kdénnen. Die Wirkung der Neurotrophine ist dabei abhangig von der Entwick-
lungsphase des Lebewesens, der Abstammung der Nervenzellen, der Affinitat der Neu-
rotrophine am Rezeptor sowie der Rezeptor-Dichte bzw. dem Verhaltnis der Rezepto-
ren zueinander. Zu den Neurotrophinen zahlen unter anderen der Nerve Growth Factor
(NGF), der Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) und Neurotrophin-3 (NT-3). Als
Rezeptoren dienen allen Neurotrophinen der Nerve Growth Factor Receptor p75
(NGFRp75). Die Tyrosinkinase-Rezeptoren A, B und C (TrkA, TrkB, TrkC) bevorzugen
jeweils nur einzelne Neurotrophine. NGF ist vorrangig Ligand an TrkA, BDNF an TrkB
und NT-3 an TrkC [73-75].

Inzwischen sind neben neurotrophen Eigenschaften auch weitere Funktionen der Neu-
rotrophine bekannt. NGF als Hauptvertreter der Neurotrophine regt nicht nur das Ner-
venwachstum an, sondern wird auch ein Einfluss im Rahmen von Entziindung und der
Entstehung von Schmerz zugeschrieben. Hinweise geben das erhéhte Vorkommen von
NGF in entzindeten Regionen, die Stimulation von Mastzellen zur Degranulation mit
Freisetzung von Entzindungsmediatoren, die Synthese von SP und CGRP sowie die
Sensitivierung von Nozizeptoren. Diese Zusammenhange wurden bereits untersucht
und deuten darauf hin, dass NGF als Schmerzmediator bei Entziindung agiert [38, 76-

79]. Die Neurotrophine BDNF und NT-3 sind bislang weniger detailliert erforscht. Die
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Synthese von BDNF scheint durch Entzindungsreize als auch durch NGF stimuliert zu
werden. So konnte BDNF zur Schmerzentstehung beitragen [78, 80-82]. Fur NT-3 hin-
gegen lielen sich in Studien sowohl anti- als auch pronozizeptive Effekte feststellen
[77,78, 83].

Der Einfluss von Neurotrophinen auf das Einsprossen von Nervenfasern wurde fur die
Endometriose untersucht. Alle Neurotrophine konnten in peritonealen Endometriosela-
sionen von Patientinnen mit Endometriose nachgewiesen werden [84]. Allerdings wie-
sen weitere Studien widersprichliche Ergebnisse auf. In Lasionen peritonealer Endo-
metriose konnte NGF nachgewiesen werden [63, 65]. In einem Wachstums-Assay
konnte ein Nervenwachstum aus Huhnerembryoganglien inkubiert in Peritonealflissig-
keit von Patientinnen mit Endometriose beobachtet und mittels NGF-Inhibitor anschlie-
Rend wieder reduziert werden [85, 86]. Zudem konnten Endometrioselasionen positiv
fur NGFRp75 gefarbt werden [63, 70].

Neurotrophine konnten somit direkte neurotrophe Effekte auf Nervenfasern haben als
auch Anteil an der Entzindungsreaktion in Endometriose nehmen und folglich zur

Schmerzentstehung beitragen.

1.2.2.5 Zusammenfassung der zum Schmerz fiihrenden Mechanismen

Die Klinik der Endometriose ist gepragt durch das Auftreten von Schmerzen, wobei die
Schmerzintensitat nicht mit der Ausbreitung der Erkrankung korreliert. Gegenwartig ist
die Schmerzpathogenese der Endometriose in ihrer Komplexitat nicht vollstandig ver-
standen. Es wird angenommen, dass insbesondere sensible Nervenfasern eine wesent-
liche Rolle spielen. Die Aktivierung und Sensitivierung dieser sensiblen Nervenfasern
konnte durch Neurotrophine wie NGF als auch durch chronische Entziindungsprozesse
und Hormone wie Ostrogen stimuliert werden. Die Interaktion eben dieser verschiede-
nen Faktoren miteinander konnte auch zu der individuell unterschiedlichen

Schmerzsymptomatik beitragen.
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1.3 Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom zahlt mit knapp 3% der jahrlichen Neuerkrankungen in den USA
zu den eher selten vorkommenden Karzinomen des weiblichen Geschlechts, ist aber
trotz alledem die flnfthaufigste Todesursache unter den Krebserkrankungen bei der
Frau [87].

Die Einteilung in Stadien erfolgt anhand der TNM-Klassifikation oder alternativ der
Klassifikation der International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO), wobei
die Stadien beider Klassifikationssysteme einander entsprechen [88]. Zudem werden
epitheliale Tumoren von Keimzelltumoren und Keimbahn-Stroma-Tumoren unterschie-
den. Die mit Abstand am haufigsten vorliegenden epithelialen Tumoren werden weiter-
hin unterteilt, wobei sich vor allem der serose und der muzinése Subtyp finden lassen
[89].

Das Ovarialkarzinom prasentiert sich klinisch meist mit wenig spezifischen Symptomen.
Zudem treten in fruhen Stadien weniger Symptome auf als in fortgeschrittenen Stadien
[90]. Demzufolge ist das fruhzeitige Stellen der Diagnose erschwert. Haufig liegt dann
bei initialer Diagnose bereits ein fortgeschrittenes Stadium FIGO [l oder IV mit Ausbrei-
tung aulRerhalb des kleinen Beckens vor. Das Stadium der Erkrankung steht in enger
Verbindung mit der Uberlebensrate. Wird die Diagnose in frilhen Stadien gestellt, so
haben diese Frauen weitaus bessere Uberlebenschancen als Frauen mit fortgeschritte-
nem Ovarialkarzinom [91, 92].

Einige Studien haben versucht die klinische Prasentation des Ovarialkarzinoms zu er-
fassen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnten Symptome ausgemacht werden, die
sich bei initialer Diagnose eines Ovarialkarzinoms mit diesem als assoziiert erwiesen.
Zu den bei Ovarialkarzinom auftretenden Symptomen zahlen vor allem unspezifische
gastrointestinale Symptome wie abdominelle Schmerzen, Zunahme des Bauchumfan-
ges und Vollegefuhl sowie systemische Zeichen eines Tumorgeschehens wie Ge-
wichtsverlust, Kurzatmigkeit und Fatigue. Auch Symptome ausgehend vom Urogenital-
trakt wie Unterbauchschmerzen und Harndrang wurden beschrieben. Allerdings beste-
hen Unterschiede zwischen den Studien, was den Nutzen in der klinischen Identifikation
der Frauen mit erhohtem Risiko fur ein Ovarialkarzinom einschrankt [93-95].

Die Diagnose kann nur durch operative Beurteilung und histopathologische Untersu-
chung gestellt werden. Klinische Prasentation, Untersuchung und Bildgebung kdnnen

dabei Anlass zum operativen Staging geben. Fur die Bildgebung hat dabei der transva-
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ginale Ultraschall die hochste Aussagekraft. Der Ultraschall zusammen mit dem beim
Ovarialkarzinom meist erhdhten Tumormarker Cancer-Antigen 125 (CA-125) wurden
als Parameter fUr ein Screening zur frihzeitigen Diagnostik untersucht, ein durchschla-
gender Erfolg konnte hierbei allerdings nicht erzielt werden [96-98].

Die radikale Operation mit dem Ziel der Tumorfreiheit steht therapeutisch an erster Stel-
le. Eine anschlielRende platinhaltige Chemotherapie verbessert zumeist die Prognose.

1.3.1 Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms

Unter dem Begriff Peritonealkarzinose wird das Vorliegen von malignen Tumorzellen im
Peritoneum verstanden. Diese Tumorzellen kdnnen primar aus dem Peritoneum stam-
men, wesentlich haufiger allerdings sind Tumoren aus dem Bauchraum der Ausgangs-
punkt. In der Gynakologie ist das Ovarialkarzinom als Ursache sekundarer Absiedlun-
gen im Peritoneum von Bedeutung. Eine Peritonealkarzinose ist beim Ovarialkarzinom
zumeist mit einem fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung vergesellschaftet, wird
jedoch in 60-80% der Falle bereits bei Erstdiagnose vorgefunden. Damit ist die Peri-
tonealkarzinose beim Ovarialkarzinom deutlich haufiger anzutreffen als in anderen Enti-
taten. Auch Rezidive des Ovarialkarzinoms finden sich haufig im Peritoneum wieder
[99, 100].

Wenn bei Tumoren allgemeinhin sonst oftmals die hamatogene und lymphogene Meta-
stasierung im Vordergrund steht, so wird inzwischen davon ausgegangen, dass die Pe-
ritonealkarzinose beim Ovarialkarzinom durch intraperitoneale Dissemination von Tu-
morzellen verursacht wird. Dazu mussen sich die Tumorzellen aus dem Primartumor
|I6sen. In der Peritonealhdhle werden sie von der Peritonealflissigkeit verteilt und mus-

sen sich dann an das Peritoneum anheften.

1.3.2 Mechanismen der Schmerzpathogenese der Peritonealkarzinose

bei Ovarialkarzinom

Die klinischen Symptome des Ovarialkarzinoms sind unspezifisch. Das verdrangende
Wachstum einer Peritonealkarzinose kann mit Stérungen der jeweils betroffenen Or-
ganstruktur einhergehen und so beispielsweise eine Stenose des Darmes hervorrufen.
Auch die vermehrte Ansammlung von Flussigkeit in der Peritonealhdhle (Aszites) kann

mit einer Zunahme des Bauchumfanges, Vollegefuhl sowie abdominellen Beschwerden
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wie Schmerz einhergehen. Jedoch sind diese Zeichen keinesfalls pathognomisch und
treten auch nicht regular in Erscheinung [99].

Beschwerden und Schmerzen, die durch die Peritonealkarzinose eines Ovarialkarzi-
noms hervorgerufen werden kdnnen, sind bislang nicht hinsichtlich pathogenetischer
Mechanismen untersucht worden. Ob Schmerzen Uberhaupt primar durch eine Manifes-
tation der Peritonealkarzinose im Peritoneum ausgelost werden scheint unklar. Viel-
mehr kdnnten Schmerzen vorrangig sekundar durch Befall der viszeralen Organe be-

dingt sein.

1.4 Fragestellung

Das Peritoneum ist eine serdose Haut und kleidet die Peritonealhdhle aus. Das parietale
Blatt des Peritoneums wird somatisch innerviert, das viszerale Blatt durch viszerale
sensorische Afferenzen. Die Erkrankungen des Peritoneums sind vielfaltiger Genese.
Sie konnen mit Schmerzen einhergehen, jedoch ist neben der Innervation wenig uber
die Schmerzpathomechanismen der Erkrankungen des Peritoneums bekannt.

Aus gynakologischer Sicht sind die peritoneale Endometriose und die Peritonealkarzi-
nose des Ovarialkarzinoms als Pathologien des Peritoneums von Relevanz. Bei beiden
Erkrankungen wird angenommen, dass sich die Zellen sekundar im Peritoneum etablie-
ren. Klinisch charakteristisch fur die Endometriose sind in erster Linie Schmerzen, wo-
bei schon kleinste peritoneale Endometrioselasionen beachtliche Schmerzen verursa-
chen kdnnen. Dahingegen tritt eine Peritonealkarzinose, wie sie bei bereits fortgeschrit-
tenem Ovarialkarzinom haufig und grof3flachig ausgedehnt zu finden ist, meist nur mit
unspezifischen Symptomen in Erscheinung. Diese Diskrepanz zwischen Ausdehnung
des operativen Befundes und Auspragung der Schmerzen bei peritonealer Endometrio-
se und Peritonealkarzinose ist eindrucksvoll.

Da fur die Schmerzentstehung bei peritonealer Endometriose unter anderem das Neu-
einsprossen von Nervenfasern sowie ein Einfluss von neurotrophen Faktoren ange-
nommen wird, sollten dies in dieser Arbeit der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzi-
noms gegenubergestellt werden. Dazu wurden vergleichende Untersuchungen des
Gewebes hinsichtlich der Expression von Nervenfasern und Neurotrophinen durchge-
fuhrt. Des Weiteren wurden Neurotrophine und neurotrophe Wachstumseigenschaften
in Peritoneal- sowie Aszitesflissigkeiten untersucht sowie die Konzentration des an

Nervenfasern modulierenden Ostrogens.
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Ziel dieser Arbeit war es, mogliche schmerzpathogenetische Aspekte der peritonealen
Endometriose im Gegensatz zur Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms aufzude-
cken und so Rickschlisse auf die Vorgange bei Endometriose ziehen zu kénnen. Ein
besseres Verstandnis fur die Pathogenese des Schmerzes bei Endometriose konnte

dazu beitragen, neue wirksame Therapiemethoden zu entwickeln.



