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Abstrakt

Abstrakt

Immunhistochemische Charakterisierung Endometriose- assoziierter glatter

Muskelzellen in peritonealen Endometrioselasionen

Einleitung: Endometriose ist eine gutartige, chronische, Ostrogen-abhangige
gynakologische Erkrankung, von der viele Frauen im reproduktiven Alter betroffen
sind. Die meisten Patientinnen leiden unter zyklusabhangigen Symptomen wie
Dysmenorrhoe und Unterbauchschmerzen, wobei 50% von ihnen
Langzeitbehandlungen wie z.B. wiederkehrende Operationen  und/oder
kontinuierliche Hormonbehandlungen bendtigen. Die Entwicklung geeigneter
Therapien wird solange nicht mdglich sein, bis die Pathogenese der Endometriose,
insbesondere die der Endometriose-assoziierten Schmerzentstehung, vollstandig
geklart ist. In diesem Zusammenhang stellen die glatten Muskelzellen in
Endometrioselasionen einen vielversprechenden Forschungsansatz dar. Glatte
Muskelzellen treten héaufig in Endometrioseldsionen auf und konnten bereits in
peritonealen, ovarialen und tief-infiltrierenden Endometrioseherden nachgewiesen
werden. Bis heute ist der Ursprung dieser Endometriose-assoziierten glatten
Muskelzellen vollig ungeklart. Jedoch gibt es Hinweise darauf, dass sie
metaplastischen Ursprungs sind. Des Weiteren ist auch ihre biologische
Funktionalitat noch immer nicht vollstdndig bekannt. Aus diesem Grund wird der
Differenzierungsgrad dieser Endometriose-assoziierten glatten Muskelzellen in der

vorliegenden Studie ndher untersucht.

Methoden: Es wurden Biopsien von peritonealen Endometrioselasionen (n = 60) und
gesunde Peritonealproben von Patientinnen ohne Endometriose (Kontrollgewebe, n
= 10) gesammelt. Das Kontrollgewebe stammte aus Hysterektomien von
Patientinnen ohne Endometriose oder Adenomyose. Im Rahmen der Studie wurden
immunhistochemische Untersuchungen mit Antikdrpern gegen Oxytocinrezeptoren
(OTR), Vasopressinrezeptoren (VPR) und Smooth Muscle Myosin Heavy Chains
(sm-MHC) durchgefihrt. Zur Identifizierung glatter Muskelzellen und zur
Untersuchung ihres Differenzierungsgrades kamen Antikorper gegen Smooth Muscle

Actin (smActin), Desmin (Des) und Caldesmon (Cal) zur Anwendung.

Ergebnisse: Glatte Muskelzellen konnten in samtlichen Endometrioseldsionen
nachgewiesen werden. Der Muskelzellgehalt in peritonealen Endometrioseldasionen

VIlI



Abstrakt

(38%) war signifikant hoher als im Peritoneum von Frauen ohne Endometriose (6%;
p <0,001). Die Endometriose-assoziierten glatten Muskelzellen zeigten verschiedene
Differenzierungsgrade in Abhéngigkeit von ihrer Lokalisation zur Endometrioselasion.
Hierbei konnten intrastromale glatte Muskelzellen, Stroma-assoziierte glatte
Muskelzellen und periphere Muskelzellen unterschieden werden. Im Vergleich zu
intrastromalen und Stroma-assoziierten glatten Muskelzellen zeigten peripher
gelegene Muskelzellen den hdchsten Differenzierungsgrad (p < 0,001). In
Abhangigkeit von ihrem Differenzierungsgrad wiesen die Muskelzellen den grofl3ten
Gehalt des Muskelzellfunktionalitatsmarkers sm-MHC und der uterinen
Markermolekile OTR und VPR auf. OTR und VPR konnten nur in vollstédndig

ausdifferenzierten glatten Muskelzellen nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung: Die vorliegende Studie gibt einen ersten Hinweis auf einen

moglichen metaplastischen Ursprung der Endometriose-assoziierten glatten
Muskelzellen. Der Nachweis von OTR und VPR legt die Hypothese nahe, dass
Endometriose-assoziierte glatte Muskelzellen funktionell aktiv sein kdnnten und damit

an der Entstehung von Endometriose-assoziierten Schmerzen beteiligt sind.
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Abstract
Immunohistochemical characterization of endometrios is-associated smooth
muscle cells in human peritoneal Endometriotic lesi ons

Introduction: Endometriosis is a benign, chronic, estrogen-dependent gynaecologic
disease affecting millions of women of reproductive age. Most of the patients suffer
from cycle-dependent symptoms, such as dysmenorrhoea and pelvic pain, whereby
50% of them require long-term treatment including recurring surgery and/or
continuous hormonal treatment. Developing suitable healing options will not be
feasible as long as the pathogenesis of endometriosis, especially the pathogenesis of
pain generation, is not fully understood. In this perspective the smooth muscle cells in
endometriotic lesions have become a promising research area. Smooth muscle cells
are common components of endometriotic lesions and have been characterizied
previously in peritoneal, ovarian and deep infiltrating endometriotic lesions. To date,
the origin of these endometriosis-associated smooth muscle cells is still unclear.
However, there is some evidence that they are of metaplastic origin. Furthermore,
their biological functionality is still not fully known. Therefore, this retrospective study
aims for investigating the differentiation level among endometriosis-associated

smooth muscle cells in peritoneal endometriotic lesions.

Methods: Biopsies from peritoneal endometriotic lesions (h = 60) and healthy
peritoneum from patients without endometriosis (control tissue, n = 10) were
obtained. The controls were hysterectomy specimens from patients without
endometriosis or adenomyosis. An immunhistochemical examination of peritoneal
specimens using antibodies against oxytocin receptor (OTR), vasopressin receptor
(VPR) and smooth muscle myosin heavy chain (sm-MHC) was performed during this
study. To identify smooth muscle cells and their level of differentiation, antibodies for

smooth muscle actin (smActin), desmin (Des) and caldesmon (Cal) were used.

Results: Smooth muscle cells were detected in all endometriotic lesions. They were
more abundant in the peritoneum of women with endometriosis (38%) compared with
women without endometriosis (6%; p < 0,001). Endometriosis-associated smooth
muscle cells were differentiated based on their association with the endometriotic
lesion. Intrastromal smooth muscle cells, stroma surrounding smooth muscle cells

and peripheral smooth muscle cells could be distinguished. The peripheral smooth

X



Abstract

muscle cells contained an increased number of differentiated cells compared with
intrastromal and stroma surrounding smooth muscle cells (p < 0,001). Depending on
the level of differentiation, smooth muscle cells stained for sm-MHC, OTR and VPR.

OTR and VPR were only detected in fully differentiated smooth muscle cells.

Conclusions: The present study provides first evidence for a possible metaplastic
origin of endometriosis-associated smooth muscle cells. The identification of OTR
and VPR leads to the hypothesis that endometriosis-associated smooth muscle cells
might be functionally active and possibly involved in the generation of pain

associated with endometriosis.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Endometriose

Im 19. Jahrhundert legte der Wiener Pathologe und Mitbegrinder der Wiener
Medizinischen Schule Carl Freiherr von Rokitansky vor der Gesellschaft der Arzte
den Bauchraum einer Frau frei, die jeden Monat extreme Menstruationsschmerzen
hatte. Die Mediziner sahen Wucherungen der Geb&rmutterschleimhaut tberall dort,
wo sie nicht hingehodrten - am Bauchfell, an der Blase und am Darm. Sie
bezeichneten die Krankheit nach der Geb&rmutterschleimhaut, dem Endometrium,
als Endometriose (EM) und liel3en sie in die Liste der gynakologischen Erkrankungen
eintragen [1,2]. Diese Fallvorstellung von Carl Freiherr von Rokitansky ist eine der
ersten bekannten Beschreibungen eines Krankheitsbildes, unter dessen Symptomen
Frauen vermutlich schon seit Jahrhunderten leiden. Jedoch galten typische
Symptome wie Dysmenorrhoe und Unterbauchbeschwerden lange als ,normales
Frauenleiden® wahrend der Menstruation, welche keiner weiteren Aufklarung
bedurften. Seitdem das Krankheitsbild der EM erstmals beschrieben wurde, ist es
Gegenstand intensiver Forschung. Dennoch ist die Pathogenese der EM,
insbesondere der Pathomechanismus der EM-assoziierten Schmerzentstehung, bis
heute nicht hinreichend geklart. Das fehlende Verstdndnis der grundlegenden
Pathomechanismen stellt ein erhebliches klinisches Problem dar. Die zur Verfigung
stehenden Therapien sind rein symptomatisch und mit herkdmmlichen
therapeutischen Optionen kann oftmals keine ausreichende Analgesie erreicht
werden. Die hohe Rezidivrate und die anhaltenden Beschwerden der Patientinnen
spiegeln die Unzulanglichkeiten der derzeitigen Therapiekonzepte deutlich wider.

1.1.1  Definition und Epidemiologie der Endometriose

Die EM ist als das Vorkommen von Endometrium-ahnlichem Gewebe aul3erhalb des
Cavum uteri definiert [3-6]. Es handelt sich hierbei um eine gutartige, proliferative
Erkrankung, die haufig mit einem chronischen Verlauf einhergeht. EM-Herde
wachsen Ostrogen-abhangig und treten insbesondere wahrend der reproduktiven
Lebensphase einer Frau auf [7]. Die EM zeichnet sich héufig durch ein infiltratives,
organubergreifendes Wachstum aus, welches ausgedehnte Operationen erforderlich
machen kann. Obwohl sie als benigne Erkrankung verstanden wird, teilt sie somit
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einige Eigenschaften mit malignen Tumoren wie Invasivitat und destruierendes
Wachstum, Neoangiogenese sowie eine, auch nach operativer Sanierung, hohe
Rezidivrate [8-10].

An EM leiden etwa 10 bis 15% aller Frauen im reproduktionsfahigen Alter [11]. Damit
gehort sie zu den haufigsten gutartigen gynakologischen Erkrankungen. Die genaue
Pravalenz ist nicht bekannt, da dafir bei allen Frauen zur genauen Diagnostik eine
Laparoskopie oder Laparotomie notwendig wére [12,13]. Das typische Alter zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose der EM liegt zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr [14].
Bei ca. 50% der EM-Patientinnen liegt ein anhaltender Therapiebedarf vor [15]. Die
Rezidivraten liegen auch nach operativer und endokriner Therapie bei 50-80% und

stellen damit ein grof3es Problem dar [16].

1.1.2  Einteilung und Klassifikation der Endometrios e

Entsprechend der Lokalisation wird die EM in drei verschiedene Formen eingeteilt:
» Endometriosis genitalis interna = Adenomyosis uteri (AM)

* Endometriosis genitalis externa

» Endometriosis extragenitalis.

Die Endometriosis genitalis interna zeichnet sich durch das Vorkommen von
endometrialem Gewebe im Myometrium aus. Bei der Endometriosis genitalis externa
sind hingegen die inneren weiblichen Geschlechtsorgane im kleinen Becken wie die
Tuben, die Ovarien oder das Beckenperitoneum betroffen. Eine Endometriosis
extragenitalis liegt vor, wenn beispielsweise der Darm, die Blase, die Scheide oder
andere seltenere Lokalisationen wie die Lunge, das Gehirn oder Lymphknoten von
EM-Lasionen befallen sind [17]. Die rectovaginale EM stellt hierbei eine Sonderform
dar. Die am meisten verwendete Klassifikation zur klinischen und intraoperativen
Klassifikation der Endometriosis genitalis externa ist die rASRM-Klassifikation der
American Society for Reproductive Medicine. Dabei erfolgt eine intraoperative
Beurteilung des Ausmalles der Endometriosis genitalis externa mit Hilfe eines
Punktesystems. Hiernach wird die Endometriosis genitalis externa in vier
verschiedene Stadien eingeteilt, die anhand der Anzahl, der Oberflachenausdehnung
in cm?, der Lokalisation der EM-L&sion im kleinen Becken (Ovar, Tube, Peritoneum)

sowie der Infiltrationstiefe vorgenommen wird. Zudem gehen das Ausmal3 von

2
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netzartigen und dichten Adh&sionen sowie die Obliteration des Douglasraumes in die
Bewertung ein. Der Befund wird mittels eines Punktesystems charakterisiert, wobei
aus der ermittelten Punktzahl das Stadium der EM zugeordnet wird (I = gering, Il =
mafig, Il = schwer, IV = ausgedehnt). Diese Klassifikation geht nicht auf das
Vorkommen weiterer EM-Manifestationsformen wie extragenitaler und tief-
infiltrierender EM ein [18].

1.1.3 Klinische Symptome der Endometriose

Die EM ist nicht nur im Hinblick auf ihre verschiedenen Ausbreitungsformen, sondern
auch in Bezug auf das individuell unterschiedliche Beschwerdebild, ein sehr
pleiomorphes Krankheitsbild [19]. Eine EM kann véllig asymptomatisch verlaufen und
erst im Rahmen einer Infertilitatsabklarung diagnostiziert werden, aber auch starke
Schmerzen hervorrufen. Die Beschwerden der Patientinnen variieren erheblich und
korrelieren oftmals nicht mit dem Schweregrad der Erkrankung [20]. Die klinischen
Symptome der EM erscheinen zumeist mit der Menarche und verschwinden nach der
Menopause wieder [7]. Im Vordergrund der Symptomatik stehen Schmerzen wie
Dysmenorrhoe, chronisch rezidivierende zyklische und azyklische
Unterbauchschmerzen, Dyspareunie und Dysurie oder Dyschezie. Ein weiteres
schwerwiegendes Problem ist die EM-assoziierte Infertilitdt, von der bis zu 50% der
an EM erkrankten Frauen betroffen sind [21]. Aufgrund der chronischen Schmerzen
und der Infertilitdt ist die Lebensqualitdt der Patientinnen stark beeintrachtigt [22].
Nicht zu unterschatzen ist die seelische Belastung fur die Frau in der Partnerschaft
sowie im Alltags- und Arbeitsleben durch andauernde oder regelméaRig
wiederkehrende Schmerzen bzw. einen unerfillten Kinderwunsch. Damit hat die EM

extreme menschliche, klinische und volkswirtschaftliche Relevanz [11].