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerate

Hersteller

Analysewaage RC 210 S

Sartorius AG, Deutschland

Brutmaschine Modell 3000

Jane Schitz GmbH, Deutschland

COs-Incubator BD 6220

Heraeus Deutschland

Dampfgarer MultiGourmet

Braun, Deutschland

Elektronische Prazisionswaage SE1501

VWR International

Entwicklermaschine X-OMAT 1000
Processor

Kodak, USA

Gefrierschrank , -20°C

Liebherr, Deutschland

Gefierschrank Ultra low, -80°C

Sanyo, Deutschland

Hybridisierungsofen Compact Line OV4

Biometra, Deutschland

Inversmikroskop Axiovert 40

Carl Zeiss AG, Deutschland

Kamera Canon PowerShot G5 PC1049

Canon, Japan

Kamera AxioCam MRc

Carl Zeiss AG, Deutschland

Kihlschrank, 4°C

Bosch, Deutschland

Labofuge 400R

Heraeus Deutschland

Labor-Analysesystem Cobas 6000

Roche Holding GmbH, Deutschland

Laborglas-Trockenschrank

Ehret GmbH, Deutschland

Labor-pH-Meter 765

Knick, Deutschland
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Lichtmikroskop Axiophot 40 CFL

Carl Zeiss AG, Deutschland

Magnetriuhrer RCT basic IKAMAG®
safety control

IKA-Werke, Deutschland

Mikrotom HM 400R

Microtom International GmbH,
Deutschland

Mini-PROTEAN® 3 System

Bio-RAD, Deutschland

Mini Trans-Blot Cell

Bio-RAD, Deutschland

MS-1 Minishaker Vortexer

IKA-Werke, Deutschland

Multiscan FC Microplate Photometer

Thermo Fisher Scientific, USA

Pinzetten (spitz und gebogen)

A. Dumont & Fils, Schweiz

Pipetus®

Hirschmann, Deutschland

Plattformschuttler Polymax 1040

Heidolph, Deutschland

Reinstwassererzeuger Milli-Q biocel A10

Millipore, USA

Research Pipetten

Eppendorf Research, Deutschland

Saugmaschine

HLC Biotech, Deutschland

Schere BC 464

Aesculap AG, Deutschland

Spektrophotometer UV-VIS 1202

Shimadzu, Deutschland

Sprout® Mini-Centrifuge

Heathrow Scientific, USA

Stromgeber PowerPac 200 Supply

Bio-RAD, Deutschland

ThermoStat plus

Eppendorf, Deutschland

Tissue Cool Plate COP 20

Medite Medizintechnik, Deutschland

Universalschrank Modell UNB 100

Memmert, Deutschland

Warmebad

Medax, Deutschland




2.1.2 Verbrauchsmaterialien
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Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Deckglaser Cover glass, 24x50mm

R.Langenbrinck, Deutschland

Einweg-Pasteurpipette

Carl Roth, Deutschland

Falcon Serologische Pipetten

Becton, Dickinson and Company, USA

Falcon Tubes, 15ml

Becton Dickinson Labware, USA

Filterpapier Whatman Grad 703 Blotting
Paper

VWR International, USA

Kryoréhrchen

Nunc, Deutschland

Lab-Tek Chamber slide system

Nalge Nunc International, USA

Mikrotom-Klingen

Feather, Japan

Objekttrager Super Frost Plus

R.Langenbrinck, Deutschland

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging Company,
USA

Petrischalen Nunclon Surface

Nunc, Danemark

Pipettenspitzen

Sarstedt, Deutschland

PolyScreen® PVDF Transfer Membrane

Perkin Elmer, Deutschland

Roéhrchen steril

Greiner Labortechnik, Deutschland

Rontgenfilm, HyperfiimTM ECL

Amersham Bioscience, Deutschland

Reagenz- und Zentrifugenrohre 50ml

Sarstedt, Deutschland

Safe seal Reagiergefalde, 2ml

Sarstedt, Deutschland

Valo SPF Eier

Lohmann Tierzucht GmbH, Deutschland




2.1.3 Substanzen und Chemikalien
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Substanzen / Chemikalien

Hersteller

Acrylamide/bis-acrylamide, 40% solution

Sigma-Aldrich, USA

Ammonium persulfate

Serva Electrophoresis GmbH,
Deutschland

Antibody Diluent with Background
Reducing Components

Dako Cytomation, Danemark

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, USA

Biotin Blocking System

Dako Cytomation, Danemark

Bromphenolblau

Merck KGaA, Deutschland

Citronensaure-Monohydrat

Merck KGaA, Deutschland

Dako Pen

Dako Cytomation, Danemark

Dimethylsulfoxide (DMSO) p.A.

Biomol GmbH, Deutschland

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium

PAA Laboratories GmbH, Osterreich

DTT

Bio-RAD, Deutschland

ECLTM Western Blotting Detection
Reagent Kit

Amersham Bioscience, Deutschland

EDTA

Sigma-Aldrich, USA

Ethanol (100%, 96%, 80%, 70%)

Merck KGaA, Deutschland

Eukitt®

Sigma-Aldrich, USA

Fast Red Substrate System

Thermo Fisher Scientific, USA

Fetales Kalberserum

Biochrom AG, Deutschland

Glycine

Sigma-Aldrich, USA
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H202 (30%) Sigma-Aldrich, USA

Isopropanol Serva Elektrophoresis GmbH,
Deutschland

Kollagen IV Biochrom AG, Deutschland

Luminol sodium salt

Sigma-Aldrich, USA

Mayers Hamalaunlésung

Merck KGaA, Deutschland

2-Mercaptoethanol

Merck KgaA, Deutschland

Methanol

Carl Roth, Deutschland

Natriumchlorid

Carl Roth, Deutschland

NGF 2,5S (0,1ng/ml)

Sigma-Aldrich, USA

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific, USA

Paraformaldehydl6sung

Merck KGaA, Deutschland

PBS Dulbecco w/o Ca**, Mg?*

Biochrom AG, Deutschland

para-Hydroxycoumarinsaure

Sigma-Aldrich, USA

Roti®-Free Stripping-Puffer

Carl Roth, Deutschland

Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth, Deutschland

Salzsaure rauchend 37%

Carl Roth, Deutschland

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Sigma-Aldrich, USA

Streptavidin-AP Conjugate

Roche Diagnostics, Schweiz

TEMED

Carl Roth, Deutschland

tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck KGaA, Deutschland

Trizma® base

Sigma-Aldrich, USA

Trizma® hydrochloride

Sigma-Aldrich, USA
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Tween® 20

Sigma-Aldrich, USA

Xylol

Carl Roth, Deutschland

2.1.4 Antikorper

2.1.4.1 Immunhistochemie

Primare Antikorper

Hersteller

PGP9.5 (polyklonal, Kaninchen)

Dako Cytomation, Danemark

SP (monoklonal, Ratte)

Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA

NGF (polyklonal, Kaninchen)

Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA

NT-3 (polyklonal, Ziege)

Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA

BDNF (monoklonal, Maus)

Abcam, UK

Sekundare Antikorper

Hersteller

Maus-Anti-Kaninchen

Dianova GmbH, Deutschland

Kaninchen-Anti-Ratte

Dako Cytomation, Danemark

Kaninchen-Anti-Maus

Jackson ImmunoResearch, USA

Kaninchen-Anti-Ziege

Dako Cytomation, Danemark

2.1.4.2 Western Blot

Primare Antikorper

Hersteller

NGF (polyklonal, Kaninchen)

Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA

NT-3 (polyklonal, Ziege)

Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA

BDNF (monoklonal, Maus)

Abcam, UK

Beta-Aktin (polyklonal, Ziege)

Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA

Sekundare Antikorper
(HRP-gekoppelt)

Hersteller

Ziege-Anti-Kaninchen

Jackson ImmunoResearch, USA

Kaninchen-Anti-Ziege

Jackson ImmunoResearch, USA

Kaninchen-Anti-Maus

Jackson ImmunoResearch, USA




2.1.5 Losungen

2.1.5.1 Immunhistochemie

2.1.5.1.1 Puffer

Tris-Puffer Tris-HCI 0,6 % /38 mM
(pH 7,4) Tris-Base 0,08 %

NaCl 0,8 %
Tris-EDTA-Puffer | Tris-Base 10 mM
(pH 9) EDTA 1 mM

Tween 20 0,05%
Citratpuffer Losung A Zitronensaure 0,1M
(pH 7,4) Lésung B Natriumcitrat 0,1 M

Far 250 ml Citratpuffer: 4,5ml Lésung A + 20,5ml Lésung B.

2.1.5.2 Western Blot

2.1.5.2.1 Polyacrylamidgele

Sammelgel Tris-HCI, pH 6,8 87,5 mM
SDS 0,1 %
Acrylamid 5%
APS 0,1%
TEMED 0,1%

Trenngel (12 %) Tris-HCI, pH 6,8 375 mM
SDS 0,1 %
Acrylamid 12 %
APS 0,24 %
TEMED 0,1 %




2.1.5.2.2 Puffer

Elektrophoresepuffer, pH 8,3 | Tris-Base 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 1%
Transferpuffer, pH 8,3 Tris-Base 25 mM
Glycin 192 mM
Ethanol 10 %
Blockierungspuffer, pH 7,4 Tris-Base 10 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1 %
4x Proteinladepuffer, pH 6,8 Tris-HCI 200 mM
SDS 8 %
Glycerin 40 %
DTT 40 %
Bromphenolblau 0,01 %

2.1.5.2.3 Entwicklerlosung

Ansetzen der Losungen

Lésung A 0,1 M Tris-HCI, pH 6,8 200 ml
Luminol 50 mg

Lésung B para-Hydroxycoumarinsaure 5,5 mg
DMSO 5ml

Entwicklerlosung fir 10x7cm Membran

1ml Lésung A + 100 pl Lésung B + 0,3 pl H20, (30 %)

2.1.6 Software

Programm Hersteller

GraphPad Prism 4.0 GraphPad Software, Inc., USA

ImageJ National Institutes of Health (NIH), USA
AxioVision Release 4.8 Carl Zeiss AG, Deutschland

Microsoft Office 2010 Microsoft Corporation, USA

Endnote Thomson Research Software, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Auswahl des Patientinnenkollektivs

Die fur die hier durchgefuhrten Untersuchungen ermittelten Frauen waren Patientinnen
an der Klinik fir Gynakologie der Charité Universitatsmedizin Berlin. Sie unterzogen
sich alle im Zeitraum von 2001 bis 2012 einer Laparoskopie oder Laparotomie zur Di-
agnosesicherung oder operativen Therapie einer Endometriose bzw. eines Ovarialkar-
zinoms oder wurden im Rahmen der Abklarung von Unterbauchschmerzen bzw. ande-
rer gynakologischer Beschwerden operiert. Zwei weitere Patientinnen wurden zudem im
Jahr 2012 in der Klinik fur Gynakologie des Vivantes Auguste-Viktoria-Klinikum Berlin
und im Klinikkum Dahme-Spreewald GmbH Konigs Wusterhausen rekrutiert. Alle Patien-
tinnen erklarten zuvor ihr Einverstandnis zur Verwendung gewonnener Materialien fur
die Forschung. Bei den untersuchten Materialien handelte es sich um regelhaft wah-
rend der Operation im Sinne der Diagnostik entnommene Peritonealflissigkeit (PF)
bzw. Aszitesflissigkeit (AF) und Gewebeproben. Alle Proben wurden gemaf den Richt-
linien der Ethikkommission der Charité Universitatsmedizin Berlin gewonnen (Ethikvo-
tum: EA 4/036/12).

Die PF bzw. die AF wurden prospektiv entnommen und dazu die Flussigkeit zu Beginn
des operativen Eingriffes unverdlinnt abgesaugt. Retrospektiv wurde dann die Diagno-
se mithilfe des Operationsberichtes und des vom Institut fur Pathologie der Charité Uni-
versitatsmedizin Berlin anfertigten histopathologischen Befundes Uberpruft. Die Gewe-
beproben mit den entsprechenden Lasionen bzw. Tumorknoten wurden retrospektiv
anhand des Operationsberichtes und des histopathologischen Befundes ausgewanhlt.
Bei der Auswahl wurden jeweils dieselben Anspruche fur Patientinnen mit Entnahme
von PF bzw. AF und Gewebeentnahme geltend gemacht.

Alle Patientinnen der Endometriosegruppe befanden sich im reproduktionsfahigen Alter.
Es wurde intraoperativ und/oder histologisch eine peritoneale Endometriose (pEM)
nachgewiesen. Bei Patientinnen der Ovarialkarzinomgruppe wurde histologisch ein
Ovarialkarzinom mit Peritonealkarzinose (pOC) diagnostiziert. Als Kontrollgruppe wur-
den Patientinnen im reproduktionsfahigen Alter ausgewahlt, bei denen kein Anhalt fur
das Vorliegen einer Endometriose oder einer malignen Erkrankung bestand. Zur Ent-
nahme von PF und AF wurden Patientinnen mit histologisch gesichertem Uterus myo-
matosus als Kontrolle ausgewahlt. Histologisch gesundes Peritoneum wurde von Frau-

en verwendet, bei denen im Rahmen einer Hysterektomie Peritoneum enthommen und
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histologisch untersucht wurde. Patientinnen bei denen wesentliche Nebendiagnosen
wie entzindliche, maligne oder endokrine Erkrankungen zum Zeitpunkt der Probenent-
nahme bestanden wurden ausgeschlossen.

Alle klinischen Angaben zu den Patientinnen wurden der Patientenakte entnommen.
Die Zyklusphase wurde anhand der Angabe zur letzten Regel errechnet und/oder aus
dem histopathologischen Befund entnommen. Patientinnen mit Hormoneinnahme oder
Patientinnen in der Peri- oder Postmenopause wurden gesondert erfasst. Patientinnen
uber 65 Jahre wurden anhand des Alters als postmenopausal eingeordnet. Zudem wur-
de das Bestehen von abdominalen Schmerzen erfasst. Dazu wurden die fur die Endo-
metriose typischen Schmerzen wie Dysmenorrh6 oder zyklische Unterbauchschmerzen
von unspezifischen Schmerzen unterschieden. Weiterhin wurde eine eventuell stattge-
habte praoperative Chemotherapie eines Ovarialkarzinoms vermerkt sowie flur alle Pa-
tientengruppen das Vorliegen eines Rezidivs. Fur die Endometriosegruppe wurde zu-
satzlich das rASRM-Stadium erfasst sowie der histologische Subtyp in der Ovarialkarzi-
nomgruppe.

FUr die immunhistochemischen Analysen wurden Gewebeproben von 18 Patientinnen
mit peritonealer Endometriose und 15 Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei Ovarial-
karzinom sowie 15 Peritoneen gesunder Frauen verwendet. Zudem konnten insgesamt
23 PF von Patientinnen mit peritonealer Endometriose, 25 AF von Patientinnen mit Pe-
ritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom und 20 PF von Patientinnen mit Uterus myo-
matosus als Kontrollgruppe in die Untersuchungen eingeschlossen werden. Fur die
Analysen mittels Western Blot wurden alle PF bzw. AF untersucht. Da fur die Bestim-
mung der Ostrogenkonzentration als auch fir den Neuronalen Wachstumsassay gréRe-
re Mengen der PF und AF bendétigt wurden, konnten nicht alle Flussigkeiten fur diese
Untersuchungen herangezogen werden. Die Ostrogenkonzentration konnte in 21 PF
von Patientinnen mit peritonealer Endometriose, 21 AF von Patientinnen mit Peritone-
alkarzinose bei Ovarialkarzinom und 13 PF von Patientinnen der Kontrollgruppe be-
stimmt werden. Fur den Neuronalen Wachstumsassay wurden jeweils 12 PF von Pati-
entinnen mit peritonealer Endometriose und 12 PF von Patientinnen der Kontrollgruppe
nach Verfugbarkeit zufallig ausgewanhlt. 24 AF der Patientinnen mit Peritonealkarzinose
bei Ovarialkarzinom fanden in diesem Assay Verwendung.