1.1.4 Pathomorphologie und Histologie der Endometri ose

Bei der laparoskopischen Betrachtung kdnnen EM-Herde entsprechend ihrer Aktivitat
ein unterschiedliches morphologisches Erscheinungsbild aufweisen. Rote, braune
und gelb-weil3e Herde werden als aktiv angesehen und von weil3-narbigen, blauen
oder schwarzen inaktiven L&sionen unterschieden [6]. Histologisch stitzt sich die
Diagnose einer EM auf den pathologischen Nachweis von Epithelzellen sowie

Stromazellen und/oder Makrophagen [6]. Des Weiteren kommen haufig glatte
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Muskelzellen in der unmittelbaren Umgebung von EM-L&asionen vor [3,23-25].
Abbildung 1.1 A zeigt das unterschiedliche makroskopische Erscheinungsbild einer
peritonealen EM-Lasion [6]. In Abbildung 1.1 B ist eine peritoneale EM-Lasion mit
den umgebenden glatten Muskelzellen in einer immunhistochemischen Farbung mit

einem Antikorper gegen Alpha-Smooth Muscle Actin dargestellt [25].

Tas S s :
Abbildung  1.1: Makroskopisches und mikroskopisches Erscheinungsb ild einer
peritonealen Endometrioselasion. A: Peritonealendom etriose (aus Ebert 2006). B:
Endometriose-assoziierte glatte Muskelzellen in ein  er peritonealen EM- Lésion (Pfeil)
(VergroRerung 100-fach) (aus Mechsner et al. 2005).

1.1.5 Diagnostik und Therapie der Endometriose

AuRerst problematisch ist das lange Zeitintervall zwischen dem Auftreten erster
Symptome bis zur Diagnosestellung, das im Mittel etwa sieben Jahre betragt [26].
Die derzeit weltweit angewandte Standardmethode, um eine EM zu diagnostizieren,
ist die Laparoskopie, bei der die Lokalisation und die Ausdehnung der EM-L&sionen
erkannt werden konnen [14]. Im Rahmen der Laparoskopie werden fir die
histologische Diagnosesicherung Biopsien gewonnen und alle sichtbaren EM-
Lasionen entfernt sowie Adhasionen geldst. Damit erflllt die Laparoskopie nicht nur
den Zweck der Diagnosestellung, sondern dient gleichzeitig als operative Therapie
[6]. Jede Patientin sollte eine individuell gestaltete Therapie erhalten, bei der sowohl
die jeweilige Schmerzsymptomatik als auch das Alter der Patientin und ein
moglicherweise  unerfillter  Kinderwunsch  Bericksichtigung  finden.  Als
Therapieoptionen stehen die operative und die medikamentdse Therapie der EM zur
Verfiigung. Goldstandard der operativen Therapie ist die Laparoskopie, deren Ziel
neben der histologischen Diagnosesicherung die radikale Entfernung der EM-

Lasionen ist. Dabei werden alle sichtbaren EM-Herde mittels Exzision, Koagulation
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oder Laserbehandlung zerstort, Adhasionen im Becken geldst und die anatomischen
Verhéaltnisse weitgehend wiederhergestellt [6,17]. Die medikamentése Therapie der
EM stellt keine Alternative zur operativen Behandlung dar, vielmehr bildet eine
Kombination beider Verfahren in vielen Fallen die effektivste Therapiestrategie. Die
Grundlage der hormonellen Therapie ist die Erkenntnis, dass EM-Lasionen fir die
Entstehung und ihren Fortbestand einen Ostrogenstimulus benétigen und somit tiber
einen Ostrogenentzug eine ,Austrocknung“ der éstrogenabhangig wachsenden EM-
Lasionen erreicht werden kann [6,27]. Dies fuhrt zur Atrophie und bindegewebigen
Vernarbung der Herde. Als medikamentbse Therapieoptionen stehen daflr u.a.
Gonadotropin-Releasing-Hormon-Analoga (GnRH-Analoga) und Gestagentherapien
in Form von kombinierten oralen Kontrazeptiva oder Gestagenmonotherapien zur
Verfigung [28,29]. Eine symptomatische Behandlung EM-assoziierter Schmerzen
wird bislang mit nicht-steroidalen Antiphlogistika vorgenommen. Bei unzureichender
Analgesie kdnnen Koanalgetika wie trizyklische Antidepressiva und Antikonvulsiva

erganzend eingesetzt werden [27,30,31].

1.1.6  Atiologie der Endometriose

Es gibt viele Erklarungsversuche zur Ursache der EM. Es sind verschiedene
Theorien entwickelt worden, zu denen u.a. die Transplantationstheorie von J.A.
Sampson, die Metaplasietheorie von R. Meyer, die Immuntheorie, die Endometriotic
Disease Theory von Ph. Koninckx sowie das jungst entwickelte ,Tissue Injury And
Repair Concept” von G. Leyendecker und Kollegen gehéren. Dennoch existiert bis
heute kein befriedigendes Konzept zur Erklarung des Pathomechanismus der EM,
welches die Atiologie aller Formen dieser Erkrankung hinreichend erklaren kann. Die
EM scheint auf einem komplexen Zusammenspiel verschiedener Faktoren wie
genetischen und  morphologischen  Voraussetzungen, hormonellen  und
immunologischen Mechanismen, auto- und parakrinen Einflissen sowie vermutlich

noch einigen weiteren bislang unbekannten Faktoren zu beruhen [6].

Die Transplantationstheorie von J.A. Sampson ist die derzeit am weitesten
akzeptierte Theorie zur Erklarung der Atiologie der EM. Laut dieser Theorie ist die
Ursache der Erkrankung auf eine retrograde Menstruation zuriickzuftihren, bei der
Gebarmutterschleimhaut wahrend der Menstruation durch die Tuben in die

Peritonealhdhle verschleppt wird [32]. Das Vorkommen einer retrograden
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Menstruation ist jedoch ein physiologisches Phanomen und betrifft etwa 90% aller
Frauen [33-36]. Da aber nicht alle Frauen mit retrograder Menstruation auch eine EM
entwickeln, kann dieses Phanomen die Pathogenese der EM allein nicht ausreichend
erklaren [37,38].

Die Metaplasie-Theorie von R. Meyer sieht den Ursprung der EM in undifferenzierten
Zolomepithelzellen, die unter dem Einfluss verschiedener Stimuli wie hormonellen
Einflissen, = Wachstumsfaktoren, Inflammationsreizen  oder  mechanischen
Alterationen, eine metaplastische Umwandlung in Zellen mit endometriumartiger
Differenzierung vollziehen [6,39]. Mit der Metaplasie-Theorie lasst sich auch die
Existenz extraperitonealer EM-Herde erklaren, die nicht durch retrograde
Menstruation entstanden sein kénnen, sondern moglicherweise aus einer Metaplasie

von Uberresten der Miiller’'schen Gange ihren Ursprung nehmen [35,36].

Die Immuntheorie fuhrt die Entstehung der EM auf eine unzureichende
Abwehrreaktion zurtick. Retrograd menstruierte Endometriumzellen werden durch die
humorale und zellulare Immunabwehr nicht erkannt, nicht abgebaut und nicht in ihrer
Implantationskapazitat gehemmt [6]. Eine niedrige natirliche Killerzell-Aktivitat im
Plasma und in der Peritonealflissigkeit bei Frauen mit EM unterstitzt die

immunologische These der EM-Entstehung [12,40].

Die Endometriotic Disease Theory von Ph. Koninckx besagt, dass genetisch
veranderte Endometriumzellen aggressivere biologische Eigenschaften, wie
Invasivitat, Proliferation, Migration und Angiogenese, erhalten und damit zur
Manifestation der EM beitragen [6,41]. So erklart sich aus seiner Sicht, warum einige

Frauen an EM erkranken und andere nicht.

Die jungst entwickelte Theorie zur Erklarung der Pathogenese der EM ist das ,Tissue
Injury And Repair Concept® von G. Leyendecker und Kollegen. Es stellt eine
Weiterentwicklung der Transplantationstheorie von J. Sampson dar. Diesem Konzept
zufolge entwickelt sich der Uterus aus dem Zusammenspiel der Gewebe der
Archimetra und der Neometra [29,42]. Bei EM-Patientinnen kommt es durch eine
Hyperperistaltik des Uterus zu einer Mikrotraumatisierung der Basalis [24]. Daraufhin
werden Reparaturmechanismen im Gewebe in Gang gesetzt, die als ,Tissue Injury
and Repair* (TIAR) bezeichnet werden. Die Abbildung 1.2 zeigt eine schematische

Darstellung der Mechanismen des TIAR [42].
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‘ M erste Verletzungsstufe
" initialer Fokus der Verletzung in der Néhe der fundo-
cornualen Raphe

» 1issue Injury and Repair” (TIAR)
—» in stromalen Fibroblasten

COX-2 —» PGE2

}

STAR
P450arom
Estradiol-17p —l
ERbeta
zweite Verletzungsstufe oT &

verstarkte Verletzung . ‘
durch Hyperperistalsis ERalpha — Proliferation

Abbildung 1.2: ,Tissue Injury and Repair” (aus Leye ndecker et al. 2009).

In der ersten Verletzungsstufe kommt es durch eine uterine Hyperperistaltik zu
Mikrotraumen im Bereich der fundocornualen Raphe de s Uterus. Daraufhin setzen
Reparaturvorgange im Bereich der Basalis des Endome  triums ein (TIAR). Bei der
Gewebeschadigung kommt es zur Synthese von Interleu kin-18 (IL-1B), welches die
Hochregulation der Cyclooxygenase-2 (COX- 2) mit konsekutiver Prostaglandin E2
(PGE2)-Biosynthese bewirkt. PGE2 aktiviert das  steroidogen acute regulatory protein
(STAR) und die P450-Aromatase. Die uterine P450-Aro matase- Uberexpression
katalysiert die Umwandlung von Prakursor- Androgen zu Ostrogen. Der lokale
Hyperdstrogenismus forciert die uterine Hyper- und Dysperistaltik und bedingt damit im
Sinne eines Circulus vitiosus eine weitere Mikrotraumatisierung mit Desq uamation und
Dislokation von basalem Endometrium tber die Tuben in den Bauchraum (Leyendecker
et al. 2009; Halis et al. 2010).

Im Rahmen der Reparaturmechanismen kommt es durch eine Hochregulation der
Aromatase zu einer vermehrten lokalen Ostrogenproduktion. Der basale
Hyperdstrogenismus fuhrt zu einer erhéhten Transkription von Oxytocin-mRNA und
bedingt damit im Sinne eines Circulus vitiosus eine uterine Hyperperistaltik mit
konsekutiver Entwicklung von Mikrolasionen in der Epithel-Mesenchym-Muskel-
Ubergangszone, was eine Dislokation von Zellen der Zona basalis zur Folge hat [42].

Durch transtubales Verschleppen gelangen die endometrialen Gewebsfragmente in
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die Bauchhohle. Sie besitzen Stammzellcharakter, so dass sich EM-L&sionen mit
Komponenten des primordialen Uterus (endometriales Epithel, Stroma und glatte
Muskelzellen) ausbilden kénnen [42]. Passend zu der Theorie von G. Leyendecker
und Kollegen konnte nachgewiesen werden, dass bei Frauen mit EM die
Desquamation basalen Endometriums verstarkt ist, so dass bei 80% von ihnen
Basalisfragmente im Menstrualblut gefunden werden konnten [24,43]. Des Weiteren
wurde in mehreren Studien eine uterine Hyper- bzw. Dysperistaltik bei Frauen mit EM
gezeigt [44-47]. Die Ostrogenspiegel im Menstrualblut bei EM-Patientinnen sind im
Vergleich zu krankheitsfreien Frauen und zum peripheren Blut erhéht [42,48].
Ebenso ist die Expression von P450-Aromatase im eutopen und ektopen
Endometrium von Frauen mit EM erhoht [42,49-51], womit das Konzept von G.

Leyendecker unterstttzt wird.

1.2 Endometriose-assoziierte glatte Muskelzellen

Nicht nur im Hinblick auf die noch weitgehend unbekannte Pathogenese der EM-
Lasionen, sondern auch hinsichtlich des Pathomechanismus der EM-assoziierten
Schmerzentstehung, stellen die glatten Muskelzellen in EM-L&sionen einen
interessanten neuen Forschungsaspekt dar. Obwohl sie in vielen EM-
Manifestationsformen vorkommen [3,24,25,52-56], wurde ihnen lange Zeit wenig
Beachtung geschenkt. Bis heute ist der Ursprung dieser EM-assoziierten glatten
Muskelzellen noch vdllig ungeklart. Es konnte bereits gezeigt werden, dass glatte
Muskelzellen in peritonealen EM-Lasionen einen erheblichen Anteil der EM-Herde
ausmachen koénnen [25]. Des Weiteren gibt es erste Hinweise darauf, dass die
glatten Muskelzellen in EM-Lasionen eine funktionelle Aktivitat besitzen und damit
maoglicherweise am Pathomechanismus der EM-assoziierten Schmerzentstehung
beteiligt sind [25].

1.2.1  Entwicklung und Differenzierung glatter Muske Izellen

Die Entwicklung glatter Muskelzellen nimmt in undifferenzierten Mesenchymzellen
ihren Ursprung. Hierbei handelt es sich um pluripotente embryonale
Bindegewebszellen, die sich zu verschiedenen Bindegewebszellen differenzieren
kbnnen. Es ist bekannt, dass Transforming Growth Factor-B1 (TGF-B1) die

Expression von Alpha-Smooth Muscle Actin in Fibroblasten stimuliert und damit
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deren Differenzierung in Myofibroblasten bewirkt [57]. Myofibroblasten stellen eine
Zwischenform zwischen Fibroblast und glatter Muskelzelle dar. Sie exprimieren
bereits den Muskelzellmarker Alpha-Smooth Muscle Actin [58,59]. Im weiteren
Entwicklungsprozess entstehen unreife glatte Muskelzellen, die sich letztlich zu
Bindeln reifer glatter Muskelzellen organisieren. Abbildung 1.3 zeigt eine

schematische Darstellung der Entwicklung glatter Muskelzellen [60].