2.2.1.1 Patientinnen fiir die Inmunhistochemische Analyse
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Fir die verschiedenen immunhistochemischen Analysen von Gewebe wurden 18 Pati-

entinnen mit peritonealer Endometriose, 15 Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei

Ovarialkarzinom sowie 15 Peritoneen gesunder Frauen ausgewahlt. Die Patientinnen

der Endometriosegruppe waren im Mittel 33,2 + 6,7 Jahre alt, die der Ovarialkarzinom-
gruppe 51,9 = 7,1 Jahre (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Charakterisierung des Patientinnenkollektivs fiir die IHC-Analyse.

pEM pOC
Anzahl 18 15
Alter (in Jahren) Mittelwert 33,2+6,7 51,9+7,1
Spanne 22-48 29-58
Hormoneinnahme 3 0
Zyklusphase Menstruation 1 0
Proliferation 9 0
Sekretion 5 0
Perimenopause 0 0
Postmenopause 0 6
unbekannt 0 9
Abdominal- nein 3 8
schmerzen Endometriose-typisch 15 0
unspezifisch 0 7
praoperative ja 7
Chemotherapie < 6 Mo. vor OP 4
> 6 Mo. vor OP 3
nein 8
Rezidiv ja 9 7
nein 9 8
rASRM-Stadium I 5
der Endometriose |l 6
1] 4
v 3
Histologischer Serds-papillares Zyst- 15
Subtyp des adenokarzinom
Ovarialkarzinoms Klarzellkarzinom 0
Karzinosarkom 0

Granulosazelltumor
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2.2.1.2 Patientinnen fur die Western Blot-Analyse

Fir die Western Blot-Analyse von Neurotrophinen in PF und AF wurden 23 Patientin-
nen mit peritonealer Endometriose, 25 Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei Ovari-
alkarzinom und 20 Patientinnen als Kontrolle ausgewahlit. Die Patientinnen der Endo-
metriose-gruppe waren im Mittel 31,7 + 8,6 Jahre alt, die der Ovarialkarzinomgruppe
31,7 £ 8,6 Jahre und die der Kontrollgruppe 31,7 + 8,6 Jahre (s. Tabelle 2).

Tabelle 2: Charakterisierung des Patientinnenkollektivs fiir die WB-Analyse.

pPEM pOC KG
Anzahl 23 25 20
Alter (in Jahren) Mittelwert 31,7+86 686114 401+%57
Spanne 18-47 44-88 28-50
Hormoneinnahme 8 0 1
Zyklusphase Menstruation 2 0 2
Proliferation 6 0 8
Sekretion 7 0 9
Perimenopause 0 2 0
Postmenopause 0 23 0
Abdominal- nein 5 14 13
schmerzen Endometriose-typisch 18 0 0
unspezifisch 0 11 7
praoperative ja 7
Chemotherapie < 6 Mo. vor OP 5
> 6 Mo. vor OP 2
nein 18
Rezidiv ja 11 3 2
nein 12 22 18
rASRM-Stadium | 11
der Endometriose |l 6
1] 3
v 3
Histologischer Seros-papillares 21
Subtyp des Zystadenokarzinom
Ovarialkarzinoms Klarzellkarzinom 1
Karzinosarkom 2
Granulosazelltumor 1
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2.2.1.3 Patientinnen fiir die Bestimmung von Ostrogen

Fir die Bestimmung der Ostrogenkonzentration in PF und AF wurden 21 Patientinnen
mit peritonealer Endometriose, 21 Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei Ovarialkar-
zinom und 13 Patientinnen als Kontrolle ausgewahlt. Die Patientinnen der Endometrio-
segruppe waren im Mittel 31,3 + 8,7 Jahre alt, die der Ovarialkarzinomgruppe 66,8 + 11
Jahre und die der Kontrollgruppe 40,2 £ 5,8 Jahre (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Charakterisierung des Patientinnenkollektivs fiir die Bestimmung von Ostrogen.

pPEM pOC KG
Anzahl 21 21 13
Alter (in Jahren) Mittelwert 31,3+8,7 66,8+ 11 40,2+ 5,8
Spanne 18-47 44-82 31-51
Hormoneinnahme 7 0 0
Zyklusphase Menstruation 2 0 2
Proliferation 5 0 4
Sekretion 7 0 7
Perimenopause 0 2 0
Postmenopause 0 19 0
Abdominal- nein 5 11 7
schmerzen Endometriose-typisch 16 0 0
unspezifisch 0 10 6
praoperative ja 6
Chemotherapie < 6 Mo. vor OP 4
> 6 Mo. vor OP 2
nein 15
Rezidiv ja 10 3 0
nein 11 18 13
rASRM-Stadium I 9
der Endometriose || 6
1] 3
vV 3
Histologischer Seros-papillares 18
Subtyp des Zystadenokarzinom
Ovarialkarzinoms  Klarzellkarzinom 1
Karzinosarkom 2




29

2.2.1.4 Patientinnen fir den neuronalen Wachstums-Assay

Zur Beurteilung der Nervenaussprossung von Ganglien inkubiert mit PF und AF wurden
fur den neuronalen Wachstums-Assay 12 Patientinnen mit peritonealer Endometriose,
24 Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom und 12 Patientinnen als
Kontrolle ausgewahlt. Die Patientinnen der Endometriosegruppe waren im Mittel 31,1 +
7,4 Jahre alt, die der Ovarialkarzinomgruppe 69,4 + 10,8 Jahre und die der Kontroll-
gruppe 38,7 + 5,8 Jahre (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Charakterisierung des Patientinnenkollektivs fiir den NWA.

pPEM pOC KG
Anzahl 12 24 12
Alter (in Jahren) Mittelwert 31,11+74 694+108 38,7+5,8
Spanne 18-43 44-88 28-47
Hormoneinnahme 4 0 1
Zyklusphase Menstruation 1 0 1
Proliferation 3 0 4
Sekretion 4 0 6
Perimenopause 0 2 0
Postmenopause 0 22 0
Abdominal- nein 3 14 9
schmerzen Endometriose-typisch 9 0 0
unspezifisch 0 10 3
praoperative Che- ja 7
motherapie < 6 Mo. vor OP 5
> 6 Mo. vor OP 2
nein 17
Rezidiv ja 7 2 1
nein 5 22 11
rASRM-Stadium I 7
der Endometriose || 2
1] 2
Y 1
Histologischer Seros-papillares 20
Subtyp des Zystadenokarzinom
Ovarialkarzinoms  Klarzellkarzinom 1
Karzinosarkom 2
Granulosazelltumor 1




30

2.2.2 Probenmaterialgewinnung

2.2.2.1 Peritoneal- und Aszitesflussigkeit

Die PF bzw. AF wurde zu Beginn des operativen Eingriffes unverdinnt enthommen. Im
Anschluss wurden sie mit 3000rpm zentrifugiert und der Uberstand bei -80°C tiefgefro-

ren. Etwaige Transportwege wurden gekuhlt zurtckgelegt.

2.2.2.2 Gewebe

Gewebe, das wahrend der Operation entfernt wurde, wurde noch im Operationssaal in
4%iger Formaldehydldsung fixiert. Im Institut fur Pathologie der Charité Universitatsme-
dizin Berlin wurden die Gewebeproben in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert,
in Xylol getrankt und anschlieend in Paraffin eingebettet. Die Blocke wurden bestellt

und flr die hier durchgeflhrten Untersuchungen genutzt.

2.2.3 Immunhistochemie

Zum Nachweis von PGP9.5, SP, NGF, NT-3 und BDNF in peritonealen Endometrio-
selasionen und Peritonealkarzinosen bei Ovarialkarzinom wurden immunhistochemi-
sche Farbungen vorgenommen. Es wurde manuell unter Anwendung der LSAB-
Methode gefarbt. Hierbei bindet der Primarantikdrper an das vom Gewebe prasentierte
Antigen. An den Primarantikdrper bindet ein biotinylierter Sekundarantikérper, an den
sich wiederum Enzym-konjugiertes Streptavidin anbindet. Die Farbentwicklung erfolgt

mittels eines Chromogens.

2.2.3.1 Durchfiihrung

Von den paraffinierten Blocken wurden 5 uym dicke Schnitte angefertigt, Gber Nacht bei
Raumtemperatur luftgetrocknet und bei 4 °C aufbewahrt.
Die Gewebeschnitte wurden fur 16 Stunden bei 60 °C inkubiert. AnschlieRend wurden
sie fur je zweimal 10 Minuten in Xylol getaucht, in einer absteigenden Alkoholreihe erst
10 Minuten in 100%igem Ethanol, dann je 5 Minuten in 96%igem, 80%igem und
70%igem Ethanol rehydriert und in Tris-Puffer Gberfuhrt.
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Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte im Dampfgarer fur 40 Minuten in Citrat-
oder Tris-EDTA-Puffer vorbehandelt und danach fur 10 Minuten in Tris-Puffer gespuilt.
Erforderlichenfalls wurden die Gewebeschnitte mit dem Biotin Blocking System oder
fetalem Kalberserum behandelt um endogene Enzymaktivitaten zu blockieren und Hin-
tergrinde zu reduzieren.

Der Primar- und der Sekundarantikorper sowie das mit Alkalischer Phosphatase mar-
kierte Streptavidin wurden in Antibody Diluent mit der jeweilig etablierten Konzentration
angesetzt. Je Schnitt wurden 150ul aufgetragen und fir bestimmte Zeiten in horizonta-
ler Lage in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur oder bei 4°C inkubiert (s. Ta-
belle 5). Die chromogene Nachweissubstanz Fast Red Substrate System wurde nach
Herstellerangaben angefertigt und die Schnitte damit fur 20 Minuten inkubiert. Nach
jedem dieser Inkubationsschritte wurden die Schnitte grindlich mit Tris-Puffer gesplilt,
um das vorherig aufgetragene Reagenz zu entfernen.

Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte in Aquadest gewaschen, fur 45 Sekunden in
Mayers Hamalaunlésung gegengefarbt und nochmals grindlich unter flieRendem Was-
ser gespult. Nach dem Trocknen der Schnitte wurden sie mit Eukitt® Einschlussmedium
eingedeckt.

Bei jedem immunhistochemischen Farbedurchgang wurden Negativkontrollen zum
Ausschluss falsch positiver Ergebnisse durch unspezifische Antikrperbindung mitge-
farbt. Hierzu wurde der Primarantikérper durch Tris-Puffer ausgetauscht.

Als Positivkontrolle in den jeweiligen Farbungen wurden die in der Etablierung genutz-
ten Gewebeschnitte von gesunder Niere, Haut und Mausegehirn verwendet.



Tabelle 5: Zusammenstellung der Protokolle fiir die Inmunhistochemie.
Angaben zu den jeweils verwendeten Puffer- und Blockierungsldsungen sowie zu den Inkubationszeiten
und Temperaturen der immunhistochemischen Analysen fir PGP9.5, NGF, NT-3 und BDNF.
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Dampfgaren Blockieren Primar- Sekundar-
antikorper antikorper
PGP9.5 Citratpuffer 1:300 1:400
(40min) (75min bei RT)  (45min bei RT)
SP Citratpuffer 1:100 1:400
(20min) (60min bei RT)  (60min bei RT)
NGF Tris-EDTA- Biotin-Block 1:100 1:400
Puffer (10min bei RT)  (60min bei RT)  (40min bei RT)
(40min)
FKS
(20min bei RT)
NT-3 Tris-EDTA- 1:250 1:400
Puffer (20h bei4°C)  (60min bei RT)
(40min)
BDNF Tris-EDTA- 1:250 1:400
Puffer (20h bei4°C)  (60min bei RT)
(40min)

2.2.3.2 Immunhistochemische Auswertung

Die immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitte wurden in verschiedenen Vergro-
Rerungen (25x, 200x, 400x) zu verschiedenen Zeitpunkten ausgewertet.

Zum Nachweis von Nervenfasern wurden in der PGP9.5- sowie der SP-Farbung positi-
ve Nervenanschnitte gezahlt. Eine Flache von 1mm?, entsprechend dem Sichtfeld in der
200x-Vergrof3erung, wurde beurteilt und dazu mittels Hotspot-Methode die Stelle mit
den meisten Nervenfasern ausgewahlt [101]. Die Anzahl der Nervenfasern im 1mm-
Abstand um die Endometrioselasion, um ein Nest von Tumorzellen der Peritonealkarzi-
nose des Ovarialkarzinoms oder in der Lamina propria serosae des gesunden Peri-
toneums wurde ermittelt. Wenn moglich wurde zudem in einem Mindestabstand von
4mm die Nervenfaseranzahl eines Hotspots in der Peripherie ausgezahlt.

In den NGF-, NT3- und BDNF-Farbungen wurden die genannten Neurotrophine gefarbt.
Hierbei wurde die Farbintensitat in Schritten von 0,5 mit O fur keine, 1 fur eine schwa-

che, 2 fur eine moderate und 3 fur eine starke Anfarbung sowie die angefarbte Flache
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von 0-100% beurteilt. Hieraus wurde durch Multiplikation der ,Flachen-Intensitats-
Score” (FIS) gebildet, dessen Werte somit zwischen 0 und 300 lagen [102]. In den En-
dometriosepraparaten wurde das Epithel und das Stroma der Lasionen beurteilt sowie
wenn mdglich das Gewebe in der Peripherie. In den Schnitten der Peritonealkarzinosen
wurde die Anfarbung der Tumorzellen und die Anfarbung in Umgebung in einem 1mm-
Abstand zu den Tumorzellen beurteilt sowie moglichst die Peripherie in einem Mindest-
abstand von 4mm zu Lasion oder Tumorzellen. In der Kontrollgruppe wurden die ge-
sunden Peritoneen anhand der Anfarbung der direkt unter dem Mesothel liegenden

Lamina propria serosae bewertet.