RO

Undifferentiatad Smooth Muscle Immatura Mature
Maesenchyme Gell Myoblast Smoath Muscle Smooth Muscle
Myocyte Myocytes

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Entwicklung glatter Muskelzellen
(aus McHugh 1995)

Im Rahmen der Differenzierung zu ausgereiften glatten Muskelzellen vollziehen die
Zellen eine Transformation, die eine Expression von immer mehr Muskel-

spezifischen Proteinen bzw. sogenannten Muskelzellmarkern nach sich zieht [61,62].

1.2.2  Muskelzellmetaplasien in der Archimetra des U  terus

Das Potenzial zur Entwicklung glatter Muskelfasern ist nicht nur wahrend der
Embryogenese, sondern auch im adulten Uterus ein spezifisches Potenzial des
basalen Stromas [63-66]. Der primordiale Uterus bildet sich ontogenetisch durch
Fusion der beiden Miiller’'schen Géange, wobei die Muskelschicht des primordialen
Uterus durch eine Metaplasie aus dem basalen Endometrium entsteht [43]. Im
subendometrialen Myometrium des fetalen Uterus sind undifferenzierte
Mesenchymzellen lokalisiert, aus denen eine Differenzierung in Myofibroblasten und
weiter zu glatten Muskelzellen stattfindet [67,68]. Auch im adulten Uterus konnten in
ultrastrukturellen Analysen in der endometrialen-myometrialen Ubergangszone
Muskelzellmetaplasien nachgewiesen werden [64,68]. Die Ubergangszone zwischen
dem endometrialen Stroma und dem subendometrialen = Myometrium

(Archimyometrium) wird auch als Junktionalzone bezeichnet und vom &ufieren
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Myometrium abgegrenzt [64,69-71]. Abbildung 1.4 zeigt eine schematische

Darstellung der verschiedenen Schichten des Uterus [65].

Functionalis

Basalis

— Archimetra
Stratum subvasculare

(Archimyometrium b zw.
Junktionalzone)

» Stratum vasculare
MNeometra

» Stratum supravasculare

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der verschiedenen Schichte n des Uterus
(Noe et al. 1999)

Im nicht-graviden Uterus finden die uterinen Kontraktionen Uberwiegend im
subendometrialen Myometrium statt [47,72,73]. Interessanterweise kann in diesem
Bereich unter dem Einfluss ovarieller Hormone eine Metaplasie von endometrialen
Stromazellen zu glatten Muskelzellen stattfinden [64,74]. So sieht G. Leyendecker
die Archimetra als adulte Reprasentanz des fetalen primordialen Uterus. Seiner
Ansicht nach besitzt disloziertes basales Endometrium das Potenzial zur
Reaktivierung embryonaler Wachstumsprozesse, die zur Bildung der kompletten

Organstruktur eines ektopen primordialen Uterus fihren kann [43].

Da EM-Lasionen mdglicherweise ihren Ursprung aus uterinen Gewebsfragmenten
mit  Stammzellcharakter nehmen [43] und in Untersuchungen bereits
Muskelzellmetaplasien in der Junktionalzone des Uterus beschrieben wurden [64,74],
sollen in der vorliegenden Arbeit immunhistochemische Muskelzelldifferenzierungs-
und Muskelzellfunktionalitdtsanalysen in EM-assoziierten glatten Muskelzellen
durchgefuihrt werden. Dazu wurden verschiedene Muskelzelldifferenzierungsmarker
und uterine Markermolekile ausgewahlt, die im Folgenden naher beschriebenen

werden:

10



Einleitung

1.2.3  Muskelzellmarker zur Charakterisierung glatte  r Muskelzellen

Mit dem Verfahren der Immunhistochemie ist es heute moglich, glatte Muskelzellen
zu identifizieren sowie ihren Differenzierungs- und Funktionalitatsgrad mit Hilfe von
Muskelzellmarkern zu untersuchen und damit eine immunhistochemische
Charakterisierung vorzunehmen. Als besonders geeignete Marker zur ldentifizierung
glatter Muskelzellen und zur Charakterisierung ihres Differenzierungs- und
Funktionalitatsgrades haben sich u.a. Antikérper gegen Alpha-Smooth Muscle Actin,

Desmin, Caldesmon und Smooth Muscle Myosin Heavy Chains etabliert.

Bei Alpha-Smooth Muscle Actin  (smActin) handelt es sich um einen
Muskelzellmarker, der sehr friih im Prozess der Muskelzelldifferenzierung exprimiert
wird [60,61]. Es wird auch schon in der frihen Phase der Muskelzellentwicklung von
Myofibroblasten exprimiert [58,59,75]. SmActin ist ein kontraktiles Mikrofilament in
glatten Muskelzellen [76]. Es ist in sdmtlichen glatten Muskelzellen vorhanden [77]
und kann zu deren Identifizierung herangezogen werden. SmActin ist ein Marker

sowohl fir reife und als auch fir unreife glatte Muskelzellen [58,78].

Desmin und Caldesmon hingegen sind Muskelzellmarker [79], die erst spater im
Laufe der Differenzierung glatter Muskelzellen nachweisbar werden [58,61].
Antikdrper gegen Desmin und Caldesmon kénnen somit als

Muskelzelldifferenzierungsmarker betrachtet werden.

Bei Desmin (Des) handelt es sich um ein Typ 3-Intermediarfilament in glatten
Muskelzellen und somit ein Element des Zytoskeletts. Wahrend die glatten
Muskelzellen in groRen GefalRwanden Uberwiegend Vimentin als Intermediarfilament
enthalten, ist das Intermediarfilament in glatten Muskelzellen kleiner Gefalie sowie in
den Wanden des Gastrointestinaltrakts und in uterinen glatten Muskelzellen
vorwiegend Desmin [58]. Desmin ist ein sensitiver Marker fir den Nachweis von

differenzierten glatten Muskelzellen [58,80,81].

Caldesmon (Cal) ist ebenfalls ein sehr sensitiver und sehr spezifischer
Muskelzelldifferenzierungsmarker. Es werden zwei Isoformen von Caldesmon
unterschieden: H-Caldesmon und [-Caldesmon [82]. H-Caldesmon wird in
differenzierten glatten Muskelzellen exprimiert [83], wahrend |-Caldesmon in unreifen

und auch in nicht-muskularen Geweben vorkommt [58]. Das in dieser Arbeit
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verwendete H-Caldesmon wird erst spat im Differenzierungsprozess in glatten
Muskelzellen nachweisbar [61] und ist ein sensitiver und spezifischer Marker fur
ausdifferenzierte glatte Muskelzellen [81,84,85]. Es wird nicht in Myofibroblasten

exprimiert.

Bei Smooth Muscle Myosin Heavy Chains (sm-MHC) handelt es sich um einen
Bestandteil des Myosins in glatten Muskelzellen, welches eine wichtige Komponente
des kontraktilen Systems dieser Zellen darstellt. Das Myosin-Molekil liegt als
Hexamer vor und besteht aus zwei schweren Ketten (MHC) und zwei Paaren leichter
Ketten (MLC) [58,86]. Die Funktionalitat einer glatten Muskelzelle korreliert mit ihnrem
Gehalt an Smooth Muscle Myosin-lsoformen [87]. Somit kann sm-MHC als
Funktionalitatsmarker fur glatte Muskelzellen angesehen werden. Es wurden bisher

noch keine Myofibroblasten beschrieben, die sm-MHC exprimieren [57,77].

1.2.4  Uterine Markermolekile zur Charakterisierung glatter Muskelzellen

Oxytocinrezeptoren und Vasopressinrezeptoren sind Markermolekile fur uterine
glatte Muskelzellen. Beide Rezeptorsysteme werden im Myometrium des graviden
und nicht-graviden Uterus exprimiert [88,89]. Oxytocin (OT) und Vasopressin (VP)
sind potente Uterotonika und an der Koordination von uterinen Kontraktionsablaufen
involviert, im nicht-graviden Uterus insbesondere im subendometrialen Myometrium
[46,72,88,90].

Der Oxytocinrezeptor (OTR) gehort zur Familie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren und wird durch eine Inositoltriphosphat-Proteinkinase C-Kaskade
aktiviert. OTR wird im Endometrium sowie im Myometrium des Uterus exprimiert [91-
93]. Im Endometrium wird OTR zyklusabhangig in den Epithelzellen exprimiert
[25,94]. Im Myometrium wird OTR zyklusunabhangig in allen Wandschichten
exprimiert [56]. Im Myometrium schwangerer Frauen existiert eine hohe Expression
von OTR, die bis zum Ende der Schwangerschaft steigt [95]. Das Peptidhormon OT
vermittelt seine Effekte Uber den OTR [96]. Im graviden Uterus fihrt OT gegen Ende
der Schwangerschaft sowie unter der Geburt zur Auslésung der Wehentatigkeit.
Nach der Schwangerschaft fihrt es zur Kontraktion der myoepithelialen Zellen in der
Brustdriise und regt damit die Milchsekretion an [97,98]. Auch im nicht-graviden

Uterus ist OT an der Regulation uteriner Kontraktionen beteiligt [46]. OT scheint
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zudem fur die Regulation der Synthese des Prostaglandins F2, (PGF2,) von
endometrialen Zellen zustdndig zu sein [99-101]. PGF2, ist zum einen uteroton
wirksam, zum anderen ein bekannter Koaktivator von Nozizeptoren und dient somit
als Schmerzmediator. Der OTR konnte auch bereits in den Epithelzellen peritonealer
EM-Lasionen sowie in den umgebenden EM-assoziierten glatten Muskelzellen
nachgewiesen werden [25]. Dies und die hypothetische OTR-vermittelte Induktion
der PGF2,-Synthese in Epithelzellen von EM-Lasionen deuten auf eine Beteiligung
des OTR-Systems an der Entwicklung von EM-assoziierten Symptomen wie
Dysmenorrhoe und Unterbauchschmerzen hin.

Der Vla-Vasopressinrezeptor (VPR) gehdrt ebenfalls zur Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren. VPR vermittelt die Wirkung des Peptidhormons VP am
Uterus [96]. VPR wird ebenfalls in allen Wandschichten des Myometriums exprimiert
[56]. Es stimuliert uterine Kontraktionen im graviden und nicht-graviden Uterus
[88,102,103].

Studien haben gezeigt, dass OT und VP auch eine Rolle in der Pathogenese der
Dysmenorrhoe zu spielen scheinen [103,104]. Dabei wird ein Ungleichgewicht
zwischen den uteroton wirksamen OT, VP und Prostaglandinen und dem
vasodilatativ wirkenden Prostacyclin diskutiert, wodurch die Muskelkontraktion
gegenuber der Vasodilatation Gberwiegt und es zu einem ischamischen Schmerz
kommt. Passend dazu konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die peripheren
OT- und VP-Spiegel bei Frauen mit Dysmenorrhoe erhoht sind [96]. Atosiban®, ein
OT- und VP-la-Rezeptor-Antagonist, erwies sich interessanterweise bereits in der

Behandlung der Dysmenorrhoe als effektiv [105,106].

1.3 Stand der Forschung und Ableitung der Fragestel  lungen
» Vorkommen und Morphologie Endometriose-assoziiert er glatter Muskelzellen

EM-assoziierte  glatte  Muskelzellen  wurden lange  Zeit nicht als
Endometriosekomponenten definiert, da sich glatte Muskelzellen in der géngigen
Hamatoxylin-Eosin-Farbung schlecht von dem angrenzenden fibroadipdsen
Bindegewebe differenzieren. Somit wurde den EM-assoziierten glatten Muskelzellen
lange Zeit keine Beachtung geschenkt. Sie wurden jedoch schon vor vielen Jahren in

histo-morphologischen Untersuchungen beschrieben. Bereits im Jahr 1942 schrieb
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De Snoo in seinem Kapitel Uber die Mullerschen Gange im Handbuch der
vergleichenden Anatomie eine ausfihrliche Abhandlung Uber die EM-assoziierten
glatten Muskelzellen [107]. Schon damals bemerkte er, dass sich die ektopen
Gewebe bei der EM in der typischen Anordnung mit Driisen und zytogenem Stroma
innen und der zirkularen Anordnung der Muskelzellen auf3en herum entwickelten.
Diese morphologische Ahnlichkeit veranlasste De Snoo bei ektopen endometrialen
Lasionen von ,Aquivalenten der Uterushohle® bzw. micro-primordialen Uteri zu
sprechen [43]. De Snoo vermutete, dass sie in multipotenten, noch undifferenzierten
Zellen der Miller'schen Géange ihren Ursprung nehmen, die einerseits Uber die
Fahigkeit verfiigen, Muskel-, Drisen- und zytogenes Gewebe zu bilden, andererseits
aber auch die Potenz haben, diese Gewebe in regelmaliger Weise anzuordnen
[107]. Das Verfahren der Immunhistochemie ermdoglicht es, die EM-assoziierten
glatten Muskelzellen in vielen verschiedenen Formen der EM darzustellen.
Immunhistochemisch lassen sich glatte Muskelzellen in peritonealen [3,24,25],
ovariellen [25,52] und in tief infiltrierenden EM-L&sionen [54] darstellen. Auch in
Adenomyosis uteri [56] und in extragenitalen Bauchdeckenendometriosen [53,55]
wurden derartige glatte Muskelzellen nachgewiesen. Es zeigte sich, dass EM-
assoziierte Muskelzellen einen erheblichen Teil der EM-Herde ausmachen kdénnen
[25]. Zudem zeigten Mechsner et al. 2005 erstmals, dass die EM-assoziierten glatten
Muskelzellen neben Ostrogenrezeptoren und Progesteronrezeptoren auch OTR
exprimieren [25]. Interessanterweise fanden sich OTR-positive glatte Muskelzellen
nicht nur in unmittelbarer Umgebung der EM-Lasion, sondern auch vereinzelt
zwischen den Stromazellen. Diese zwischen den Stromazellen liegenden OTR-
positiven Zellen konnten mittels Anti-smActin als glatte Muskelzellen identifiziert
werden, die in direktem Kontakt mit den Stromazellen liegen bzw. von diesen

umgeben sind.