2.2.4 Proteinbiochemische Analysen

2.2.4.1 Bestimmung des Proteingehalts in Peritoneal- und Aszitesflussigkeiten

In jeder PF bzw. AF wurde der Gesamtproteingehalt mithilfe des BCA-Assay nach Paul
K. Smith in zwei verschiedenen Verdunnungen (1:50 und 1:100) bestimmt. Die BCA-
Reagenzien wurden wie vom Hersteller angegeben hergestellt und verwendet. Nach
30-minutiger Inkubation bei 37°C wurden die Proben photometrisch mit einer Wellen-

lange von 595nm gemessen und ausgewertet.

2.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die in den PF und AF enthaltene Proteinmischung wurde mittels SDS-PAGE nach Ul-

rich K. Laemmli aufgetrennt. Das 12%ige Polyacrylamidgel, bestehend aus Sammel-
und Trenngel, wurde gegossen und vollstandig auspolymerisiert. Jede PF bzw. AF wur-
de anteilig so mit PBS verdunnt, dass eine Proteinkonzentration von 0,25ug/ul vorlag.
Zu den Proben wurde ein Proteinladepuffer mit DTT und SDS gegeben. Anschlieend
wurden sie bei 96°C fur 3 Minuten gekocht. Je 20ul Probe wurden in eine Geltasche
aufgetragen. Es wurde ein Gellauf in Elektrophoresepuffer durch das Sammelgel mit
80V fur 20 Minuten und durch das Trenngel mit 125V fur 75 Minuten gestartet. Zur Er-
mittlung der Molekilmasse wurde eine Proteinleiter genutzt, als Positivkontrolle die Ost-
rogen-sensitive MCF-7 Brustkrebs-Zelllinie [103, 104].
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2.2.4.3 Western Blot

Nun wurden die mithilfe der SDS-PAGE auf dem Polyacrylamidgel separierten Proteine
auf die PVDF-Membran Ubertragen. Die Membran wurde in einem 1:1 Methanol-
Aquadest-Gemisch fur eine Minute aktiviert und danach in Aquadest gewaschen. Die
Membran, das Trenngel, zwei Transferschwamme und zwei Filterpapiere wurden fur 10
Minuten in Transferpuffer inkubiert. Anschlie®end wurde der Transfer in folgender Rei-
henfolge aufgebaut: Negativer Pol, Schwamm, Filterpapier, Trenngel, Membran, Filter-
papier, Schwamm, positiver Pol. Die Tankblotkammer wurde mit dem Transferpuffer
aufgefullt, die Spannungsquelle angelegt und der Transfer mit 100V fur 40 Minuten ge-
startet. Im Anschluss wurde die Membran in Blockierungspuffer iber Nacht und bei 4°C
gekuhlt blockiert.

2.2.4.4 Immundetektion

Zum Nachweis und zur Visualisierung der Proteine NGF, NT-3 und BDNF auf der im
Western Blot vorbereiteten Membran, wurde die Membran mit dem in Blockierungspuf-
fer verdinnten primaren Antikdrper (1:500) fur 60 Minuten inkubiert und dann dreimal
fur 15 Minuten mit dem Blockierungspuffer gewaschen. Anschlielfiend wurde der se-
kundare Antikorper (1:10.000) far 45 Minuten auf die Membran gegeben und die Memb-
ran dann dreimal fur je 20 Minuten mit Blockierungspuffer gewaschen. Bei Verwendung
verschiedener Sekundarantikorper wurden diese nacheinander und mit einem zusatzli-
chen Waschschritt von dreimal je zehn Minuten inkubiert. Das Strukturprotein Beta-
Aktin (1:1.000) wurde zur spateren Berechnung der relativen Quantifizierung simultan
mit dem Primarantikdrper analysiert. Die Inkubationen fanden bei Raumtemperatur auf
dem Plattformschuttler statt.

Die Membran wurde getrocknet, fur zwei Minuten in der Entwicklerlésung inkubiert und
erneut getrocknet. Als nachstes wurde die Membran zwischen zwei Folien in eine
Rontgenkassette gelegt. Das Filmpapier wurde je nach Signalintensitat zwischen 30
Sekunden und 45 Minuten belichtet und anschlieRend mit der Entwicklermaschine ent-
wickelt.

Gegebenenfalls wurde ein Antikorper-abtragendes Reagenz auf die Membran gegeben
und diese fur 30 Minuten bei 56°C im Hybridisierungsofen inkubiert, hinterher in Blo-
ckierungspuffer gewaschen und Uber Nacht bei 4°C blockiert. Am nachsten Tag konnte

sie so nochmals mit einem anderen Antikdrper verwendet werden.
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2.2.4.5 Auswertung des Western Blot

Das fertige Bild wurde durch die Medienabteilung der Charité Universitatsmedizin Berlin
im Durchlichtscanner digitalisiert und die Intensitat der Proteinbanden am Computer
systematisch vermessen (NGF mit 27 kDa, NT-3 mit 35 kDa, BDNF mit 27,8 kDa). Jede
einzelne vermessene Bande des jeweils nachzuweisenden Proteins wurde mit dem Er-
gebnis der jeweiligen Bande des sogenannten ,house keeping“-Proteins Beta-Aktin (43
kDa) gegenubergestellt und normalisiert. Die Konzentrationen wurden in Relation zum

Mittelwert der Kontrollgruppe bewertet.

2.2.5 Ostrogenbestimmung in Peritoneal- und Aszitesfliissigkeiten

Die Bestimmung des Ostrogengehaltes in den PF bzw. AF wurden vom Labor Berlin —
Charité Vivantes GmbH durchgefuhrt. Dazu wurden je 1.000pul Flussigkeit aufgetaut und
eingesendet. PF oder AF mit geringerer Flussigkeitsmenge konnten demnach nicht un-
tersucht werden. Die Ostrogenkonzentration wurde mittels Elektrochemilumineszenz-

Immunoassay (ECLIA) bestimmt.

2.2.6 Neuronaler Wachstums-Assay

Zum Nachweis neuromodulatorischer Eigenschaften der PF und AF wurde ein neurona-

ler Wachstums-Assay mit Spinalganglien von Hiuhnerembryonen durchgefihrt.

2.2.6.1 Praparation der Hihnerembryo-Spinalganglien

Die befruchteten Eier wurden bei 37 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 60% unter Wen-
dung bebriutet. Nach 9 Tagen wurden die Spinalganglien frei prapariert. Dazu wurde
das Ei zuerst in Alkohol getaucht, mit einer Pinzette am stumpfen Ende eroffnet und der
Embryo entnommen. Dieser wurde zigig in eine Petrischale mit PBS Uberfuhrt und mit-
hilfe einer Schere sofort dekapitiert. Nach kurzem Waschen wurde der Korper des Huh-
nerembryos in eine frische Petrischale gelegt und unter das Mikroskop gestellt. Hier
wurde der Bauch langs eroffnet und bis zur Lendenwirbelsaule freigelegt, um die dort
seitlich liegenden sensiblen Spinalganglien zu entnehmen. Diese wurden in einer ge-
sonderten mit PBS gefullten Petrischale gesammelt und anschlieRend noch einmal von

etwaig anhangenden Bindegewebsresten und Nervenstimpfen gesaubert.
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2.2.6.2 Durchfiihrung des Versuchs

Um die gesammelten Hihnerembryo-Spinalganglien mit den PF und AF zu inkubieren,
wurde eine Mikrotiterplatte genutzt. Diese wurde Uber Nacht mit im Verhaltnis 1:50 ver-
diinntem Kollagen 1V in PBS beschichtet. Der Uberstand wurde anschlieRend vorsichtig
abgesaugt und dreimal mit PBS gespdult. In jeden Schacht wurden 250ul des DMEM-
Nahrmediums und 250ul der jeweiligen PF gegeben. Fur die Positivkontrolle wurde
stattdessen im Verhaltnis 1:100 in DMEM verdinntes NGF genutzt, wahrend die Nega-
tivkontrolle nur das Nahrmedium enthielt. Auf den Grund jedes Schachts wurden zwei
der fertig praparierten sensiblen Spinalganglien gegeben und bei 37°C und 5% CO,-
Begasung fur 48 Stunden kultiviert.

2.2.6.3 Auswertung des neuronalen Wachstums-Assays

Die axonale Aussprossung der Spinalganglien wurde am Mikroskop und mithilfe des
Nervenwachstumsscores (NWS) auf einer Skala von 0 bis 3 beurteilt. Keine Ausspros-
sung wurde dabei mit einer 0, vereinzelte Aussprossung mit einer 1, eine einheitlich
geschlossene Aussprossung uUber einem Viertel des Spinalgangliendurchmessers mit

einer 2 und Uber der Halfte mit einer 3 bewertet.

2.2.7 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism 4.0 analysiert und als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Es lagen ausschliel3lich metrische Vari-
ablen in unabhangigen Stichproben vor. Alle in der Auswertung miteinander zu verglei-
chenden Gruppen wurden auf Normalverteilung gepruft und danach der jeweils anzu-
wendende statistische Test bestimmt. Bei Mehrfachvergleichen erfolgte eine Fehlerkor-
rektur.

Beim Vorliegen von zwei Stichproben wurde fur normalverteilte als auch fur nicht nor-
malverteilte Stichproben der Mann-Whitney-Test durchgefuhrt. Der t-Test kam aufgrund
der zu geringen Fallzall nicht zum Einsatz. Lagen mehr als zwei Stichproben vor, so
wurde flr normalverteilte Stichproben die One-way Anova mit anschlieiendem Post-
Hoc-Test nach Bonferroni verwendet. Nicht normalverteilte Stichproben mit mehr als
zwei Gruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test und anschlieRendem Post-Hoc-Test

nach Dunn untersucht. Sollten zwei Gruppen in verschiedenen Gesichtspunkten mitei-
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nander verglichen werden, so wurde die Two-Way Anova mit anschlieRendem paarwei-
sem Post-Hoc-Test nach Bonferroni angewandt.

Mit einem Signifikanzniveau von 95% galten p-Werte <0,05 als signifikant, wobei p-
Werte <0,05 mit *, <0,01 mit ** und <0,001 mit *** in Abbildungen dargestellt werden.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Bestimmung der Nervenfaserdichte und Charakterisierung der

Nervenfasern

3.1.1 Bestimmung der Nervenfaserdichte in peritonealer Endometriose

und der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms

3.1.1.1 Bestimmung der NF-Dichte in der nahen Umgebung

In einem 1mm-Abstand um peritoneale EM-Lasionen (n=18) wurden im Mittel 3,83 +
2,38 PGP9.5-positive NF/mm? gezahlt, um die Peritonealkarzinose bei OC (n=15) wur-
den 1,07 + 1,33 PGP9.5-positive NF/mm? und in den als KG dienenden gesunden Peri-
toneen (n=15) wurden 2,73 + 1,49 PGP9.5-positve NF/mm? gezéhlt. Die Dichte
PGP9.5-positiver NF zeigte sich signifikant vermindert bei Patientinnen mit Peritone-
alkarzinose bei OC im Vergleich zu Patientinnen mit peritonealer EM (p<0,001). Es
zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied der Dichte PGP9.5-positiver NF von
Patientinnen mit peritonealer EM sowie der Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei
OC im Vergleich zur KG (s. Abbildung 3 (A), s. Abbildung 4).

3.1.1.2 Bestimmung der NF-Dichte in der Peripherie
In der Peripherie peritonealer EM (n=18) wurden im Mittel 1,94 + 1,21 PGP9.5-positive

NF/mm? gezahlt. In 11 von 15 Schnitten von Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei
OC konnte die NF-Dichte mit durchschnittlich 1,45 + 1,21 PGP9.5-positiver NF/mm?
bestimmt werden. Die Ubrigen Schnitte entsprachen durch das diffuse Vorkommen von
Tumorzellen im gesamten Schnitt nicht der Definition der Peripherie. Fur die geringere
Dichte PGP9.5-positiver NF bei Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei OC im Ver-
gleich zu Patientinnen mit peritonealer EM konnte statistisch keine Signifikanz nachge-
wiesen werden (s. Abbildung 3 (B), s. Abbildung 4).
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3.1.1.3 Gegeniiberstellung der NF-Dichte der nahen Umgebung und der Peri-
pherie

Vergleicht man die Dichte PGP9.5-positiver NF von Patientinnen mit peritonealer EM,

so fallt auf, dass die Anzahl der NF in der unmittelbaren Umgebung der Lasion signifi-

kant erhoht ist im Gegensatz zur Peripherie des Schnittes (p<0,01). Betrachtet man die

Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei OC so zeigt sich hier keine statistische Signifi-

kanz (s. Abbildung 3 (C), siehe Abbildung 4).
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Abbildung 3: Grafische Darstellung der Nervenfaserdichte PGP9.5-positiver Nerven in
Gewebeschnitten von peritonealer Endometriose (pEM), Peritonealkarzinose bei Ova-
rialkarzinom (pOC) und gesundem Peritoneum als Kontroligruppe (KG).

(A) NF-Dichte im 1mm-Abstand von pEM-Lasionen, von Tumorzellen bzw. der Lamina prop-
ria serosae gesunder Peritoneen, (B) NF-Dichte in der Peripherie von pEM und pOC, (C)
Vergleich der NF-Dichte der 1mm-Umgebung und der Peripherie in pEM und pOC. Es ist
jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung abgebildet. **p<0,01, ***p<0,001.
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Abbildung 4: Bildliche Darstellung der Nervenfaserdichte PGP9.5-positiver Nerven in
Gewebeschnitten von peritonealer Endometriose (pEM), Peritonealkarzinose bei Ova-
rialkarzinom (pOC) und gesundem Peritoneum als Kontrollgruppe (KG).

(A) Epithel und Stroma einer pEM-Lésion, (B) Peripherie einer pEM-Lasion, (C) Tumorzellen
und nahe Umgebung in pOC, (D) Peripherie in pOC, (E) Lamina propria serosae eines ge-
sunden Peritoneums. Aufnahme der Bilder in 200-facher VergréRerung. Ein Mal3stabsbalken
mit 100um wurde eingefligt, Pfeile markieren Nervenfaseranschnitte.
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3.1.2 Beurteilung sensibler Nervenfasern in peritonealer Endometriose

und der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms

3.1.2.1 Beurteilung der sensiblen NF-Dichte in der nahen Umgebung

Um peritoneale EM-Lasionen (n=18) konnten im Abstand von 1mm im Mittel 1,94 + 1,73
SP-positive NF/mm? gezahlt werden und um die Peritonealkarzinose bei OC (n=15)
0,40 + 0,63 SP-positive NF/mm?. In den gesunden Peritoneen der KG (n=15) konnten
0,80 + 0,56 SP-positive NF/mm? ermittelt werden. Die Dichte SP-positiver NF zeigte sich
bei Patientinnen mit peritonealer EM signifikant erhdht gegenltber Patientinnen mit Peri-
tonealkarzinose bei OC (p<0,01). Es konnte kein Unterschied in der Dichte SP-positiver
NF von Patientinnen mit peritonealer EM sowie von Patientinnen mit Peritonealkarzino-
se bei OC im Vergleich zur KG ausgemacht werden (s. Abbildung 5 (A), s. Abbildung 6).

3.1.2.2 Beurteilung der sensiblen NF-Dichte in der Peripherie

In peritonealer EM (n=18) wurde in der Peripherie im Mittel eine Anzahl von 1,72 £ 2,10
SP-positiven NF/mm? ermittelt. In den Schnitten von Patientinnen mit Peritonealkarzi-
nose bei OC konnte in 11 von insgesamt 15 die NF-Dichte mit durchschnittlich 1,00 +
1,00 SP-positiven NF/mm? bestimmt werden. Es konnten keine Unterschiede in der
Dichte SP-positiver NF bei Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei OC im Vergleich zu
Patientinnen mit peritonealer EM aufgezeigt werden (s. Abbildung 5 (B), s. Abbildung 6).

3.1.2.3 Gegenuberstellung der sensiblen NF-Dichte der nahen Umgebung und

der Peripherie

Die in der Umgebung der peritonealen EM-Lasionen bestimmte Dichte SP-positiver NF
unterschied sich nicht von der in der Peripherie. Bei Patientinnen mit Peritonealkarzino-
se bei OC konnte ebenfalls keine statistische Signifikanz zwischen Umgebung und Pe-
ripherie festgestellt werden (s. Abbildung 5 (C), s. Abbildung 6).
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Abbildung 5: Grafische Darstellung der Nervenfaserdichte SP-positiver Nerven in Ge-
webeschnitten von peritonealer Endometriose (pEM), Peritonealkarzinose bei Ovarial-
karzinom (pOC) und gesundem Peritoneum als Kontrollgruppe (KG).

(A) NF-Dichte im 1mm-Abstand von pEM-Lasionen, von Tumorzellen bzw. der Lamina prop-
ria serosae gesunder Peritoneen, (B) NF-Dichte in der Peripherie von pEM und pOC, (C)
Vergleich der NF-Dichte der 1mm-Umgebung und der Peripherie in pEM und pOC. Es ist
jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung abgebildet. **p<0,01.
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Abbildung 6: Bildliche Darstellung der Nervenfaserdichte SP-positiver Nerven in Ge-
webeschnitten von peritonealer Endometriose (pEM), Peritonealkarzinose bei Ovarial-
karzinom (pOC) und gesundem Peritoneum als Kontrollgruppe (KG).

(A) Epithel und Stroma einer pEM-Lésion, (B) Peripherie einer pEM-Lasion, (C) Tumorzellen
und nahe Umgebung in pOC, (D) Peripherie in pOC, (E) Lamina propria serosae eines ge-
sunden Peritoneums. Aufnahme der Bilder in 200-facher Vergrof3erung. Ein Mal3stabsbalken
mit 100um wurde eingefligt, Pfeile markieren Nervenfaseranschnitte.
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3.2 Nachweis von Neurotrophinen

3.2.1 Vorkommen der Neurotrophine im Gewebe der peritonealen En-

dometriose und der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms
3.2.1.1 Vorkommen von NGF

3.2.1.1.1 NGF-Expression in peritonealer Endometriose

Das Epithel der peritonealen EM-Lasionen (n=18) zeigte einen durchschnittlichen Fla-
chen-Intensitats-Score (FIS) von 173,61 + 97,12 % fur NGF. Das Stroma wies einen
FIS von 55,83 £+ 59,81 % und die Peripherie einen FIS von 11,11 £ 13,78 %. Fur die KG
(n=15) wurde ein mittlerer FIS von 14,8 + 24,67 % ermittelt. Es konnte ein signifikant
héherer FIS fir NGF im Epithel nachgewiesen werden im Gegensatz zum Stroma
(p<0,05), der Peripherie (p<0,001) und der KG (p<0,001). Zudem war der FIS des
Stromas signifikant hoher als der der Peripherie (p<0,05) und der KG (p<0,05). Es lag
kein signifikanter Unterschied in der Expression von NGF zwischen der KG und der Pe-
ripherie vor (s. Abbildung 7 (A); s. Abbildung 8).

3.2.1.1.2 NGF-Expression in Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom

Fir NGF wiesen die Tumorzellen (n=15) einen FIS von 218 £ 59,43 % auf, die nahe
Umgebung einen FIS von 53,00 + 32,06 %. In 11 von 15 Schnitten von Patientinnen mit
Peritonealkarzinose bei OC konnte die Peripherie eindeutig abgegrenzt werden und ein
mittlerer FIS von 10,00 = 9,22 % ermittelt werden. In der KG (n=15) lag der FIS im
Durchschnitt bei 14,8 + 24,67 %. Der NGF-FIS der Tumorzellen zeigte sich signifikant
erhdht gegenuber der nahen Umgebung (p<0,05), der Peripherie (p<0,001) und der KG
(p<0,001). Es konnte kein signifikanter Unterschied von NGF zwischen der nahen Um-
gebung der Tumorzellen, der Peripherie sowie der KG festgestellt werden (s. Abbildung
7 (B); s. Abbildung 8).
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3.2.1.1.3 Vergleich der NGF-Expression in peritonealer Endometriose und Peri-
tonealkarzinose bei Ovarialkarzinom

Peritoneale EM und Peritonealkarzinose bei OC exprimieren vergleichbar stark NGF.

Das Epithel der peritonealen EM-Lasionen und die Tumorzellen der Peritonealkarzinose

sowie das Stroma um die peritonealen EM-Lasionen und die nahe Umgebung der Tu-

morzellen sowie die Peripherie von pEM und pOC weisen einen ahnlichen FIS auf (s.

Abbildung 7 (C), s. Abbildung 8).
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Abbildung 7: Grafische Darstellung der mithilfe des Flachen-Intensitits-Scores be-
stimmten NGF-Expression in Gewebeschnitten von peritonealer Endometriose (pEM),
Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom (pOC) und gesundem Peritoneum als Kon-
trollgruppe (KG).

(A) FIS des Epithels, des Stromas und der Peripherie von pEM-L&sionen bzw. der Lamina
propria serosae der gesunden Peritoneen, (B) FIS der Tumorzellen, der nahen Umgebung
und der Peripherie von pOC bzw. der Lamina propria serosae der gesunden Peritoneen, (C)
Vergleich des FIS des Epithels und der Tumorzellen, des Stromas und der nahen Umge-
bung sowie der Peripherie in pEM und pOC. Es ist jeweils der Mittelwert mit der Stan-
dardabweichung abgebildet. *p<0,05, ***p<0,001.
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Abbildung 8: Bildliche Darstellung der NGF-Expression in Gewebeschnitten von peri-

tonealer Endometriose (pEM), Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom (pOC) und ge-

sundem Peritoneum als Kontrollgruppe (KG).

(A) Epithel und Stroma einer pEM-L&sion, (B) Peripherie einer pEM-Lasion, (C) Tumorzellen
und nahe Umgebung in pOC, (D) Peripherie in pOC, (E) Lamina propria serosae eines ge-
sunden Peritoneums. Aufnahme der Bilder in 200-facher VergréRerung. Ein Mal3stabsbalken
mit 100um wurde eingefugt.



48

3.2.1.2 Vorkommen von NT-3

3.2.1.2.1 NT-3-Expression in peritonealer Endometriose

Der Mittelwert des Flachen-Intensitats-Score (FIS) fur NT-3 lag fur das Epithel der peri-
tonealen EM-Lasionen (n=18) bei 128,06 + 86,33 %, fur das Stroma bei 56,67 + 40,44
%, fur die Peripherie bei 56,94 + 32,18 % und in der KG (n=15) bei 112,33 + 66,03 %.
Es konnten signifikante Unterschiede in der Expression von NT-3 fur den im Epithel
héheren FIS im Gegensatz zum Stroma (p<0,01) und zur Peripherie (p<0,01) aufge-
zeigt werden, allerdings nicht zur KG. Zudem zeigten sich keine Unterschiede der FIS
zwischen Stroma, Peripherie und KG (s. Abbildung 9 (A), s. Abbildung 10).

3.2.1.2.2 NT-3-Expression in Peritonealkarzinosen bei Ovarialkarzinom

Die Tumorzellen (n=15) zeigten einen durchschnittlichen FIS fir NT-3 von 172 + 77,34
%, die nahe Umgebung einen mittleren FIS von 41,33 + 32,32 % auf. Insgesamt konnte
in 11 von 15 Schnitten von Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei OC die Peripherie
ausgewertet werden und ein durchschnittlicher FIS von 59,09 + 57,74 % bestimmt wer-
den. In der KG (n=15) lag der FIS bei 112,33 £ 66,03 %. Im Vergleich ist in den Tumor-
zellen signifikant mehr NT-3 exprimiert als in der nahen Umgebung (p<0,001) und der
Peripherie (p<0,001), jedoch nicht im Vergleich zur KG. Zudem lag ein signifikanter Un-
terschied fur den in der KG erhdhten FIS gegenlber der nahen Umgebung (p<0,05)
vor. Weitere Unterschiede im FIS zwischen Stroma, Peripherie und KG konnten nicht

nachgewiesen werden (s. Abbildung 9 (B); s. Abbildung 10).

3.2.1.2.3 Vergleich der NT-3-Expression in peritonealer Endometriose und Peri-
tonealkarzinose bei Ovarialkarzinom

Die Auswertung der Expression von NT-3 zeigte keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Epithelzellen der peritonealen EM-Lasionen verglichen mit den Tumorzellen

der Peritonealkarzinosen, zwischen dem Stroma der peritonealen EM-Lasionen vergli-

chen mit der nahen Umgebung der Tumorzellen sowie zwischen der Peripherie von

pEM und pOC (s. Abbildung 9 (C), s. Abbildung 10).



49

A B
NT-3 in pEM NT-3 in pOC
o 300- o 300-
S S
8 8 *kk
»n *k »n
“&," 200 ok “(;," 200 =
2 2
o T [
€ T b= T
= 1001 = 100
c c
(] [}]
< <
Q (%]
TR 0 . “ r L. 0 T i_i T
> 2 X O Qo X ()

& & & & ¥ & & +

Q N N ) N

< % & Ry & N

<® S &,\5@ <
&
C
o 300
o = EM
® mm OC
o
& 200
‘n
c
i
= 100- |l‘ I
c
()
L
%)
fa 0N
L o
N s° &
(140 éo *‘Q‘\
o & &
S » R
N &
.@0 \'\
K @
Ny
a_;é

Abbildung 9: Grafische Darstellung der mithilfe des Flachen-Intensitats-Scores be-
stimmten NT-3-Expression in Gewebeschnitten von peritonealer Endometriose (pEM),
Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom (pOC) und gesundem Peritoneum als Kon-
trollgruppe (KG).

(A) FIS des Epithels, des Stromas und der Peripherie von pEM-Lasionen bzw. der Lamina
propria serosae der gesunden Peritoneen, (B) FIS der Tumorzellen, der nahen Umgebung
und der Peripherie von pOC bzw. der Lamina propria serosae der gesunden Peritoneen, (C)
Vergleich des FIS des Epithels und der Tumorzellen, des Stromas und der nahen Umge-
bung sowie der Peripherie in pEM und pOC. Es ist jeweils der Mittelwert mit der Stan-
dardabweichung abgebildet. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Abbildung 10: Bildliche Darstellung der NT-3-Expression in Gewebeschnitten von pe-
ritonealer Endometriose (pEM), Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom (pOC) und
gesundem Peritoneum als Kontrollgruppe (KG).

(A) Epithel und Stroma einer pEM-L&sion, (B) Peripherie einer pEM-Lasion, (C) Tumorzellen
und nahe Umgebung in pOC, (D) Peripherie in pOC, (E) Lamina propria serosae eines ge-
sunden Peritoneums. Aufnahme der Bilder in 200-facher VergréRerung. Ein Mal3stabsbalken
mit 100um wurde eingeflgt.
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3.2.1.3 Vorkommen von BDNF

3.2.1.3.1 BDNF-Expression in peritonealer Endometriose

Der Flachen-Intensitats-Score (FIS) fir BDNF betrug im Durchschnitt fur das Epithel der
peritonealen EM-Lasionen (n=18) 97,78 £ 66,07 %, fur das Stroma 32,22 + 36,51 %
und fur die Peripherie 25,56 t 24,67 %. In der KG (n=15) lag der FIS im Mittel bei 10,00
1+ 12,39 %. Ein signifikanter Unterschied konnte zwischen dem Epithel der peritonealen
EM-Lasionen und der Peripherie (p<0,05) sowie der KG (p<0,001) festgestellt werden.
Zwischen dem Epithel und dem Stroma sowie zwischen dem Stroma, der Peripherie
und der KG konnten keine signifikant unterschiedlichen FIS fur BDNF aufgezeigt wer-
den (s. Abbildung 11 (A); s. Abbildung 12).