Auch Leyendecker und Kollegen fihrten immunhistochemische Untersuchungen an
peritonealen EM-L&sionen mit einem Antikdrper gegen smActin durch. Die Abbildung
1.5 zeigt die immunhistochemisch mit Anti-smActin gefarbten Gewebeschnitte [24].
Leyendecker und Kollegen beobachten die morphologisch zirkuldre Anordnung der
Komponenten (endometriales Epithel, Stroma und glatte Muskelzellen) der EM-
Herde und verglichen die morphologische Anordnung der glatten Muskelzellen in
peritonealen EM-Lasionen (Abbildung 1.5 A und C) mit denen eines fetalen
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primordialen Uterus in der 23. Schwangerschaftswoche (Abbildung 1.5 B). Dabei
bemerkten sie die beachtlichen morphologischen Gemeinsamkeiten der Gewebe. In
einer mit Anti-smActin gefarbten gesunden Peritonealprobe (Abbildung 1.5 D)
hingegen konnte ein Vorkommen glatter Muskelzellen nur in den darin liegenden
Gefallwanden gesehen werden.

Abbildung 1.5: Immunhistochemische Farbungen mit  einem Antikdrper gegen smActin.
A: Peritoneale Endometrioseldsion mit zirkuldar ange ordneten glatten Muskelzellen
(Pfeil); VergroBerung 50- fach. B: Gewebeschnitt aus einem fetalen Uterus in der 23.
Schwangerschaftswoche mit zirkular angeordneten gla tten Mus kelzellen (Pfeil);
VergréRerung 50- fach. C: Peritoneale Endometrioseldsion mit peristr  omalen glatten
Muskelzellen (Pfeil); VergréRerung 400- fach. D: Gesunde peritoneale Gewebeprobe
ohne EM; VergréRerung 100-fach (alle Bilder aus Ley endecker et al. 2002).

Eine weitere immunhistochemische Charakterisierung der EM-assoziierten glatten
Muskelzellen mit Muskelzelldifferenzierungsmarkern wie Desmin und Caldesmon
sowie mit Muskelzellfunktionalitditsmarkern und uterinen Markermolekilen liegt
bislang nicht vor. Eine Untersuchung mit solchen Markern kdnnte erste Hinweise auf
einen moglichen Muskelzelldifferenzierungsprozess in EM-L&sionen und eine
potenzielle funktionelle Aktivitat dieser Muskelzellen liefern.
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* Verschiedene Theorien zur Genese Endometriose-ass oziierter glatter

Muskelzellen

Die Genese der EM-assoziierten glatten Muskelzellen ist noch ungekléart. Es werden
bislang drei verschiedene Theorien diskutiert. Zum einen gibt es Hinweise darauf,
dass die EM-assoziierten glatten Muskelzellen durch eine Muskelzellmetaplasie aus
pluripotenten  Vorlauferzellen bzw. endometrialen Stromazellen entstehen
[3,24,25,108].

Zum anderen wird die Mdglichkeit diskutiert, dass EM-assoziierte glatte Muskelzellen
ihren Ursprung in einer Reaktivierung von Residuen der Z6lomepithelzellen nehmen
[3,25,107]. Grundlage dieser Hypothese ist die Metaplasietheorie, der die Vorstellung
zugrunde liegt, dass sich EM-Lasionen aus persistierenden z6lomhaltigen
Epithelzellen differenzieren [109]. Diese Zo6lomepithelzellen werden auch als
sogenanntes ,sekundéares Miuller'sches System“ bezeichnet [110]. Dabei handelt es
sich um mesotheliale Zellen, welche die ovarielle Oberflache und das pelvine
Peritoneum bedecken [111]. Der metaplastischen Theorie zufolge haben die Zellen
die Fahigkeit behalten, Strukturen der Muller'schen Géange zu duplizieren [112]. Eine
solche peritoneale Muskelzellmetaplasie aus Zdlomepithelzellen wurde auch schon
in der Pathogenese der Leiomyomatosis peritonealis disseminata beschrieben
[3,113].

Eine weitere Hypothese zur Erklarung der Genese EM-assoziierter glatter
Muskelzellen ist ihre Entstehung aus einer metaplastischen Reaktion des
umliegenden fibroadipdsen Bindegewebes. Das Auftreten solcher metaplastischer
Prozesse im Peritoneum wurde bereits im Rahmen von Langzeitanwendungen
peritonealer Dialysen beschrieben, die oftmals lber eine epithelial-mesenchymale
Transformation zur Fibrose des Peritoneums fihren konnen [114,115]. Allen drei
Theorien ist eine Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten gemeinsam,
welche sich letztlich Gber eine Expression von smActin zu glatten Muskelzellen

ausdifferenzieren kénnen [116].

Das Vorkommen eines solchen Muskelzelldifferenzierungsprozesses von EM-

assoziierten Muskelzellen in EM-L&sionen ist noch nicht untersucht worden.
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» Erklarungsansatze zum Pathomechanismus der Endome  triose-assoziierten

Schmerzentstehung

Der Pathomechanismus der EM-assoziierten Schmerzentstehung ist noch
weitestgehend ungeklart. Die Schmerzsymptomatik der Patientinnen korreliert nicht
mit dem Schweregrad bzw. dem Stadium der EM [117-119]. Es kOnnen zwar
Ruckschlisse hinsichtlich der Art der Schmerzen auf die EM-Manifestationsform
gezogen werden, aber die Symptome der einzelnen Formen Uberlappen sich auch,
wodurch das Verstandnis der Schmerzgenese erschwert wird. Es ist bekannt, dass
peritoneale EM-Lasionen an der Pathogenese EM-assoziierter Beschwerden wie
Unterbauchschmerzen und Dysmenorrhoe beteiligt sind. Sie sind metabolisch aktiv
und sezernieren eine Reihe von Schmerzmediatoren wie z.B. Prostaglandine,
wodurch peritoneale Nozizeptoren aktiviert werden [120,121]. EM-assoziierte
Schmerzen kdénnen zum einen durch Adh&sionen sowie Invasion und Destruktion
benachbarter Strukturen verursacht werden. Zum anderen kénnen die Schmerzen
aber auch durch die mit der EM verbundene Entziindungsreaktion des umliegenden
Gewebes entstehen [108]. Zudem konnten sensible Nervenfasern in enger
topographischer Lokalisation zu peritonealen EM-L&sionen nachgewiesen werden
[122,123]. Mit dieser Erkenntnis ist es wahrscheinlich geworden, dass neben der
inflammatorischen, nociceptiven Schmerzkomponente auch ein neuropathischer
Schmerzcharakter eine Rolle im Pathomechanismus der EM-assoziierten
Schmerzentstehung spielen kdnnte. Interessanterweise traten sensible Nervenfasern
insbesondere bei Patientinnen mit starken Schmerzen vermehrt auf, wobei die
Schmerzsymptomatik nach operativer Sanierung der EM-Herde signifikant reduziert

werden konnte [124].

Welche weiteren Komponenten eine Rolle in der Pathogenese EM-assoziierter
Schmerzen spielen, ist noch offen. Es gibt Hinweise darauf, dass auch die EM-

assoziierten glatten Muskelzellen an diesem Pathomechanismus beteiligt sind [25].

Ausgehend von dem aktuellen Stand der Forschung hat die vorliegende Arbeit die
folgenden Ziele und Fragestellungen:

l. Immunhistochemische Untersuchung des Vorkommens glatter
Muskelzellen sowie des Muskelzellgehalts in peritonealen EM-

Lasionen.
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VI.

VII.

Gibt es einen Unterschied zwischen dem Muskelzellgehalt in
peritonealen EM-Herden und in gesunden Gewebeproben sowie

zwischen EM-Lasionen unterschiedlicher peritonealer Lokalisation?

Immunhistochemische Charakterisierung der EM-assoziierten glatten
Muskelzellen mit dem Muskelzellmarker smActin  und den

Muskelzelldifferenzierungsmarkern Desmin und Caldesmon.

Immunhistochemische Charakterisierung der EM-assoziierten glatten
Muskelzellen mit den uterinen Markermolekilen OTR und VPR sowie
dem Muskelzellfunktionalitatsmarker sm-MHC.

Welche Rickschlisse erlauben die gewonnenen Daten dieser Studie
hinsichtlich der Genese der EM-assoziierten glatten Muskelzellen und
einer madglichen Beteiligung dieser Muskelzellen an dem

Pathomechanismus EM-assoziierter Schmerzen?

Korreliert der Muskelzellgehalt in peritonealen EM-Lasionen mit
klinischen Aspekten wie dem rASRM-Stadium der Erkrankung, dem
Aktivitdtsgrad der EM-L&sion, der hormonellen Zyklusphase oder der
Einnahme von Hormonen und beeinflusst der bisherige

Krankheitsverlauf den Muskelzellgehalt in peritonealen EM-L&asionen?

Korreliert der Muskelzellgehalt in peritonealen EM-L&sionen mit dem
Auftreten von chronisch rezidivierenden Unterbauchschmerzen oder

Dysmenorrhoe im untersuchten Patientinnenkollektiv?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Um die topographische Beziehung zwischen EM-Lasionen und glatten Muskelzellen
naher zu charakterisieren, wurden 60 peritoneale EM-L&sionen auf deren
Lokalisation sowie Differenzierungs- und Funktionalitatsgrad immunhistochemisch
untersucht. Des Weiteren wurden 10 gesunde Peritonealproben von Patientinnen
ohne EM oder AM immunhistochemisch analysiert. Die untersuchten EM-Proben
stammten von 60 Patientinnen im Alter von 19 bis 47 Jahren, die zur
Diagnosesicherung der EM oder aufgrund von EM-assoziierten Beschwerden wie
Unterbauchschmerzen, Dysmenorrhoe, Dysurie, Dyschezie, Dyspareunie und
Infertilitat laparoskopiert oder laparotomiert wurden. Die in dieser Studie
untersuchten Gewebeproben wurden gemaR den Richtlinien der Ethikkommission
der Charité — Universitatsmedizin Berlin gewonnen. Fur die Studie liegt ein

Ethikvotum vor. Die Patientinnen gaben ihr schriftliches Einverstandnis.

Die Patientinnen wurden zwischen Juni 2001 und Juli 2007 in der Klinik fr
Gynakologie & Hochschulambulanz der Charité Universitdtsmedizin Berlin, Campus
Benjamin Franklin, operiert. Alle Frauen waren zum Zeitpunkt der Operation
pramenopausal. Patientinnen mit zusatzlich malignen Tumoren wurden von der
Probenentnahme ausgeschlossen. Die Patientinnen stellten sich in der
Endometriosesprechstunde der gynékologischen Hochschulambulanz des Campus
Benjamin Franklin vor und fullten routinem&Rig einen Fragebogen aus. Hieraus
wurden die klinischen Daten der Patientinnen bezuglich Alter,
Endometriosesymptomatik, letzter Menstruation und Therapie erhoben. Die
jeweiligen Zyklusphasen wurden durch Korrelation des angegebenen Datums der
letzten Menstruation und dem histologischen Befund des Endometriums ermittelt. Die
Stadieneinteilung der EM wurde nach der Klassifikation der American Society of
Reproductive Medicine (rASRM) vorgenommen. Demnach befanden sich 23 (38%)
Patientinnen im rASRM-Stadium I, 19 (32%) im rASRM-Stadium II, 13 (22%) im
rASRM-Stadium 11l und 5 (8%) Frauen waren im rASRM-Stadium IV. Innerhalb des
Patientinnenkollektivs zeigten 97% der Frauen typische Endometriosebeschwerden,
wobei 88% Uber Dysmenorrhoe und 87% Uber chronische Unterbauchschmerzen
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klagten. Des Weiteren litten 62% der Frauen unter Dyspareunie, 25% hatten eine
Dysurie und 27% der Frauen beklagten eine Dyschezie. 38 (63%) Frauen hatten
einen regularen Menstruationszyklus und nahmen bis mindestens 2 Monate vor der
Operation keine Hormonpraparate ein. 22 (37%) Patientinnen standen unter
Hormontherapie. 35 (58%) Patientinnen durchliefen bereits eine oder mehrere
Endometrioseoperationen, bei 22 (37%) Frauen handelte es sich um die
Erstdiagnose der Erkrankung. Bei 3 Patientinnen liel3 sich hierzu keine Aussage
treffen. Tabelle 2.1 zeigt eine Ubersicht der klinischen Daten der

Endometriosepatientinnen dieser Studie.

Tabelle 2.1: Ubersicht der klinischen Daten der End  ometriosepatientinnen.

Peritoneale Endometrioselésionen (n = 60)
Alter (Mittelwert) 33
rASRM-Stadium I 23
I 19
Il 13
v 5
Zyklusphase Proliferationsphase 16
Sekretionsphase 16
Menses 4
Dysfunktionelle Blutungen 2
Hormoneinnahme Keine 38
Orale Kontrazeptiva 17
GnRH-Analoga 5
Krankheitsverlauf Erstdiagnose 22
Rezidiv 35
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2.2 Labormaterialien

2.2.1 Puffer

* 50 mM Tris Puffer pH 7,4-7,6 (5L) 34,25 g Trizma ® HCI
4 g Trizma ©® Base
43,9 g NaCl

Auffullen auf 5 | mit Aqua destillata.
Die pH-Einstellung erfolgte mit HCI / NaOH.
» 10 mM Citratpuffer pH 6,0
L6sung A: 0,1 M Zitronensaure (21,01 g in 1000 ml Aqua destillata)

L6sung B: 0,1 M NaCitrat (29,41 g in 1000 ml Aqua destillata)

18 ml Lésung A und 82 ml Lésung B ad 1000 ml Aqua destillata.