3.2.1.3.2 BDNF-Expression in Peritonealkarzinosen bei Ovarialkarzinom

Die Tumorzellen (n=15) wiesen einen mittleren FIS fur BDNF von 182,67 + 61,7 % und
die nahe Umgebung einen FIS von 32,67 = 20,52 % auf. In 11 von 15 Schnitten von
Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei OC konnte die Peripherie mit einem FIS von
20,00 + 26,74 % bewertet werden. Der FIS der KG (n=15) lag durchschnittlich bei 10,00
1 12,39 %. In den Tumorzellen konnte im Vergleich zur nahen Umgebung (<0,001), zur
Peripherie (<0,001) und zur KG (<0,001) eine signifikant erhdhte Expression von BDNF
nachgewiesen werden. Keine signifikanten Unterschiede lagen je zwischen der naher
Umgebung, der Peripherie und der KG vor (s. Abbildung 11 (B); s. Abbildung 12).

3.2.1.3.3 Vergleich der BDNF-Expression in peritonealer Endometriose und Peri-
tonealkarzinose bei Ovarialkarzinom

Im Vergleich der Expression von BDNF zwischen dem Epithel der peritonealen EM-
Lasionen und den Tumorzellen der Peritonealkarzinosen bei OC besteht ein signifikan-
ter Unterschied, wobei in den Tumorzellen weitaus mehr BDNF exprimiert ist als in den
Epithelzellen (<0,001). Fir das Stroma der peritonealen EM-Lasionen im Gegensatz zur
nahen Umgebung der Tumorzellen sowie fur die Peripherie von pEM und pOC konnten
keine signifikanten Abweichungen ausgemacht werden (s. Abbildung 11 (C), s. Abbil-
dung 12).
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Abbildung 11: Grafische Darstellung der mithilfe des Flachen-Intensitats-Scores be-
stimmten BDNF-Expression in Gewebeschnitten von peritonealer Endometriose
(PEM), Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom (pOC) und gesundem Peritoneum als
Kontroligruppe (KG).

(A) FIS des Epithels, des Stromas und der Peripherie von pEM-L&sionen bzw. der Lamina
propria serosae der gesunden Peritoneen, (B) FIS der Tumorzellen, der nahen Umgebung
und der Peripherie von pOC bzw. der Lamina propria serosae der gesunden Peritoneen, (C)
Vergleich des FIS des Epithels und der Tumorzellen, des Stromas und der nahen Umge-
bung sowie der Peripherie in pEM und pOC. Es ist jeweils der Mittelwert mit der Stan-
dardabweichung abgebildet. *p<0,05, ***p<0,001.




53

Abbildung 12: Bildliche Darstellung der BDNF-Expression in Gewebeschnitten von
peritonealer Endometriose (pEM), Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom (pOC) und
gesundem Peritoneum als Kontrollgruppe (KG).

(A) Epithel und Stroma einer pEM-Lésion, (B) Peripherie einer pEM-Lasion, (C) Tumorzellen
und nahe Umgebung in pOC, (D) Peripherie in pOC, (E) Lamina propria serosae eines ge-
sunden Peritoneums. Aufnahme der Bilder in 200-facher VergréRerung. Ein Mal3stabsbalken
mit 100um wurde eingeflgt.
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3.2.2 Vorkommen der Neurotrophine in Peritoneal- bzw. Aszitesfllissig-
keiten bei peritonealer Endometriose und der Peritonealkarzinose

des Ovarialkarzinoms

Mittels Western Blot wurde die Mengen an NGF (27 kDa), NT-3 (35kDa) und BDNF
(27,8 kDa) in den PF bzw. AF von Patientinnen mit peritonealer EM (n=23), von Patien-
tinnen mit Peritonealkarzinose bei OC (n=25) und der KG (n=20) gemessen. In der se-
miquantitativen Auswertung konnten zwischen den drei Gruppen keine signifikanten
Unterschiede in den relativen Konzentration von NGF, NT-3 bzw. BDNF festgestellt
werden (s. Tabelle 6, s. Abbildung 13, s. Abbildung 14).

Tabelle 6: Zusammenfassung der relativen Konzentrationen der Neurotrophine NGF, NT-3 und
BDNF in den PF bzw. AF von Patientinnen mit peritonealer Endometriose (pEM), mit Peritone-
alkarzinose bei Ovarialkarzinom (pOC) und der Kontroligruppe (KG).

Es ist jeweils der Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD) angegeben.

pPEM pOC KG
MW SD MW SD MW SD
NGF 1,01 0,40 0,95 0,40 1,00 0,32
NT-3 0,88 0,30 0,84 0,29 1,00 0,29
BDNF 0,89 0,44 0,80 0,17 1,00 0,34
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Abbildung 13: Grafische Darstellung der relativen Konzentrationen der Neurotrophine
NGF, NT-3 und BDNF in den PF bzw. AF von Patientinnen mit peritonealer Endometri-
ose (pEM), mit Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom (pOC) und der Kontroligruppe

(KG).

(A) relative NGF-Konzentration, (B) relative NT-3-Konzentration, (C) relative BDNF-
Konzentration in den PF bzw. AF von pEM, pOC und der KG. Die Werte sind einzeln in einer

Punktwolke dargestellt. Es ist jeweils der Mittelwert abgebildet.
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Abbildung 14: Exemplarische bildliche Darstellung der Western Blot-Banden der Neu-
rotrophine NGF, NT-3 und BDNF sowie des Beta-Aktin in den PF bzw. AF von Patien-
tinnen mit peritonealer Endometriose (pEM), mit Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzi-
nom (pOC) und der Kontroligruppe (KG).

Banden der mittels Western Blot in den PF bzw. AF nachgewiesenen Neurotrophine (A,B)
NGF mit 27 kDa, (C) NT-3 mit 35 kDa und (D) BDNF mit 27,8 kDa sowie des ,house kee-
ping“-Proteins Beta-Aktin (BA) mit 43 kDa. Als Marker (M) zur Ermittlung der Molekiiimassen
wurde eine Proteinleiter genutzt, als Positivkontrolle (PK) die Ostrogen-sensitive MCF-7
Brustkrebs-Zelllinie.
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3.3 Bestimmung der Ostrogenkonzentration in Peritoneal- bzw. As-
zitesflussigkeiten bei peritonealer Endometriose und der Peri-

tonealkarzinose des Ovarialkarzinoms

Die Ostrogenkonzentration in den PF bzw. AF betrug bei Patientinnen mit peritonealer
EM (n=21) im Durchschnitt 5185,6 £ 17232,4 pmol/l, bei Patientinnen mit Peritonealkar-
zinose bei OC (n=21) 77,8 £ 32,2 pmol/l und in der KG (n=13) 1325,2 + 1866,73 pmol/l.
Es fiel auf, dass die einzelnen Ostrogenwerte innerhalb der drei Gruppen sehr weit
auseinander lagen, was auch die hohen Standardabweichungen erklart.

Im Vergleich der drei Gruppen zeigte sich, dass signifikant weniger Ostrogen bei Pati-
entinnen mit Peritonealkarzinose bei OC vorlag im Gegensatz zu Patientinnen mit peri-
tonealer EM (p<0,001) und zu Patientinnen der KG (p<0,001). Auch wurde ersichtlich,
dass bei Patientinnen mit peritonealer EM eine erhdhte Ostrogenkonzentration in den
PF vorlag entgegen den Patientinnen aus der KG, dennoch konnte hierfiur keine statisti-

sche Signifikanz aufgezeigt werden (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Grafische Darstellung der Ostrogenkonzentrationen in den PF bzw. AF
von Patientinnen mit peritonealer Endometriose (pEM), mit Peritonealkarzinose bei
Ovarialkarzinom (pOC) und der Kontrollgruppe (KG).

Es ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung abgebildet. ***p<0,001.
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3.4 Beurteilung neurotropher Eigenschaften von Peritoneal- bzw. As-
zitesflussigkeiten bei peritonealer Endometriose und der Peri-

tonealkarzinose des Ovarialkarzinoms

Im neuronalen Wachstums-Assay wurde die Nervenaussprossung sensibler Huh-
nerembryoganglien mithilfe des Nervenwachstumsscores (NWS) beurteilt. Hier zeigte
sich eine signifikant verminderte Aussprossung der Negativkontrolle (NK) im Vergleich
zur Positivkontrolle (PK, p<0,05), zur pEM (n=12, p<0,01) und zur pOC (n=24, p<0,01),
jedoch nicht zur KG (n=12). Es konnten keine weiteren signifikanten Unterschiede auf-
gezeigt werden, jedoch stellte sich die Aussprossung sensibler Ganglien in den PF bzw.
AF von Patientinnen mit peritonealer EM und Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei
OC vergleichbar mit der PK dar. Die Aussprossung der KG hingegen erscheint dazu im
Trend erniedrigt (s. Tabelle 7, s. Abbildung 16, s. Abbildung 17).

*%

*%

Neuritenaussprossung

NK PK PpEM pOC KG
Peritonealfliissigkeit / Aszites

Abbildung 16: Grafische Darstellung der mithilfe des NWS beurteilten Neuritenaus-
sprossung sensibler Hihnerembryoganglien inkubiert in den PF bzw. AF von Patien-
tinnen mit peritonealer Endometriose (pEM), mit Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzi-
nom (pOC) und der Kontroligruppe (KG).

Mit aufgefuhrt sind die Positivkontrollen (PK) und Negativkontrollen (NK).

Es ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung abgebildet. *p<0,05, **p<0,01.
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Tabelle 7: Zusammenfassung der mithilfe des NWS beurteilten Neuritenaussprossung sensibler
Hiihnerembryoganglien inkubiert in den PF bzw. AF von Patientinnen mit peritonealer Endometri-
ose (pEM), mit Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom (pOC) und der Kontrollgruppe (KG).

Es ist jeweils der Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD) angegeben.

NK PK pEM pOC KG
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
sensibel 020 045|260 055|254 072|246 094|192 117

Abbildung 17: Exemplarische bildliche Darstellung der Neuritenaussprossung aus
sensiblen Hithnerembryoganglien inkubiert in den PF bzw. AF von Patientinnen mit
peritonealer Endometriose (pEM), mit Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom (pOC)
und der Kontrolle (KG).
Neuritenaussprossung aus sensiblen Hihnerembryoganglien inkubiert in PF bzw. AF von
(A) Frauen mit pEM, (B) Frauen mit pOC und (C) der KG.
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4 DISKUSSION

Das Peritoneum als grofdte serose Membran des Korpers kleidet die Peritonealhdhle
aus. Als physikalische Barriere, aber auch mithilfe von Immunzellen, schitzt es umlie-
gende Organe und Strukturen vor Fremdeinwirkung. Die vom Peritoneum gebildete Pe-
ritonealflussigkeit reduziert die Reibung zwischen dem parietalen und dem viszeralen
Blatt. Das parietale Blatt des Peritoneums wird somatosensibel innerviert, das viszerale
Blatt autonom [1]. Verschiedene Erkrankungen betreffen das Peritoneum, wobei es zu
Schmerzen kommen kann. Uber mogliche schmerzpathogenetische Mechanismen ist
hierbei bislang wenig bekannt. Fir einige Erkrankungen des Peritoneums konnten
Kenntnisse dieser Mechanismen von grofRRer klinischer Bedeutung sein, da Uber ein
besseres Verstandnis der Pathogenese die gezielte Entwicklung therapeutischer Stra-
tegien moglich werden kann.

In dieser Arbeit wurden die peritoneale Endometriose und die Peritonealkarzinose des
Ovarialkarzinoms erstmals in Bezug auf ihre Schmerzsymptomatik sowie die Schmerz-
pathogenese miteinander verglichen. Die typischerweise schmerzhaft verlaufende En-
dometriose des Peritoneums, und die trotz fortgeschrittenem Stadium meist nur mit ge-
ringen Schmerzen verlaufende Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms, stehen sich
als gynakologische Erkrankungen mit Beteiligung des Peritoneums gegenuber. Die
Schmerzpathogenese der Endometriose gibt bestandig Anlass zur Forschung, wobei
die Untersuchung von Nervenfasern und Neurotrophinen von wesentlicher Bedeutung
ist.

Hier wurde nun die Gesamtnervenfaserdichte (PGP9.5) im Gewebe sowie die sensori-
sche Nervenfaserdichte (SP) bestimmt und fur beide Erkrankungen vergleichend aus-
gewertet. Um den moglichen Einfluss von Signalstoffen auf das Nervenwachstum in
beiden Erkrankungen besser einordnen zu kénnen, wurde die Expression der Neuro-
trophine NGF, NT-3 und BDNF sowohl im Gewebe als auch in den Peritoneal- bzw.
Aszitesflussigkeiten untersucht. Weiterhin wurden die neuromodulatorischen Eigen-
schaften von Peritoneal- und Aszitesflissigkeiten beurteilt. Dazu wurden sensible Hin-
terwurzelganglien in den Flussigkeiten inkubiert und deren Aussprossen analysiert. Zu-
dem wurde die Ostrogenkonzentration in den Peritoneal- und Aszitesfliissigkeiten be-

stimmt.
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4.1 Innervation

Fiar die Endometriose werden Nervenfasern als bedeutender Faktor in der Entstehung
von Schmerz angenommen. Insbesondere die im peripheren Gewebe befindlichen
freien Nervenendigungen sensibler Nervenfasern dienen der Schmerzweiterleitung ins
Zentralnervensystem. Die Sensitivierung und Aktivierung dieser Nerven erfolgt Uber
proinflammatorische Mediatoren, welche im Rahmen chronischer Entzindungsprozes-
se in der Umgebung von Endometrioselasionen gefunden werden [35-37]. Zudem wird
zum einen ein Einfluss von Ostrogen sowie NGF auf das Entziindungsgeschehen, zum
anderen auch direkt auf sensible Nervenfasern angenommen [38, 39, 60-62]. Hiertber
lasst sich ein Beteiligtsein von Nervenfasern an der Schmerzpathogenese in Endomet-
riose annehmen.