2.2.2 Gerate

Gerate Hersteller

Accu Jet (Pipettierhilfe) Brand, Wertheim

Analysenwaage Navigator TM Ohaus, Giessen

Axiovert 25 Lichtmikroskop Zeiss, Oberkochen

Bidestanlage GFL 2102 GFL, Burgwedel

Canon PowerShot G5 Canon Deutschland GmbH, Krefeld
Eiswirfelbereiter Scotsman Frimont Scotsman Industries, Vernon Hills,
AF 80 lllinois, USA

Gefrierschrank Premium - 20C Liebherr, Bulle, Schweiz

Heizschrank Heraeus, Hanau

Kihlschrank 4 C Bosch, Gerlingen

Magnetriihrer mit Heizplatte KMO 2 Janke & Kunkel Labortechnik, Staufen
basic

Magnetrithrer MR 2002 Heidolph, Schwabach
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Gerate

Hersteller

Mikrotom HM 400R

Mikrowellengerat NN-E205W
Multi Gourmet (Dampfgarer)
pH-Meter pH 300

Pipetus (Pipettierhilfe)
Prazisionswaage 2001 MP2
Research Pipetten
Spulmaschine

Stopuhr Model No. SKT338N
Tissue cool plate COP 20
Trockenschrank

Vortex (Genie 2)

2.2.3

Reagenz, Verbrauchsmaterial

Reagenzien, gebrauchsfertige Reagenzien und V

MICROM International GmbH,
Walldorf

Panasonic, Kadoma, Osaka, Japan
Braun, Kronberg im Taunus

Hanna Instruments, Kehl am Rhein
Hirschmann Laborgeréte

Sartorius, Goéttingen

Eppendorf, Hamburg

Gilowy GmbH & Co, Berlin

Roth, Meiningen

Medite Medizintechnik, Burgdorf
Ehret, Emmendingen

Scientific Industries, Darmstadt

erbrauchsmaterialien

Hersteller

Aceton

Dako® Antibody Diluent with
Background Reducing Components

Dako® Biotin Blocking System

Dako® LSAB + System, AP, Code No.

K0689
Dako® Pen
Deckglaschen

Derma Clean, nichtsterile Einmal-

Untersuchungshandschuhe
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J.T. Baker, Deventer, Holland

DakoCytomation, Glostrup, Danemark

DakoCytomation, Glostrup, Danemark

DakoCytomation, Glostrup, Danemark

DakoCytomation, Glostrup, Danemark
Menzel-Glaser, Braunschweig

Ansell, Minchen
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Reagenz, Verbrauchsmaterial Hersteller

Eppendorf T.1.P.S., verschiedene Eppendorf, Hamburg

GroRRen

Ethanol (70%) Merck, Darmstadt

Ethanol (80%) Merck, Darmstadt

Ethanol (90%) Merck, Darmstadt

Ethanol (96%) reinst Merck, Darmstadt

Falcon Serologische Pipetten 10 ml, Becton Dickinson Labware, Franklin
25 ml Lakes. NJ USA

Falcon Tubes 25 und 50 ml Becton Dickinson Labware, Franklin

Lakes, NJ USA

Fetales Kalberserum Biochrom, Berlin

Fuchsin Substrate-Chromogen- DakoCytomation, Glostrup, Danemark
System

Kaisers Glyceringelatine Merck, Darmstadt

Plastipur® sterile Kochsalzlésung Fresenius Kabi Deutschland GmbH,

Bad Homburg

Mayers Hamalaunlésung Merck, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl) min 99,5% Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Natronlauge (NaOH) Merck, Darmstadt

Objekttrager SuperFrost® Plus Menzel-Glaser, Braunschweig

Parafilm American National Can, Neenhah, WI,
USA

Pasteur Pipetten Brand GmbH + Co, Wertheim

Reaktionsgefalie Brand GmbH + Co, Wertheim

Salzsaure Merck, Darmstadt
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Reagenz, Verbrauchsmaterial Hersteller

Streptavidin-AP conjugate Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck, Darmstadt

Trizma® Hydrochlorid (Tris-HCI) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Trizma® Base Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Xylol J.T. Baker, Deventer, Holland

Zitronensaure Merck, Darmstadt

2.3 Materialgewinnung und Probenentnahme

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden peritoneale EM-Lasionen (n
= 60) und Gewebeproben aus dem Peritoneum gesunder Frauen (n = 10)
entnommen, in 4%iger Formalinlésung fur 12 Stunden fixiert und im Institut far
Pathologie der Charité-Campus Benjamin Franklin in Paraffin eingebettet. Von den
60 peritonealen EM-Proben waren 16 (27%) Lasionen im Blasenperitoneum
lokalisiert, 14 (23%) Herde befanden sich am Ligamentum sacrouterinum, 11 (18%)
Proben wurden dem Douglasperitoneum entnommen, 10 (17%) Proben stammten
aus der Fossa ovarica und 4 (7%) Lasionen lagen im Bereich des
Beckenwandperitoneums. 5 (8%) Gewebeproben wurden an anderen Stellen des
Peritoneums entnommen. 38 (63%) Gewebeproben konnten als typische schwarze
bzw. weil3lich vernarbte EM-Lasionen eingeordnet werden, 3 (5%) Gewebeproben
erschienen als rote, aktive EM-Herde und 19 (32%) EM-Lasionen wurden hinsichtlich
ihres morphologischen Erscheinungsbildes nicht naher klassifiziert. Die gesunden
Peritonealproben  stammten aus  Hysterektomien von unterschiedlichen
Lokalisationen des Peritoneums. Die tiefste Ebene aller Peritonealbiopsien war das
subperitoneale Fettgewebe.
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2.4 Immunhistochemische Farbungen

2.4.1 Anfertigung von Gewebeschnitten

Von den Paraffinblocken wurden mit dem Mikrotom (HM 400R Microm GmbH,
Walldorf) 1 ym dicke Serienschnitte angefertigt, auf ,Super Frost Plus“ — Objekttrager
(Menzel-Glaser) aufgebracht und der Reihenfolge nach durchnummeriert. Diese
Schnitte wurden Uber Nacht bei 37 getrocknet und konnten mehrere Wochen bei
4T im Kuhlschrank gelagert oder sofort fr die imm unhistochemische Farbung

verwendet werden.

2.4.2  Entparaffinierung und Antigendemaskierung

Nachdem die Schnitte Gber Nacht bei 37T vollstandi g getrocknet waren, wurden sie
vor der Weiterverarbeitung zur optimalen Anhaftung am Objekttrager fir mindestens
zwei bis maximal 16 Stunden bei 60T inkubiert. Zur Entfernung des Paraffins
wurden die Objekttrdger anschlieBend nachfolgender Prozedur unterzogen:
Eintauchen der Schnitte fur 5 Minuten in Xylol, anschlieRend nochmals 5 Minuten in
neuem Xylol, dann 10 Minuten in 100% Aceton und abschlieend 10 Minuten in
Aceton/Tris-Puffer (1:1). Danach folgte ein Verweilen der Schnitte fir 10 Minuten in
Tris-Puffer zur Rehydrierung. Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung wurden
die Schnitte in Kivetten gestellt und zur Antigendemaskierung bei 95T in einem
Dampfgargerat erwadrmt. Dies erfolgte bei einem pH-Wert von 6 in 10 mM
Citratpuffer. AnschlieRend kiuhlten die Schnitte 20 Minuten in der jeweiligen L6ésung
auf Eis ab, bevor dann mit der immunhistochemischen Farbung fortgefahren werden

konnte.

2.4.3  Absattigung unspezifischer Bindungen

Zur Vermeidung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Gewebeschnitte mit
fetalem Kalberserum (fetal calf serum, FCS) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
vorinkubiert. Nach der Vorinkubation wurde lediglich Uberschissiges FCS vom

Objekttrager abgeklopft.

2.4.4  Verwendete Antikorper
Die Immunhistochemie erfolgte nach der Avidin-Biotin-Methode. Nach Absattigung

unspezifischer Bindungen wurde der jeweilige Primarantikorper aufgetragen und fur

25



Materialien und Methoden

eine Stunde bei Raumtemperatur im geschlossenen Farbekasten inkubiert, um ein
Austrocknen der Gewebeschnitte zu vermeiden. Alle verwendeten Antikérper wurden
direkt vor dem Auftragen mit Antibody Diluent with Background Reducing
Components (DakoCytomation) verdinnt und die Lésung mit einem Vortexgerat gut
durchmischt. Der optimale Verdunnungsgrad wurde vorab in Farbereihen mit
verschiedenen Verdinnungen ermittelt. Die verwendeten Primarantikérper sind in
Tabelle 2.2 aufgefihrt.

Tabelle 2.2: Verwendete Priméarantikorper.

Priméarantikorper gerichtet gegen Spezies Hersteller Verdinnung

Monoclonal Mouse Smooth Mensch DakoCytomation 1:50
Muscle Actin (Clone 1A4)

Monoclonal Mouse Desmin Mensch DakoCytomation 1:50
(Clone D33)

Monoclonal Mouse Caldesmon Mensch DakoCytomation 1:50
-h-CD

Monoclonal Mouse Smooth Mensch DakoCytomation 1:50

Muscle Myosin Heavy Chain
(Clone SMMS-1)

Polyclonal Goat Oxytocin Mensch Santa Cruz 1:50
Receptor (C-20) Biotechnology
Polyclonal Goat Vasopressin Mensch Santa Cruz 1:100
(AVP) Receptor Vl1a (C-20) Biotechnology

Nach der Inkubation mit dem priméaren Antikérper wurden die Schnitte grindlich mit
Tris Puffer gespult und der jeweilige Sekundéarantikdrper aufgetragen. Die
verwendeten Sekundarantikoérper sind in Tabelle 2.3 angegeben. Fir den Nachweis
von OTR und VPR wurden die Gewebeschnitte mit einem biotinylierten Rabbit-anti-
Goat Immunglobulin (IgG) (DakoCytomation) in einer Verdinnung von 1:400 fur
ebenfalls 40 Minuten inkubiert und anschlieBend mit Tris Puffer gespilt. Im

nachfolgenden Schritt kam Streptavidin-Alkalische Phosphatase (AP)-Conjugate
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(Roche Diagnostics, Mannheim) in einer Verdinnung von 1:400 zum Einsatz, das
wiederum 40 Minuten einwirkte. Auch hier wurde nach Ablauf der Einwirkzeit eine
grundliche Spulung mit Tris Puffer vorgenommen. Zum Nachweis von smActin, Des,
Cal und sm-MHC kam die sogenannte Labeled-Streptavidin-Biotin (LSAB)-Methode
zum Einsatz. Hierbei wurden die Schnitte nach Inkubation mit dem entsprechenden
Primarantikdrper jeweils 15 Minuten mit einem biotinylierten Brickenantikdrper
(Biotinylated Link Universal, DakoCytomation) und einem mit alkalischer
Phosphatase markierten Streptavidin (Streptavidin-AP, DakoCytomation) inkubiert.
Nach beiden Schritten wurden die Gewebeschnitte jeweils griindlich mit Tris Puffer
gespuilt.

Tabelle 2.3: Verwendete Sekundéarantikérper.

Sekundarantikorper gerichtet gegen Spezies Hersteller Verdiinnung
Biotin-SP-konjugiertes 1gG Rabbit-anti-Goat DakoCytomation 1:400
LSAB + System-AP Anti-Rabbit, anti-Mouse, DakoCytomation

anti-Goat

2.4.5 Visualisierung der immunhistochemischen Farbu ng

Im folgenden Schritt wurden die gebundenen Antikérper mit dem Fuchsin Substrate-
Chromogen System (DakoCytomation) visualisiert. Die Einwirkzeit des aktivierten
Fuchsins betrug 15 Minuten. Abschlieend wurde die Farbereaktion mit Aqua
destillata gestoppt. Im Anschluss an eine 25 Sekunden dauernde Gegenfarbung mit
Mayers Hamalaunldsung (Merck Darmstadt) wurden die Schnitte unter laufendem
Wasser gespilt und im letzten Schritt mit erwarmter Glyceringelantine (Kaisers

Glyceringelantine, Merck Darmstadt) und Deckglasern (Menzel-Glaser) eingedeckelt.

2.4.6  Uberprifung der Spezifitat der Farbung

Zum Ausschluss falsch positiver Ergebnisse infolge unspezifischer Antikdrperbindung
wurden Negativkontrollen bei jedem Farbegang durchgefihrt. Dazu wurde der
Primarantikrper durch Tris Puffer ersetzt. Des Weiteren wurden in allen
Farbegangen Positivkontrollen mitgefuhrt. Als Gewebekontrollen fir den Nachweis
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der Muskelzellmarker smActin, Desmin, Caldesmon und sm-MHC dienten
Gewebeschnitte eines Uterus myomatosus, welche keine pathologischen Hinweise
fir eine EM oder AM aufwiesen. Zum Nachweis von OTR und VPR dienten

Gewebeschnitte eines schwangeren Uterus als Positivkontrolle.
2.5 Auswertung und Statistik

2.5.1 Mikroskopische Auswertung der immunhistochemi schen Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mikroskopisch mit einem Carl Zeiss
Axiovert 25 Lichtmikroskop (Zeiss, Oberkochen) in verschiedenen Vergrél3erungen
beurteilt (25x bis 400x). Dabei wurden die Gewebeschnitte in mehreren Durchgangen
zu verschiedenen Zeitpunkten mindestens zweimal begutachtet und bewertet. Bei
der Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurden nur Schnitte
bertcksichtigt, die sowohl endometriale Drisen- als auch Stromazellen enthielten (60
Proben), also den gangigen pathologischen Kriterien einer EM entsprachen. Aus
jedem der 60 Gewebepraparate wurde eine EM-Lasion mit der EM-assoziierten
Muskulatur ~ zur  mikroskopischen  Begutachtung herangezogen. Bei der
mikroskopischen Auswertung wurden innerhalb der EM-assoziierten Muskulatur drei
verschiedene Areale unterschieden: die intrastromalen Muskelzellen, die Stroma-
assoziierten Muskelzellen sowie die periphere Muskulatur. Diese drei Bereiche
wurden jeweils getrennt beurteilt und hinsichtlich des prozentualen Gehaltes
angefarbter Muskelzellen sowie anhand der Intensitat der Farbereaktion bewertet.

Fur die mikroskopische Auswertung der Serienschnitte wurde eine EM-L&sion mit
ihrer Umgebung abskizziert und in den verschiedenen Farbungen zur
semiquantitativen Auswertung herangezogen. Die Farbung wurde entsprechend dem
prozentualen Anteil angefarbter glatter Muskelzellen in folgender Prozentskala
bewertet: 0%, 1-10%, 10-20%, 20-30%, 30-40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%,
80-90%, 90-100%. Diese Skala wurde anschlie3end in ein Punktesystem uberfihrt,
bei dem 0% keinem Punkt entspricht, 1-10% = 1 Punkt, 10-20% = 2 Punkte, 20-30%
= 3 Punkte, 30-40% = 4 Punkte, 40-50% = 5 Punkte, 50-60% = 6 Punkte, 60-70% =7
Punkte, 70-80% = 8 Punkte, 80-90% = 9 Punkte und 90-100% = 10 Punkte.

Des Weiteren wurde die Intensitat der Farbereaktion mit einem Score mit O fur keine,

1 fur schwache, 2 fir maiige und 3 fur starke Anfarbung bewertet. Da die Intensitat
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der Farbung in den einzelnen Farbedurchgangen jeweils unterschiedlich ausfiel,
wurde die Bewertung immer innerhalb eines Durchgangs im Verhéaltnis zur Farbung

der Positivkontrolle durchgefihrt.

2.5.2  Statistische Auswertung der immunhistochemisc hen Farbungen

Die im Rahmen der mikroskopischen Auswertung gewonnenen Daten wurden mit
dem Statistikprogramm GraphPad Prism 4 fur Windows (GraphPad Software, 2003,
San Diego, CA, USA) statistisch analysiert. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte
(MW)  mit Standardfehler (SF) angegeben. Zur Signifikanzprifung kamen
verschiedene statistische Testverfahren zur Anwendung. Es wurden folgende
Signifikanzgrenzen festgelegt: p < 0,001 = hoch signifikant, p < 0,01 = sehr
signifikant, p < 0,05 = signifikant, p > 0,05 = nicht signifikant.

Als nichtparametrischer Test fur zwei unabhéngige Variablen kam der Mann-Whitney
Test zur Anwendung. Zum Vergleich mehrerer unabhangiger Variablen wurde der
Kruskal-Wallis Test mit anschlieBendem Post Hoc Test nach Dunn (Dunn's Multiple
Comparison Test) durchgefuhrt. Waren mehrere Gruppen zu vergleichen, wurden die
Daten nach Uberprufung auf Normalverteilung der zweifaktoriellen Varianzanalyse
(Two-way ANOVA) mit einem Signifikanzniveau von 95% unterzogen. Anschlie3end
erfolgte mittels des Post Hoc Tests nach Bonferroni (Bonferroni Multiple Comparison
Test) ein paarweiser Datenvergleich.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunhistochemische Untersuchung des Muskelzell gehaltes in

peritonealen Endometrioselasionen

Im ersten Schritt dieser Arbeit sollten das Vorkommen und der Muskelzellgehalt in
peritonealen EM-L&sionen untersucht werden. Dazu wurden peritoneale EM-
Lasionen (n = 60) und gesunde Peritonealproben von Frauen ohne EM
(Kontrollgruppe; n = 10) immunhistochemisch mittels eines Antikérpers gegen
smActin gefarbt und hinsichtlich des Vorkommens glatter Muskelzellen und des
Gehaltes an glatter Muskulatur mikroskopisch beurteilt. Hierbei wurde der
Muskelzellgehalt in der gesamten Gewebeprobe ermittelt. Glatte Muskelzellen in

Gefallwanden wurden nicht mit in die Betrachtung einbezogen.

Abbildung 3.1 A zeigt exemplarisch einen peritonealen EM-Herd aus dem Bereich
des Blasenperitoneums mit der umgebenden smActin-positiven EM-assoziierten
glatten Muskulatur (roter Pfeil). Ebenfalls smActin-positiv zeigen sich vereinzelte
glatte Muskelzellen in GefaBwanden (schwarzer Pfeil). In Abbildung 3.1 B ist ein
Gewebeschnitt aus der Kontrollgruppe (KG) dargestellt. Die darin enthaltenen glatten
Muskelzellen sind ausschlie3lich GefaBRwanden zuzuordnen (schwarze Pfeile). Es
lassen sich jedoch keine glatten Muskelzellen in dem Peritonealgewebe darstellen.

A ; B

Abbildung 3.1: Immunhistochemische  Untersuchungen von glatten Muskelzellen in
peritonealen Gewebeproben. A: EM: Peritoneale Endom  etrioselasion mit smActin -
positiven Endometriose- assoziierten glatten Muskelzellen (roter Pfeil) sow e glatten
Muskelzellen in GefaBwanden (schwarzer Pfeil) (Verg roRRerung 25- fach). B: Gesundes
Peritoneum mit smActin- positiven glatten Muskelzellen in GefaBwénden (schw  arze
Pfeile) (VergroRerung 25-fach).
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3.1.1 Vorkommen glatter Muskelzellen und Muskelzell gehalt in peritonealen

Endometrioselasionen und gesunden peritonealen Gewe beproben

In der mikroskopischen Auswertung der Gewebeschnitte zeigte sich, dass in allen
(100%) EM-Gewebeproben glatte Muskelzellen nachgewiesen werden konnten. In
der Kontrollgruppe fanden sich hingegen in nur 30% der Praparate glatte
Muskelzellen. Bei der statistischen Analyse der Daten erwies sich die Anzahl Muskel-
positiver Gewebeproben unter den EM-Patientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe
im Mann-Whitney Test als statistisch hoch signifikant (p < 0,001; Abbildung 3.2). Die
peritonealen EM-Lasionen enthielten somit signifikant haufiger glatte Muskelzellen,

als das anatomisch vergleichbare gesunde Peritonealgewebe.
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Abbildung 3.2: Muskel-positive Gewebeproben bei End  ometriosepatientinnen. Dargestellt sind
die Mittelwerte des prozentualen Anteils Muskel-pos itiver Gewebeproben  bei
Endometriosepatientinnen sowie in der Kontrollgrupp e. EM: n = 60, KG: n = 10; Mann-Whitney
Test *** p < 0,001.

Im nachsten Schritt wurde der prozentuale Anteil glatter Muskelzellen in den EM-
Proben und in den gesunden peritonealen Gewebeproben untersucht. Hierbei zeigte
sich, dass die peritonealen Gewebeproben der EM-Patientinnen nicht nur signifikant
haufiger glatte Muskelzellen enthalten, sondern auch eine signifikant hohere Anzahl
davon. In den Gewebeproben der EM-Patientinnen fanden sich durchschnittlich 38 £
2,29% glatte Muskelzellen, wahrend das peritoneale Gewebe gesunder Frauen
durchschnittlich nur 6 £ 0,87% glatte Muskulatur enthielt.
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Im Mann-Whitney Test erwies sich der Unterschied des Muskelzellgehaltes zwischen
peritonealem EM-Gewebe und gesundem Kontrollgewebe als statistisch hoch
signifikant (p < 0,001; Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Glatter Muskelzellgehalt in peritone  alen Endometrioselasionen. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen G ehaltes glatter Muskelzellen
bei EM-Patientinnen sowie in der Kontrollgruppe. EM : n =60, KG: n = 10; Mann-Whitney Test
*** n < 0,001.

3.1.2  Lokalisation der glatten Muskulatur in perito nealen

Endometrioselasionen

In allen untersuchten EM-L&sionen der 60 peritonealen EM-Herde waren glatte
Muskelzellen mit Hilfe des Muskelzellmarkers smActin nachweisbar und dies mit
einem durchschnittlichen Muskelzellgehalt von 38% sogar in beachtlicher Menge.
Daher stellte sich nun im n&chsten Schritt die Frage, in welchen Bereichen der EM-

Herde die glatten Muskelzellen lokalisiert sind.

Bei der mikroskopischen Betrachtung der Lokalisation der glatten Muskelzellen in
den peritonealen EM-Lasionen fiel auf, dass die Muskelzellen sehr haufig zirkular um
den EM-Herd angeordnet sind und sich die Muskulatur in Abh&angigkeit von der
morphologischen Beziehung zur EM-L&sion in verschiedene Areale untergliedern
lasst. So wurde im nachsten Schritt dieser immunhistochemischen Analyse der
Muskelgehalt in drei verschiedenen Arealen der Gewebeproben analysiert, die
hinsichtlich ihrer Beziehung zur EM-L&sion wie folgt definiert wurden:
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* intrastromale Muskelzellen (ISM), die zwischen den Stromazellen lokalisiert

sind

» Stroma-assoziierte Muskulatur (SAM), die unmittelbar an das Stroma

angrenzt und die EM-L&sion zirkular umgibt

* Muskulatur in der Peripherie (PM), die mindestens 10 mm von der EM-L&sion

entfernt lokalisiert ist.

Interessanterweise konnten die definierten drei verschiedenen Areale der EM-
assoziierten glatten Muskulatur in allen untersuchten peritonealen EM-L&sionen
identifiziert und morphologisch abgegrenzt werden. Abbildung 3.4 zeigt einen
immunhistochemisch mit Anti-smActin gefarbten Gewebeschnitt einer EM-L&sion
vom Peritoneum am Blasendach. Darin sind exemplarisch die drei verschiedenen

definierten Areale der EM-assoziierten glatten Muskulatur aufgezeigt.

-

v

ISM

v

SAM

v

PM

Abbildung 3.4: Endometri oselésion am Peritoneum vom Blasendach. Darstellung der
drei verschiedenen Areale der Endometriose- assoziierten Muskulatur in einer
peritonealen Endometrioseldsion (VergréRerung 25- fach). Immunhistochemische
Farbung mit Anti-smActin. ISM = intrastromale Muske  lzellen, SAM = Stroma- assoziierte
Muskelzellen, PM = periphere Muskulatur.

Mit der Erkenntnis des Vorkommens verschiedener Areale EM-assoziierter glatter
Muskulatur in peritonealen EM-L&asionen, wurde nun der Muskelgehalt in diesen

Bereichen mikroskopisch ausgewertet. Dabei konnte beobachtet werden, dass sich
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in dem Stroma-assoziierten Areal der EM-Lasionen mit durchschnittlich 65 + 2,65%
die meisten glatten Muskelzellen befanden, wahrend in der Peripherie der
Gewebeschnitte durchschnittlich 31 + 2,31% glatte Muskelzellen nachgewiesen
werden konnten. Den geringsten Anteil glatter Muskelzellen enthielt das intrastromale
Areal. Hier lagen nur 25 + 0,89% EM-assoziierte glatte Muskelzellen.

Zur statistischen Analyse der Daten wurden der Kruskal-Wallis Test und im
Anschluss der Post Hoc Test nach Dunn durchgefiihrt. Darin zeigte sich, dass sich in
dem Stroma-assoziierten Areal der peritonealen EM-Lasionen signifikant mehr glatte
Muskelzellen befinden, als intrastromal und in der Peripherie der EM-Lasionen (p <
0,001; Abbildung 3.5). Damit macht das Stroma-assoziierte Muskelareal, welches die
EM-Lasion unmittelbar angrenzend zirkular umgibt, den signifikant gré3ten Anteil der

EM-assoziierten glatten Muskulatur aus.
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Abbildung 3.5: Verteilung der glatten Muskulatur in den Endometriose-Gewebeproben.

Dargestellt sind Mittelwerte  + Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen G ehaltes EM-
assoziierter Muskulatur in den drei verschiedenen A realen: ISM, SAM und PM. n = 60; Kruskal-
Wallis Test *** p < 0,001.

Bei der mikroskopischen Auswertung der Gewebeschnitte fiel auch auf, dass
intrastromal liegende oder an das Stroma angrenzende EM-assoziierte glatte
Muskelzellen diffus angeordnet waren, wahrend peripher gelegene Muskelzellen

oftmals zu Muskelbiindeln angeordnet waren.

Abbildung 3.6 zeigt Ausschnitte aus den verschiedenen Arealen der EM-assoziierten

glatten Muskulatur einer peritonealen EM-L&sion in immunhistochemischer Farbung
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mit einem Antikbrper gegen smActin. Auf den Abbildungen sind intrastromale
Muskelzellen (Abbildung 3.6 A), Stroma-assoziierte Muskulatur (Abbildung 3.6 B) und
ein Ausschnitt aus der peripheren Muskulatur (Abbildung 3.6 C) einer peritonealen
EM-Lasion dargestellt. Es wird die ungeordnete Struktur der EM-assoziierten glatten
Muskelzellen intrastromal und auch im Stroma-assoziierten Areal deutlich. Im
Gegensatz dazu sind die peripheren Muskelzellen im gleichen Gewebepréparat zu
kleinen Muskelbiindeln organisiert.

Abbildung 3.6: Anordnung der
. Endometriose- assoziierten glatten
Muskulatur in den drei verschiedenen
Arealen einer Endometrioseldsion am
Blas enperitoneum. Immunhistochemische
Farbungen mit Anti-smActin.

A: Intrastromale glatte Muskelzellen
(VergréRerung 400-fach). B: Stroma -
assoziierte glatte Muskelzellen
(VergréRerung 200- fach). C: Periphere
glatte Muskelzellen (VergroBerung 200 -
fach). Pfeile: smActin- positive glatte
Muskelzellen.