In dieser Arbeit wurde die Gesamtdichte PGP9.5-positiver Nervenfasern untersucht.
Hier konnte kein Unterschied im Gewebe um die peritonealen Endometrioselasionen im
Vergleich zu gesunden Peritoneen aufgezeigt werden. Allerdings stellte sich die Ner-
venfaserdichte in der nahen Umgebung der Endometrioselasion erhdht dar im Vergleich
zur Peripherie der Lasion. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Arnold et al. [66].
Im Gegensatz dazu konnten Tokushige et al. in ihrer Untersuchung, bei gleicher Me-
thode aber hoherer Fallzahl, eine erhohte Nervenfaserdichte in der direkten Umgebung
der Endometrioselasionen aufzeigen [63]. Untersuchungen in anderen Endometriose-
formen zeigten untereinander Unterschiede in der Nervenfaserdichte. Die tief-
infiltrierende Endometriose ist die Unterform der Endometriose, die mit besonders star-
ken Schmerzen einhergeht [105]. Auch die Nervenfaserdichte erwies sich als signifikant
hoher im Vergleich zur peritonealen Endometriose [106]. Es ist demnach denkbar, dass
die Anzahl der Nervenfasern mit der Starke der Schmerzen korreliert. Flr die peritonea-
le Endometriose wurde ein solcher Zusammenhang in einer Pilotstudie belegt [64].
Weiterfuhrend wurde die Dichte sensorischer SP-positiver Nervenfasern bestimmt. Die
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit konnten sensible Nervenfasern in peritonea-
ler Endometriose nachweisen, jedoch zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Nervenfaserdichte im Vergleich zu den gesunden Peritoneen der Kontroligruppe. Nur
wenige Studien untersuchten bislang die sensible Nervenfaserdichte in peritonealer
Endometriose. Tokushige et al. konnten sensible Nervenfasern immunhistochemisch
demonstrieren, konnte aber ebenfalls keinen Unterschied zu gesunden Peritoneen fin-

den [63]. Andere Verodffentlichungen hingegen konnten verglichen mit der Kontrollgrup-
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pe signifikant mehr sensible Nervenfasern in der Umgebung peritonealer Endometrio-
selasionen auffinden [66, 69]. Insgesamt ist die gegenwartige Datenlage zur Innervation
der peritonealen Endometriose unzureichend und es bedarf grol3er angelegter Studien,
um eine mogliche Beteiligung von Nervenfasern an der Schmerzpathogenese zuverlas-
sig bestatigen zu kdnnen.

Bei der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms finden sich zahlreiche im Peritoneum
verteilte Tumorknotchen. Die Peritonealkarzinose entsteht durch intraperitoneale Dis-
semination von Tumorzellen und ist in der Regel mit einem fortgeschrittenen Tumorsta-
dium assoziiert. Trotz der ausgepragten Verteilung im Peritoneum sind die klinischen
Beschwerden der Patienten wenig stark und spezifisch [99]. Vorausgesetzt Nervenfa-
sern haben einen Einfluss auf die Schmerzentstehung in peritonealer Endometriose, so
sollten demnach im Gegensatz dazu in der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms
kaum Nervenfasern zu finden sein. Dies konnte in dieser Arbeit bestatigt werden. Inte-
ressanter Weise war die Gesamtnervenfaseranzahl als auch die sensible Nervenfaser-
dichte in der Umgebung der Tumorzellen signifikant niedriger als um die peritonealen
Endometrioselasionen und die gesunden Peritoneen. Bislang liegen keine wissen-
schaftlichen Untersuchungen zum Vorkommen von Nervenfasern in der Peritonealkar-
zinose des Ovarialkarzinoms zum Vergleich vor. Moglicherweise ist die Reduktion der
peritonealen Innervation im héheren Alter aber auch physiologisch, weshalb die Ner-
venfaserdichte im Peritoneum gesunder postmenopausaler Patientinnen weiterfihrend
untersucht werden sollte.

Im Ruckschluss konnte die hohere Nervenfaserdichte die Schmerzentstehung in peri-
tonealer Endometriose gut erklaren. Die Mechanismen, welche zur Erhohung oder Re-
duktion der Nervenfaserdichte beitragen, sind nach wie vor unbekannt. In der Endomet-

rioseforschung sind hier die Neurotrophine von besonderem Interesse.

4.2 Neurotrophine

Neurotrophine sind Signalfaktoren des Nervensystems und sind wichtig fir Uberleben,
Wachstum und Funktion von Nervenzellen. Fir die Endometriose werden Neurotrophi-
ne und allen voran ihr Hauptvertreter NGF als bedeutend angesehen. Ein Einfluss auf
das Neueinsprossen von Nervenfasern als auch ein Beteiligtsein im Rahmen von Ent-
zundungsreaktionen wird angenommen und konnte zur Entstehung von Schmerz in

Endometriose beitragen.
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In dieser Arbeit wurden sowohl NGF als auch NT-3 und BDNF untersucht und ihre Ex-
pression im endometriotischen Gewebe mithilfe des Flachen-Intensitats-Scores als
auch semiquantitativ in den Peritonealflissigkeiten als relative Konzentrationen beur-
teilt. Alle drei Neurotrophine konnten im Gewebe nachgewiesen werden. Dabei wies
das Epithel der peritonealen Endometrioselasion die hochste Expression auf, in der Pe-
ripherie hingegen lagen alle Neurotrophine signifikant vermindert vor. Zudem erwiesen
sich im Epithel der Lasion NGF und BDNF erhdht exprimiert im Vergleich zur Kontroll-
gruppe, jedoch nicht NT-3. Es kann daher vermutet werden, dass vordringlich NGF und
BDNF in peritonealer Endometriose neuromodulatorisch wirken. In den Peritonealflus-
sigkeiten konnten NGF, NT-3 und BDNF ebenfalls nachgewiesen werden, allerdings
konnte kein relativer Konzentrationsunterschied zueinander als auch zur Kontrollgruppe
festgestellt werden.

Verschiedene Studien untersuchten bislang die Expression der Neurotrophine in peri-
tonealer Endometriose. Im Gewebe konnte NGF hierbei in der Immunhistochemie und
der real-time Polymerase-Kettenreaktion (rt-PCR) nachgewiesen werden [63, 107].
Auch in den Peritonealflissigkeiten von Patientinnen mit peritonealer Endometriose lag
NGF gegenuber der Kontrollgruppe in der Analyse mittels Western Blot vermehrt vor
[85]. FUr NT-3 und BDNF gibt es deutlich weniger Daten. In einer Untersuchung konnte
in peritonealen Endometrioselasionen eine schwache NT-3-Expression im Epithel ge-
sehen werden [65]. Eine andere Studie konnte alle Neurotrophine vermehrt in ovarieller
Endometriose nachweisen [84]. Insgesamt ist die Datenlage inkongruent. Verschiede
Studiendesigns mit Verwendung unterschiedlicher Gewebeproben und Nachweisme-
thoden macht die Vergleichbarkeit der publizierten Daten schwierig. Flir NGF liegen
generell die meisten Untersuchungen vor. Das Beteiligtsein von NGF an der Pathoge-
nese der Endometriose kann daher begrindet angenommen werden und wird auch
durch diese Arbeit unterstutzt. Fir NT-3 und BDNF hingegen ist eine solche Aussage
zu diesem Zeitpunkt trotz einiger Hinweise nicht moglich.

Wie bereits erwahnt sind Neurotrophine wichtig fur Nervenzellen, allen voran sensible
Nervenzellen. NGF fordert das Wachstum von sensiblen Nervenfasern, sichert ihr Fort-
bestehen, repariert und schutzt sie vor schadlichen Einflussen. Aber NGF unterhalt
nicht nur die Nervenfasern, es bewirkt Uber Mediatoren wie Substanz P auch eine Akti-
vierung und Sensitivierung sensibler Nervenfasern und tragt damit zur Entstehung von
Schmerz bei [38, 39]. So konnte in Peritonealflissigkeiten von Patientinnen mit peri-

tonealer sowie ovarieller Endometriose mit zunehmender NGF-Menge auch eine Kkli-
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nisch starkere Auspragung der Schmerzen beobachtet werden [107]. In zahlreichen
Experimenten an Tieren konnte ein Einfluss von NGF auf die Entstehung von Schmerz
dokumentiert werden [75]. Auch in einer Studie an gesunden Probanden steigerte sich
die Schmerzempfindlichkeit nach intramuskularer Injektion von NGF und eine Schmer-
zuberempfindlichkeit konnte Uber mehrere Tage hinweg nachgewiesen werden [108].
Zudem wurde eine Beteiligung von NGF an chronischen Entzindungsreaktionen fest-
gestellt. NGF beeinflusst Immunzellen und kann so die Produktion und Freisetzung von
Immunmediatoren triggern. Auf diese Weise unterhalt NGF die Entzindung [40, 41].
Aber auch BDNF scheint auf Entzindungsreize hin vermehrt synthetisiert zu werden.
Uberdies kann NGF die Synthese von BDNF induzieren [78, 80-82]. Die peritoneale
Endometriose wird zunehmend als chronisch entziindliche Erkrankung verstanden. Es
konnten vermehrt Immunzellen wie Makrophagen in der Umgebung endometriotischer
Lasionen nachgewiesen werden [28]. Immunzellen wiederum sezernieren proinflamma-
torische Mediatoren. Diese Mediatoren kdonnen direkt und auch indirekt Gber die Frei-
setzung von NGF sensible Nervenfasern sensitivieren und damit Schmerzen verursa-
chen [38, 39, 76, 79].

Auch im Gewebe der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms sowie den Aszitesflus-
sigkeiten konnten Neurotrophine nachgewiesen werden, wobei insgesamt ahnliche Ex-
pressionsmuster wie bei der peritonealen Endometriose gesehen wurden. Im Gewebe
konnte in den Tumorzellen eine deutlich gesteigerte Expression aller Neurotrophine
gesehen werden, die sich im Vergleich zur Peripherie signifikant erhoht darstellt. Fur
NGF und BDNF konnten ebenfalls signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe aufge-
zeigt werden. Die Flachen-Intensitats-Scores der Neurotrophine erwiesen sich zwi-
schen der Peritonealkarzinose und der peritonealen Endometriose als miteinander ver-
gleichbar. Lediglich BDNF konnte in den Tumorzellen der Peritonealkarzinose signifi-
kant hoher exprimiert als in den Epithelzellen der peritonealen Endometrioselasionen
nachgewiesen werden. In den Aszitesflussigkeiten waren NGF, BDNF und NT-3 vor-
handen, allerdings gab es keine Unterschiede in den relativen Konzentrationen von pe-
ritonealer Endometriose, Peritonealkarzinose und der Kontrollgruppe.

Die dokumentierte geringe Nervenfaserdichte der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzi-
noms scheint im Unterschied zur peritonealen Endometriose durch die nachgewiesenen
Neurotrophine nicht beeinflusst zu werden.

Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es keine Untersuchungen zur Neurotrophinexpression in

der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms, allerdings konnten NGF sowie BDNF in
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Tumorzellen des Ovarialkarzinoms aufgezeigt werden [109-111]. NGF wird eine bedeu-
tende Rolle in der Tumor-induzierten Angiogenese zugeschrieben. Es wird davon aus-
gegangen, dass NGF Uber seinen Rezeptor TrkA direkt und indirekt Gber die hochregu-
lierte Expression des Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF) die Neubildung von
Gefallen im Ovarialkarzinom stimuliert [109, 112]. Die Angiogenese ist essentiell fur
das Tumorwachstum. Auch BDNF konnte uber VEGF die Angiogenese induzieren. Fir
andere Tumoren, wie das Neuroblastom und das Chondrosarkom, wurde dies bereits
untersucht [113, 114]. NGF wird Uber seinen Rezeptor TrkA ebenso eine Rolle im Tu-
morwachstum und der Metastasierung zugeschrieben. Untersuchungen, unter anderem
durchgefuhrt am Mammakarzinom, lassen einen solchen Einfluss vermuten [115, 116].
BDNF ist zwar sowohl im gesunden Ovar als auch im Ovarialkarzinom vorhanden, je-
doch ist sein Rezeptor TrkB nur in den Tumorzellen des Ovarialkarzinoms erhoht ex-
primiert. TrkB ist hierbei mit einer gesteigerten Aggressivitat des Tumors und einer
schlechteren Prognose assoziiert. Der BDNF-TrkB-Signalweg unterdruckt in Tumorzel-
len die Anoikis, die Apoptose von Zellen ohne Matrix-Kontakt. Aus dem Zellverband
geldste Tumorzellen kdnnten so den programmierten Zelltod umgehen und metastasie-
ren. BDNF und TrkB konnten in metastasierten Ovarialkarzinomzellen des Omentum
majus sowie in Tumorspharoiden in Aszites bei Ovarialkarzinom vermehrt nachgewie-
sen werden. Der BDNF-TrkB-Signalweg kdnnte somit an der peritonealen Disseminati-
on des Ovarialkarzinom und der Ausbildung einer Peritonealkarzinose beteiligt sein
[110, 111, 117]. NT-3 und sein Rezeptor TrkC konnten in verschiedenen Tumoren
nachgewiesen werden [118-120]. Zum Ovarialkarzinom liegen bislang jedoch keine Un-
tersuchungen vor. Fur TrkC wird angenommen, dass er als ,dependence receptor” ar-
beitet, also in Abhangigkeit vom Vorliegen des Liganden NT-3 unterschiedliche Funkti-
onen hat. TrkC ist proapoptotisch, in Gegenwart von NT-3 hingegen wird die Apoptose
unterdruckt und das Wachstum des Tumors begunstigt [121]. In Tumorzellen des Neu-
roblastom konnte gezeigt werden, dass NT-3 autokrin produziert wird, die TrkC-
induzierte Apoptose unterdriickt und die Zellen sich so einen Uberlebensvorteil ver-
schaffen [119].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bisherige Untersuchungen der Neurotrophine
und ihrer Rezeptoren im Ovarialkarzinom in erster Linie auf die Induktion der Angioge-
nese und die Steigerung des Tumorwachstums abzielen. Die Expression von NGF, NT-
3 und BDNF in der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms lasst sich hieriber gut

erklaren. Allerdings scheinen die Neurotrophine keinen Einfluss auf das Nervenfaser-
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wachstum und somit auch keine Bedeutung in der Schmerzpathogenese zu haben. In
der peritonealen Endometriose hingegen ist ein Mitwirken der Neurotrophine an der

Entstehung von Schmerz sehr wahrscheinlich.