3.1.3  Untersuchungen des Muskelgehalts in peritonea len
Endometrioselasionen unterschiedlicher anatomischer Lokalisation

Die immunhistochemische Farbung glatter Muskelzellen in peritonealen EM-Lasionen
ermdglichte es, erste Aussagen lUber den Muskelzellgehalt in den Gewebeproben zu
treffen. Es sollte nun der Frage nachgegangen werden, ob zwischen dem
prozentualen Muskelgehalt in peritonealen EM-L&sionen und der unterschiedlichen
anatomischen Lokalisation der Gewebeproben ein Unterschied besteht. Fur den
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prozentualen Muskelgehalt, bezogen auf die gesamte Gewebeprobe, ergaben sich
dabei folgende Durchschnittswerte: Lokalisation Beckenwand: 25% glatte
Muskulatur, Blasendach: 46%, Douglas: 33%, Fossa ovarica: 37%, Ligamentum
sacrouterinum: 39% und andere Lokalisation: 32% glatte Muskelzellen. Im Kruskal-
Wallis Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied im prozentualen Muskelgehalt
zwischen EM-Lasionen unterschiedlicher peritonealer Lokalisation (p > 0,05;
Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Muskelgehalt in peritonealen Endomet rioselasionen bezlglich der
anatomischen Lokalisation der Gewebeprobe. Darstell ung der Mittelwerte * Standardfehler des
Mittelwertes des prozentualen Gehaltes EM-assoziier ter Muskulatur in peritonealen
Endometrioselasionen in  Abhéngigkeit von der anatom ischen  Lokalisation der
Peritonealprobe. Beckenwand: n = 4, Blasendach: n = 16, Douglas: n = 11, Fossa ovarica: n =
10, Lig. sacrouterinum: n = 14, andere Lokalisation :n=5.

Des Weiteren wurde auch untersucht, ob eine Korrelation zwischen dem
Muskelgehalt in den verschiedenen Arealen der EM-assoziierten Muskulatur und der
anatomischen Lokalisation der Gewebeprobe besteht. Auch hier ergab die Analyse
der Daten im Kruskal-Wallis Test keine statistische Signifikanz (p > 0,05; Tabelle
3.1).
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Tabelle 3.1: Muskelgehalt in den verschiedenen Area
in Abhangigkeit von der Lokalisation der Gewebeprob

0,05.

len Endometriose-assoziierter Muskulatur
e; Mittelwerte (%) + Standardfehler; p >

ISM

SAM

PM

Beckenwandperitoneum

Blasenperitoneum
Douglas
Fossa ovarica

Lig. sacrouterinum

Peritoneum (sonstige)

25+ 0,87 (n = 4)

25+ 0,84 (n = 16)

24+1,21 (n=11)

20 + 1,25 (n = 10)

27 + 0,61 (n = 14)

28 + 0,45 (n = 5)

72+1,79 (n = 4)

73+ 1,93 (n = 16)

61+3,23 (n=11)

50 + 2,68 (n = 10)

65 + 2,72 (n = 14)

70 + 1,67 (n = 5)

15+ 0,87 (n = 4)

38 + 2,65 (n = 16)

21+1,78 (n = 11)

35+ 2,16 (n = 10)

32+2,21 (n = 14)

28 + 1,94 (n = 5)
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3.2 Expressionsanalyse der Muskelzelldifferenzierun  gsmarker in
Endometriose-assoziierter  Muskulatur  peritonealer E ndometriose-

lasionen

Im ersten Teil dieser Studie konnte ein Vorkommen von EM-assoziierten glatten
Muskelzellen mit Hilfe eines Antikdrpers gegen smActin in allen peritonealen EM-
Lasionen nachgewiesen werden und dies mit einem durchschnittlichen
Muskelzellgehalt von 38% sogar in beachtlichen Menge. Dabei konnte beobachtet
werden, dass sich in dem Stroma-assoziierten Areal der EM-L&sionen mit
durchschnittlich 65% die meisten smActin-positiven Zellen befanden. Diese zeigten
zumeist eine zirkulare Anordnung um die EM-LA&sion, die mikroskopisch stark an das
Bild eines primordialen Uterus erinnerte. Es stellte sich somit im nachsten Teil dieser
Arbeit die Frage, was das fur Muskelzellen sind und ob es Hinweise auf deren
Ursprung gibt. Dazu sollten diese smActin-positiven Zellen immunhistochemisch
charakterisiert werden, insbesondere im Hinblick auf deren Differenzierungsgrad. Es
wurde die Expression der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und Caldesmon
in EM-assoziierter (n = 60) und Nicht-EM-assoziierter Muskulatur (n = 10)
peritonealer Gewebeproben in smActin-positiver glatter Muskulatur untersucht. Diese
immunhistochemische Charakterisierung sollte erste Hinweise auf einen moglichen

Differenzierungsprozess in EM-assoziierten glatten Muskelzellen liefern.

Die EM-assoziierte Muskulatur peritonealer EM-Lasionen zeigte in 68% der smActin-
positiven Zellen eine Expression des Muskelzelldifferenzierungsmarkers Desmin und
in 70% eine Expression von Caldesmon. In der Nicht-EM-assoziierten Muskulatur
(Kontrollgruppe) konnte mikroskopisch kein Unterschied zwischen smActin- und
Desmin- bzw. Caldesmon-positiven Muskelzellen festgestellt werden. Alle smActin-
positiven Muskelzellen exprimierten auch die Muskelzelldifferenzierungsmarker

Desmin und Caldesmon.

Die Analyse zeigte eine statistisch hohe Signifikanz im Two-way Anova Test (p <
0,0001). In den EM-assoziierten Muskelzellen exprimierten signifikant weniger
smActin-positive Muskelzellen die Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und
Caldesmon, als im gesunden Kontrollgewebe. Die Ergebnisse der statistischen
Analyse sind in Abbildung 3.8 dargestellt.
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Abbildung 3.8: Expression der Muskelzelldifferenzie rungsmarker Desmin und Caldesmon in
smActin-positiver Muskulatur in  peritonealen Endome trioselasionen und gesunden

Peritonealproben. Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des
prozentualen Gehaltes ausdifferenzierter glatter Mu  skulatur in peritonealen
Endometrioselasionen und gesunden Peritonealproben. smActin = Smooth Muscle Actin , Des

= Desmin, Cal = Caldesmon; EM: n = 60, Kontrollgrup  pe: n = 10; Two-way Anova *** p < 0,0001.

3.2.1 Expression der Muskelzelldifferenzierungsmark  er in intrastromalen

glatten Muskelzellen peritonealer Endometrioselasio nen

Von den smActin-positiven Zellen in peritonealen EM-Lasionen exprimierten
signifikant weniger Muskelzellen die Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und
Caldesmon. Dies ist scheinbar auf einen Muskelzelldifferenzierungsprozess in der
EM-assoziierten glatten Muskulatur zuriickzufihren, der im nachsten Schritt weiter

immunhistochemisch untersucht werden sollte.

Von weiterem Interesse war die Klarung der Frage, inwieweit die glatten
Muskelzellen in den verschiedenen Arealen der EM-assoziierten Muskulatur
ausdifferenziert sind. Damit sollte eine Aussage dartber getroffen werden, wo ein

maoglicher Differenzierungsprozess seinen Ursprung nehmen konnte.

In Abbildung 3.9 sind Ausschnitte aus der intrastromalen glatten Muskulatur einer
peritonealen EM-Lé&sion dargestellt. Abbildung 3.9 A zeigt die smActin-positiven
intrastromalen Muskelzellen. Die Abbildung 3.9 B und C verdeutlichen im gleichen
Gewebeareal die Expression der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und

Caldesmon (Pfeile: glatte Muskelzellen).
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Abbildung 3.9: Immunhistochemische
Untersuchungen  des  Differenzierungs-
grades von intrastromalen glatten
Muskelzellen in peritonealen Endometriose-
l&sionen.

- Expression von smActin (roter Pfeil:
~_ smActin- positive glatte Muskelzellen) (A),
Desmin (B) und Caldesmon (C) in der
- intrastromalen Muskulatur (schwarze Pfeile:
ausdifferenzie rte Muskelzellen) (alle Bilder
in 400-facher Vergrofl3erung).

Hinsichtlich der Intensitat der immunhistochemischen Farbereaktion ist erkennbar,
dass die intrastromalen Muskelzellen in den peritonealen EM-L&asionen neben einer
starken Expression des Muskelzellmarkers smActin eine deutlich schwachere
Expression der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und Caldesmon zeigen.
Desmin und Caldesmon hingegen werden in dem Areal anndhernd in gleicher

Intensitat exprimiert.

In der mikroskopischen Auswertung konnte beobachtet werden, dass von den
smActin-positiven Muskelzellen in dem intrastromalen Areal der EM-assoziierten
glatten Muskulatur nur 12% der Muskelzellen Desmin-positiv und 14% Caldesmon-
positiv sind. Die statistische Analyse der Daten im Kruskal-Wallis Test zeigte eine
hohe statistische Signifikanz zwischen den smActin-positiven glatten Muskelzellen
und den davon Desmin- bzw. Caldesmon- exprimierenden glatten Muskelzellen (p <
0,0001). Die Muskelzelldifferenzierungsmarker werden in dem intrastromalen Areal

annahernd gleich exprimiert. Somit sind von den intrastromal gelegenen smActin-
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positiven Muskelzellen nur 12-14% ausdifferenzierte reife Muskelzellen. Die
dazugehdrigen statistischen Daten sind in Abbildung 3.10 dargestellt.
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Abbildung 3.10: Expression der Muskelzelldifferenzi erungsmarker Desmin und Caldesmon in
smActin-positiven intrastromalen glatten Muskelzell en. Darstellung der Mittelwerte +

Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen Ge haltes ausdifferenzierter glatter
Muskulatur in intrastromalen EM-assoziierten glatte n Muskelzellen. smActin = Smooth Muscle
Actin , Des = Desmin, Cal = Caldesmon; n = 60; Kruskal-Wa llis Test *** p < 0,0001.

3.2.2 Expression der Muskelzelldifferenzierungsmark er in  Stroma-

assoziierten Muskelzellen peritonealer Endometriose l&sionen

Bei der Expressionsanalyse der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und
Caldesmon in smActin-positiver Stroma-assoziierter Muskulatur zeigte sich, dass die
Differenzierungsmarker auch hier geringer exprimiert werden, als der

Muskelzellmarker smActin.

Abbildung 3.11 beinhaltet Serienschnitte einer peritonealen Endometrioselasion mit
den darin vorkommenden Stroma-assoziierten glatten Muskelzellen (Abbildung 3.11
A-C) in immunhistochemischen Farbungen mit AntikGrpern gegen smActin
(Abbildung 3.11 A), Desmin (Abbildung 3.11 B) und Caldesmon (Abbildung 3.11 C).
Es ist deutlich zu erkennen, dass die Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und
Caldesmon weniger exprimiert werden, als der Muskelzellmarker smActin, aber
starker als im intrastromalen Areal. Hinsichtlich der Intensitat der
immunhistochemischen Farbungen zeigten die Stroma-assoziierten Muskelzellen
neben einer starken Expression des Muskelzellmarkers smActin nur eine mittelstarke

Expression der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und Caldesmon.
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Bei der mikroskopischen Analyse der Stroma-assoziierten glatten Muskelzellen
zeigte sich, dass von den smActin-positiven Muskelzellen in diesem Areal nur 37%
der Muskelzellen Desmin-positiv. und 44% Caldesmon-positiv.  waren. Die
Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und Caldesmon wurden in den Stroma-
assoziierten glatten Muskelzellen geringer exprimiert, als der Muskelzellmarker

smActin.

Die statistische Analyse der Daten verdeutlichte im Kruskal-Wallis Test, dass der
Expressionsunterschied zwischen den smActin-positiven Muskelzellen und den
davon Desmin- bzw. Caldesmon- exprimierenden Muskelzellen statistisch hoch
signifikant ist (p < 0,0001). In Abbildung 3.12 sind die Ergebnisse der statistischen

Auswertung dargestellt.
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Abbildung 3.12: Expression der Muskelzelldifferenzi erungsmarker Desmin und Caldesmon in
smActin-positiver ~ Stroma-assoziierter  Muskulatur  pe ritonealer Endometrioselasionen.
Darstellung der Mittelwerte £ Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen G  ehaltes
ausdifferenzierter glatter Muskulatur in Stroma-ass oziierten Muskelzellen. smActin =  Smooth
Muscle Actin , Des = Desmin, Cal = Caldesmon; n = 60; Kruskal-Wa llis Test *** p < 0,0001.

3.2.3 Expression der Muskelzelldifferenzierungsmark  er in der peripheren

Muskulatur peritonealer Endometrioseléasionen

Bei der Expressionsanalyse der Muskeldifferenzierungsmarker Desmin und
Caldesmon in  smActin-positiver  peripherer  Muskulatur in  peritonealen
Endometrioselasionen zeigte sich eine Expression von Desmin in 77% der glatten
Muskelzellen. 80% der peripher gelegenen smActin-positiven Muskelzellen
exprimierten den Muskelzelldifferenzierungsmarker Caldesmon. Hinsichtlich des
Expressionsmusters von Desmin und Caldesmon wurde deutlich, dass die
Muskelzelldifferenzierungsmarker auch in diesem Areal geringer und schwacher
exprimiert werden, als der Muskelzellmarker smActin. Wéahrend die peripheren
Muskelzellen eine starke Expression von smActin aufwiesen, konnte bei den
Farbungen mit Antikorpern gegen Desmin und Caldesmon auch hier nur eine
mittelstarke Immunreaktion nachgewiesen werden. In Abbildung 3.13 ist ein Areal
aus der peripheren  Muskulatur einer  peritonealen EM-L&sion in
immunhistochemischen Farbungen mit Antikérpern gegen smActin (Abbildung 3.13
A), Desmin (Abbildung 3.13 B) und Caldesmon (Abbildung 3.13 C) dargestellt.

Die Daten wurden im Anschluss statistisch mittels des Kruskal-Wallis Tests

analysiert. Vergleicht man die smActin-positiven Muskelzellen in diesem Areal mit
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dem Anteil davon Desmin- und Caldesmon- exprimierender Muskelzellen, so stellt
man fest, dass auch dieser Vergleich statistisch hoch signifikant ist (p < 0,0001).