4.3 Neurotrophe Eigenschaften

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuronaler Wachstums-Assay mit sensiblen Huh-
nerembryoganglien durchgefuhrt. Es zeigte sich sowohl in den Peritonealflissigkeiten
von Patientinnen mit peritonealer Endometriose als auch in den Aszitesflussigkeiten
von Patientinnen mit einer Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom ein Aussprossen
sensibler Neuriten. Das Ausmal der sensiblen Neuritenaussprossung war hierbei fur
beide Erkrankungen vergleichbar, allerdings konnte kein signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe ausgemacht werden. Wie zuvor geschildert konnten die Neurotrophine
NGF, NT-3 und BDNF sowohl in den Peritonealfllissigkeiten als auch in den Aszites-
flussigkeiten nachgewiesen werden, es konnte jedoch kein Unterschied der relativen
Konzentrationen in den FlUssigkeiten von peritonealer Endometriose, Peritonealkarzi-
nose und Kontrollgruppe zueinander aufgezeigt werden. Dass Neurotrophine ein Aus-
sprossen von Hihnerembryoganglien bewirken konnte bereits gezeigt werden [122]. In
Untersuchungen von Patientinnen mit Endometriose konnte bei Inkubation von Huh-
nerembryoganglien in Peritonealflissigkeiten ein Nervenwachstum bereits aufgezeigt
und mittels NGF-Inhibitor anschlie®end wieder reduziert werden [69]. Es kann also da-
von ausgegangen werden, dass NGF die Innervation der peritonealen Endometriose
steigert. In den Aszitesflissigkeiten von Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei Ovari-
alkarzinom konnten ebenfalls Neurotrophine nachgewiesen, als auch eine Neuritenaus-
sprossung von Huhnerembryoganglien bei Inkubation in der Aszitesflissigkeit festge-
stellt werden. Trotzdem finden sich um die Tumorzellnester einer Peritonealkarzinose
nur wenige Nervenfasern. Es muss also davon ausgegangen werden, dass fur das ge-
steigerte Einsprossen von Nervenfasern um peritoneale Endometrioselasionen zusatz-

lich noch weitere Faktoren Einfluss nehmen.
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4.4 Einfluss von Ostrogen

Endometriose ist eine Ostrogen-abhangige Erkrankung. Ostrogen unterhalt Endometri-
oselasionen [45], woflr auch das vordringliche Auftreten der Erkrankung bei Frauen in
der reproduktiven Lebensphase spricht [46]. Niedrige Ostrogenspiegel hingegen schei-
nen sich protektiv auszuwirken. So verhindert die medikamentése hormonelle Endomet-
riosetherapie den Ablauf eines normalen Ovarialzyklus und reduziert somit auch den
Ostrogenspiegel [17, 47]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte Ostrogen in den Peritone-
alflissigkeiten von Patientinnen mit peritonealer Endometriose nachgewiesen werden,
wobei sich die einzelnen Werte sehr variabel zeigten. Die durchschnittliche Ostrogen-
konzentration war dabei nicht definitiv erhdht gegentber der Kontrollgruppe. Dies deckt
sich mit vorangegangenen Studien, die ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in
der Ostrogenkonzentration in den Peritonealfliissigkeiten von Patientinnen mit Endo-
metriose und einer Kontrollgruppe finden konnten [123-125]. Die Konzentration von
Ostrogen in der Peritonealfliissigkeit scheint demnach keinen direkten Einfluss auf das
Auftreten von peritonealer Endometriose zu haben. Jedoch bleibt Ostrogen ein wichti-
ger Bestandteil in der Pathogenese der Erkrankung. Ostrogen stimuliert die Proliferation
des gesunden Endometriums wie auch der Endometrioselasion [42-45]. Zudem kdnnen
Endometrioseldsionen eigenstandig und unabhangig von der physiologischen Ostro-
gensynthese Uber die Expression des Enzyms Aromatase Ostrogen bilden [48, 49]. Die
Synthese der Aromatase erfolgt Uber PGE2 und COX-2, welche im Rahmen von Ent-
zundungsreaktionen synthetisiert werden und sich auch in Endometriose als vermehrt
exprimiert zeigen [53, 54, 57-59]. Entscheidend fiir die Wirkung von Ostrogen ist auch
die Expression der Ostrogenrezeptoren ERa und ERP in der Endometrioseldsion. Auch
wenn bisherige Studien hier keine eindeutigen Ergebnisse erzielen konnten, so wird
doch ein im Vergleich zum gesunden Endometrium abweichendes Verhaltnis der Ex-
pression von ERa und ERp in der Endometrioselasion als pathogenetischer Einflussfak-
tor angesehen [126, 127]. Zudem wird ein Einfluss von Ostrogen auf sensible Nerven-
fasern angenommen, wodurch auch Ostrogen selbst Schmerz in Endometriose verur-
sachen kénnte [60-62]. Bislang ist hierbei nur unzureichend erforscht, ob Ostrogen di-
rekt Schmerzreize an Nervenfasern auslost, Schmerzrezeptoren sensibilisiert oder
Wachstum und Dichte sensibler Nervenfasern beeinflusst. Daher sollten die zugrunde-
liegenden Mechanismen der Schmerziibertragung durch Ostrogen weiterfiihrend unter-

sucht werden.
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Die Bestimmung der Konzentration von Ostrogen in den Peritonealfliissigkeiten von
Patientinnen mit peritonealer Endometriose ergab im Mittel deutlich hohere Werte als in
den Aszitesflussigkeiten von Patientinnen mit Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom.
Auch die Kontrollgruppe wies gegenuber den Patientinnen mit Peritonealkarzinose ho6-
here Ostrogenkonzentrationen auf. Eine vorliegende Studie untersuchte die Ostrogen-
konzentration in Aszites von Frauen mit Ovarialkarzinom [128]. Das Patientinnenkollek-
tiv zeigte sich in Bezug auf das Alter vergleichbar, in den meisten Fallen lag intraopera-
tiv ebenfalls eine Peritonealkarzinose vor. Die Konzentration von Ostrogen in Aszites-
flussigkeiten war auch hier deutlich niedriger im Vergleich zu den zu diesem Zeitpunkt
nicht veroffentlichten Kontrolldaten der Peritonealflissigkeiten von Patientinnen mit gut-
artigen gynakologischen Erkrankungen. Wahrend das Alter der Kontrollpatientinnen
dieser Studie nicht angegeben wurde, so sind die Patientinnen der Endometriose- als
auch Kontrollgruppe in dieser Arbeit hauptsachlich in der reproduktiven Phase. Die Pa-
tientinnen mit Peritonealkarzinose bei Ovarialkarzinom hingegen waren mehrheitlich
postmenopausal. Das Ovarialkarzinom kann zwar in jedem Alter auftreten, hauft sich
jedoch ab dem 40. Lebensjahr. Uber 70% aller erkrankten Frauen sind 50 Jahre oder
alter und damit uberwiegend in der Postmenopause [129]. Die unterschiedlichen Kon-
zentrationen an Ostrogen lieRen sich demnach generell auch anhand der Lebensphase
der Frauen erklaren, wobei die reproduktive Phase per se mit einer gesteigerten ovari-
ellen Ostrogensynthese einhergeht. Folglich sollte zunéchst sowohl die Ostrogenkon-
zentration in Peritonealflissigkeit von gesunden postmenopausalen Frauen als auch
die Aszitesflussigkeit von pramenopausalen Frauen mit Peritonealkarzinose bei Ovari-
alkarzinom untersucht werden. Hieruber lieRe sich eine mogliche Abhangigkeit von der
jeweiligen reproduktiven Phase der Patientinnen vergleichend beurteilen. Zudem wurde
die Ostrogenkonzentration in dieser Arbeit alleinig in den Peritoneal- und Aszitesfliis-
sigkeiten gemessen, so dass ein unmittelbarer Einfluss auf die Schmerzpathogenese
nicht belegt werden kann.

Dennoch ist es anhand der Ergebnisse dieser Arbeit denkbar, dass Ostrogen die erhoh-
te Nervenfaserdichte in peritonealer Endometriose mitbedingt. Die auffallend erhdhte
Ostrogenkonzentration der Peritonealflissigkeiten von peritonealer Endometriose im
Vergleich zur Aszitesflussigkeit der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms konnte
die unterschiedliche peritoneale Innervation als auch das unterschiedliche Auftreten von

Schmerzen in beiden Erkrankungen erklaren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Als grote serose Membran des Korpers kleidet das Peritoneum die Peritonealhohle
aus. Zwei gynakologisch relevante Erkrankungen mit Beteiligung des Peritoneums sind
die peritoneale Endometriose und die Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms. Diese
fallen durch ihre grundlegend verschiedenartige klinische Prasentation auf. Das Leit-
symptom der Endometriose des Peritoneums sind Schmerzen, wobei das Ausmal der
Erkrankung nicht mit der Schmerzintensitat korreliert und auch kleine Herde starke
Schmerzen verursachen kénnen. Die Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms hinge-
gen prasentiert sich zumeist mit unspezifischen Symptomen, trotzdem haufig ausge-
dehnte peritoneale Befunde vorliegen. Da bislang nur wenig uber die dem Schmerz zu-
grundeliegenden Mechanismen beider peritonealen Erkrankungen bekannt ist, wurden
diese im Rahmen dieser Arbeit in Bezug auf die Schmerzpathogenese vergleichend
untersucht.

Im Gegensatz zur direkten Umgebung der Endometrioselasionen wurde eine signifikant
niedrigere Gesamtnervenfaserdichte um Tumorzellen ermittelt. Auch die fur die
Schmerzweiterleitung verantwortlichen sensiblen Nervenfasern lagen im Vergleich zur
nahen Umgebung der Endometrioselasionen in geringerer Anzahl nahe den Tumorzel-
len vor. Demgemal ist eine Beteiligung von Nervenfasern an der Entstehung der fur
Endometriose typischen Schmerzen durchaus denkbar, wahrend die geringe Nervenfa-
serdichte um die Peritonealkarzinose gut zur unspezifischen klinischen Prasentation
des Ovarialkarzinoms passt. Die Neurotrophine NGF, NT-3 und BDNF konnten sowohl
im Gewebe der peritonealen Endometriose als auch in der Peritonealkarzinose des
Ovarialkarzinoms nachgewiesen werden. Ebenso fanden sich die genannten Neurotro-
phine in den Peritoneal- bzw. Aszitesflissigkeiten. Zudem konnte in einem neuronalen
Wachstums-Assay ein Aussprossen sensibler Ganglien inkubiert in den Peritoneal- und
Aszitesflussigkeiten beobachtet werden. Es ist demnach davon auszugehen, dass die-
se Flussigkeiten neuromodulatorische Eigenschaften besitzen. Insbesondere fur NGF
wird angenommen, dass es das Nervenfaserwachstum foérdert, wodurch folglich die ge-
steigerte Innervation in der peritonealen Endometriose bedingt sein kénnte. Uber proin-
flammatorische Mediatoren bewirkt NGF aber auch eine Aktivierung und Sensitivierung
sensibler Nervenfasern und kann hiertiber zur Entstehung von Schmerz beitragen. In
der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms hingegen scheint das Vorhandensein

von Neurotrophinen nicht zum Einsprossen von Nervenfasern zu fihren. Vielmehr wird
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den Neurotrophinen und ihren Rezeptoren entsprechend bisheriger Untersuchungen
ein wesentlicher Beitrag in der Induktion der Angiogenese und damit der Steigerung
des Tumorwachstums zugesprochen. Trotzdem in der peritonealen Endometriose ein
Mitwirken der Neurotrophine an der Entstehung von Schmerz wahrscheinlich ist, muss
davon ausgegangen werden, dass weitere pathogenetische Faktoren beteiligt sind.
Ostrogen ware ein solcher Faktor. Es wird angenommen, dass Ostrogen (ber bislang
nicht ausreichend geklart Mechanismen Einfluss auf sensible Nervenfasern nimmt.
Demnach konnte Ostrogen beteiligt sein an der Schmerzentstehung in Endometriose.
Die Ostrogenkonzentration in den Peritoneal- bzw. Aszitesfliissigkeiten zeigte sich in
Endometriose deutlich héher als im Ovarialkarzinom. Das erhdhte Vorkommen von Ost-
rogen in Endometriose konnte die gesteigerte peritoneale Innervation begrinden. Zu-
dem kdénnte dies den Unterschied zwischen der typischerweise schmerzhaft verlaufen-
den peritonealen Endometriose und der im Vergleich dazu unspezifischen Symptomatik
der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms erklaren. Da die Patientinnen mit peri-
tonealer Endometriose in dieser Arbeit in der reproduktiven Phase sind, wahrend sich
die Patientinnen mit Ovarialkarzinom mehrheitlich in der Postmenopause befinden, sind
weitere Untersuchungen vonnéten, um eine Abhangigkeit von der reproduktiven Le-
bensphase der Frauen zu prufen.

In Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit ist ein Beteiligtsein von Nervenfasern,
Neurotrophinen und Ostrogen an der Schmerzpathogenese der peritonealen Endomet-
riose denkbar. Diese Aspekte sollten folglich weiterfihrend untersucht werden. Ein gu-
tes Verstandnis des Schmerzes als Leitsymptom der Endometriose ist essentiell um

erfolgreiche Therapiemethoden zu etablieren.
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