Abbildung 3.14 zeigt die dazugehdrigen Daten.
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Abbildung 3.14: Expression der Muskelzelldifferenzi erungsmarker Desmin und Caldesmon in
smActin-positiver peripherer Muskulatur peritoneale r Endometrioselasionen. Darstellung der
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen G  ehaltes ausdifferenzierter
glatter Muskulatur in peripherer EM-assoziierter Mu  skulatur. smActin = Smooth Muscle Actin ,
Des = Desmin, Cal = Caldesmon; n = 60; Kruskal-Wall is Test *** p < 0,0001.
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3.2.4 Moglicher Differenzierungsprozesses in Endome  triose-assoziierter

glatter Muskulatur in peritonealen Endometrioselasi onen

Um das Vorkommen eines eventuellen Differenzierungsprozesses in EM-assoziierter
Muskulatur festzustellen, wurde die Expression der Muskelzelldifferenzierungsmarker
in der intrastromalen, Stroma-assoziierten und peripheren Muskulatur miteinander
verglichen. Zur statistischen Analyse der Daten wurde der Two-way Anova Test mit
anschlieBendem Post Hoc Test nach Bonferroni durchgefiihrt. Bei der statistischen
Analyse der Daten zeigte sich im Bonferroni Multiple Comparison Test, dass die
Zunahme der Expression von Desmin und Caldesmon innerhalb der drei
verschiedenen Areale EM-assoziierter Muskulatur statistisch hoch signifikant ist (p <
0,0001). Es gibt somit eine signifikante Zunahme der Expression der
Muskeldifferenzierungsmarker in der EM-assoziierten glatten Muskulatur, ausgehend
von den intrastromalen Muskelzellen Uber die Stroma-assoziierte Muskulatur bis hin
zur Peripherie, wo der grof3te Anteil ausdifferenzierter glatter Muskelzellen lokalisiert

ist. Abbildung 3.15 zeigt die dazugehdrigen Daten.
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Abbildung 3.15: Zunahme der Expression der Muskelze lldifferenzierungsmarker in den
verschiedenen Arealen der Endometriose-assoziierten Muskulatur. Darstellung der Mittelwerte
+ Standardfehler des Mittelwertes der prozentualen Z  unahme der Expression ausdifferenzierter
glatter Muskelzellen in den verschiedenen Arealen d  er Endometriose-assoziierten Muskulatur.
n = 60; Two-way Anova *** p < 0,0001.
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3.3 Expressionsanalyse von sm-MHC, OTR und VPR in E ndometriose-

assoziierter Muskulatur peritonealer Endometriosela sionen

Mit der Erkenntnis des Vorkommens glatter Muskelzellen in peritonealen EM-Herden,
die verschiedene Differenzierungsgrade aufweisen, geht es im letzten Teil dieser
Studie um die Frage einer mdglichen funktionellen Aktivitat dieser EM-assoziierten
glatten Muskelzellen. Hierzu wurden 60 peritoneale EM-Lasionen
immunhistochemisch mit dem Muskelzellfunktionalitatsmarker sm-MHC sowie den

uterinen Markermolekilen OTR und VPR gefarbt und mikroskopisch beurteilt.

Auch hierbei wurde die EM-assoziierte Muskulatur einer EM-Lé&sion des
Gewebeschnittes zur Beurteilung herangezogen und der Muskelgehalt in den
verschiedenen Arealen der EM-assoziierten Muskulatur begutachtet und bewertet.
Die Expression von sm-MHC, OTR und VPR wurde als prozentualer Anteil der

smActin-positiven Muskulatur (100%) ermittelt.

3.3.1 Expressionsanalyse von sm-MHC, OTR und VPR in intrastromalen

Muskelzellen peritonealer Endometriosel&asionen

In den smActin-positiven intrastromalen Muskelzellen wurde die Expression des
Muskelzellfunktionalitdtsmarkers sm-MHC sowie von OTR und VPR untersucht.
Dabei zeigten die intrastromalen Muskelzellen peritonealer Endometrioseléasionen in
47% der smActin-positiven Zellen eine Expression des
Muskelzellfunktionalitatsmarkers sm-MHC. In  40% der smActin-positiven
Muskelzellen wurde OTR exprimiert. Der VPR konnte in nur 8% der intrastromalen

smActin-positiven Muskelzellen nachgewiesen werden.

Abbildung 3.16 A-D zeigt einen Ausschnitt aus einer peritonealen EM-Lasion mit den
intrastromalen EM-assoziierten Muskelzellen in immunhistochemischer Farbung mit
Antikdrpern gegen smActin (Abbildung 3.16 A), sm-MHC (Abbildung 3.16 B), OTR
(Abbildung 3.16 C) und VPR (Abbildung 3.16 D). Es wird deutlich, dass nicht alle
sSmActin-positiven intrastromalen glatten Muskelzellen den
Muskelzellfunktionalitatsmarker sm-MHC bzw. die uterinen Markermolekile OTR und
VPR exprimieren. Ebenso zeigten sich Unterschiede hinsichtlich der
immunhistochemischen Farbereaktion. Wahrend der Muskelzellmarker smActin in

den intrastromalen Muskelzellen stark exprimiert wurde, konnte nur eine mittelstarke
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Expression von sm-MHC und OTR beobachtet werden. VPR wurde in den
intrastromal gelegenen EM-assoziierten Muskelzellen nur mit schwacher Intensitat
exprimiert.

Abbildung  3.16: Immunhistochemische Untersuchungen der Funktionalitat von
intrastromalen glatten Muskelzellen in peritonealen Endometrioselasionen. Expression
von smActin (A), sm- MHC (B), OTR (C) und VPR (D) in intrastromalen glat ten
Muskelzellen peritonealer Endometrioseldsionen (alle B ilder in 400x Vergrol3erung);
Pfeile: glatte Muskelzellen.

Zur statistischen Analyse der Daten wurden der Kruskal-Wallis Test und
anschlielRend der Multiple Comparison Test nach Dunn angewendet. Hier zeigte sich,
dass von den 100% smActin-positiven intrastromalen Muskelzellen signifikant
weniger glatte Muskelzellen den Muskelzellfunktionalitatsmarker sm-MHC sowie
OTR und VPR exprimieren (p < 0,001). Die dazugehorigen Daten sind in Abbildung
3.17 dargestellt.

Auch der Vergleich zwischen den sm-MHC-positiven Muskelzellen und der VPR-
exprimierenden Muskulatur erwies sich im Post Hoc Test nach Dunn als statistisch
hoch signifikant (p < 0,001). Vergleicht man den Anteil der OTR-exprimierenden
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Muskelzellen mit den VPR-exprimierenden Muskelzellen, so stellt man fest, dass
auch dieser Unterschied statistisch signifikant ist (p < 0,01; Abbildung 3.17). Lediglich
der Vergleich zwischen den sm-MHC-positiven Muskelzellen und den OTR-
exprimierenden glatten Muskelzellen erwies sich in der statistischen Analyse als nicht
signifikant (p > 0,05; Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Expression von sm-MHC, OTR und VPR in smActin-positiven intrastromalen
glatten Muskelzellen. Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des
prozentualen Gehaltes funktioneller glatter Muskula  tur in intrastromalen Muskelzellen in
peritonealen Endometrioselasionen. smActin= Smooth Muscle Actin , sm-MHC = Smooth
Muscle Myosin Heavy Chains , OTR = Oxytocinrezeptor, VPR = Vasopressinrezeptor ; n = 60; **
p< 0,01, **p < 0,001.

3.3.2 Expressionsanalyse von sm-MHC, OTR und VPR in Stroma-

assoziierten Muskelzellen peritonealer Endometriose l&sionen

Bei der Untersuchung der Expression von sm-MHC, OTR und VPR in Stroma-
assoziierten Muskelzellen peritonealer EM-Lasionen konnte festgestellt werden, dass
von den smActin-positiven  Muskelzellen 62% der Muskelzellen den
Muskelzellfunktionalitatsmarker sm-MHC exprimieren. Des Weiteren waren 40% der
Muskelzellen OTR-positiv und 28% der Muskelzellen exprimierten VPR.

Abbildung 3.18 A-D =zeigt die Stroma-assoziierten glatten Muskelzellen einer
peritonealen EM-Lasion in immunhistochemischer Farbung mit Antikdrpern gegen
smActin (Abbildung 3.18 A), sm-MHC (Abbildung 3.18 B), OTR (Abbildung 3.18 C)
und VPR (Abbildung 3.18 D). Der Muskelzellfunktionalitatsmarker sm-MHC sowie die
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uterinen Markermolekile OTR und VPR werden auch in den Stroma-assoziierten

glatten Muskelzellen nicht von allen smActin-positiven Zellen exprimiert.

Abbildung 3.18: Immunhistochemische Untersuchungen der Funktionalitdt von Stroma -
assoziierten glatten Muskelzellen in peritonealen E =~ ndometrioseldsionen. Expression
von smActin (A), sm-MHC (B), OTR (C) und VPR (D) in  Stroma- assoziierten glatten
Muskelzellen peritonealer Endometrioselasionen (alle Bilder in 400x Vergrol3erung);
Pfeile: glatte Muskelzellen.

Die Stroma-assoziierten glatten Muskelzellen zeigten eine starke Expression des
Muskelzellmarkers smActin sowie des Muskelzellfunktionalitditsmarkers sm-MHC.

OTR und VPR wurden mit mittelstarker Intensitat exprimiert.

Bei der statistischen Analyse dieser Daten im Kruskal-Wallis Test und im Post Hoc
Test nach Dunn wurde deutlich, dass der Unterschied zwischen den smActin-
positiven Muskelzellen und den davon sm-MHC-, OTR- bzw. VPR-exprimierenden
Muskelzellen im Stroma-assoziierten Areal statistisch hoch signifikant ist (p < 0,001,
Abbildung 3.19).
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Der Vergleich zwischen den sm-MHC-positiven glatten Muskelzellen und der VPR-
exprimierenden Muskulatur erwies sich im Post Hoc Test nach Dunn als statistisch
hoch signifikant (p < 0,001; Abbildung 3.19).

Vergleicht man den Anteil sm-MHC-positiver Muskelzellen mit den OTR-
exprimierenden glatten Muskelzellen, so stellt man fest, dass dieser Unterschied
statistisch nicht signifikant ist (p > 0,05; Abbildung 3.19). Auch der Vergleich
zwischen den OTR-exprimierenden Muskelzellen und den VPR-exprimierenden
glatten Muskelzellen im Stroma-assoziierten Areal EM-assoziierter glatte
Muskelzellen erwies sich in der statistischen Analyse als nicht signifikant (p > 0,05;
Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19: Expression von sm-MHC, OTR und VPR in  smActin-positiver Stroma-
assoziierter Muskulatur peritonealer Endometriosela sionen. Darstellung der Mittelwerte
Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen Ge  haltes funktionell aktiver glatter
Muskulatur in Stroma-assoziierten Muskelzellen in p  eritonealen Endometrioseldsionen.
smActin = Smooth Muscle Actin , sm-MHC = Smooth Muscle Myosin Heavy Chains , OTR
Oxytocinrezeptor, VPR = Vasopressinrezeptor; n= 60; ***p <0,001.

H+

3.3.3  Expressionsanalyse von sm-MHC, OTR und VPR in den peripheren

Muskelzellen peritonealer Endometrioseléasionen

Die Expression des Muskelzellfunktionalitatsmarkers sm-MHC sowie der uterinen
Markermolekile OTR und VPR wurde auch in der peripheren Muskulatur peritonealer
EM-Lasionen untersucht. Von den peripheren smActin-positiven Muskelzellen waren

in diesem Areal 88% der glatten Muskelzellen sm-MHC-positiv, 83% der
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Muskelzellen exprimierten OTR und in 62% der Muskelzellen konnte VPR
nachgewiesen werden. Abbildung 3.20 A-D zeigt exemplarisch Serienschnitte aus
der peripheren Muskulatur einer peritonealen EM-L&sion in immunhistochemischer
Farbung mit Antikdrpern gegen smActin (Abbildung 3.20 A), sm-MHC (Abbildung
3.20 B), OTR (Abbildung 3.20 C) und VPR (Abbildung 3.20 D).

o | f
# o W

- N K O T ‘ N B A A e R e L
Abbildung  3.20: Immunhistochemische Untersuchungen der Funktionalitat von
peripheren glatten Muske Izellen in peritonealen Endometrioselasionen. Expre  ssion von
smActin (A), sm- MHC (B), OTR (C) und VPR (D) in peripheren glatten = Muskelzellen

peritonealer Endometrioseldsionen (alle Bilder in 4  00x Vergrof3erung); Pfeile: glatte
Muskulatur.

Die peripheren EM-assoziierten glatten Muskelzellen zeigten eine starke Expression
des Muskelzellfunktionalitditsmarkers sm-MHC und eine mittelstarke Intensitat der
Expression der uterinen Markermolekile OTR und VPR.

Die Daten wurden mittels des Kruskal-Wallis Tests statistisch analysiert (Abbildung
3.21). Vergleicht man den Anteil sm-MHC-exprimierender Muskelzellen mit den
smActin-positiven Zellen, so ist der Unterschied des prozentualen Muskelgehaltes in
diesem Areal statistisch signifikant (p < 0,01). Zwischen den smActin-positiven

peripheren Muskelzellen und dem Anteil davon OTR- bzw. VPR-exprimierenden
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Muskelzellen ergab sich in der statistischen Analyse ebenfalls eine hohe statistische
Signifikanz (p < 0,001).
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Abbildung 3.21: Expression von sm-MHC, OTR und VPR in smActin-positiver peripherer
Muskulatur peritonealer Endometrioselésionen. Darst ellung der Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes des prozentualen Gehaltes funktion  eller glatter Muskulatur in den peripheren
Muskelzellen in peritonealen Endometrioselésionen. smActin = Smooth Muscle Actin , sm-MHC
= Smooth Muscle Myosin Heavy Chains , OTR = Oxytocinrezeptor, VPR = Vasopressinrezeptor
n=60; ** p <0,01 *** p <0,001.

Vergleicht man in diesem Areal den Anteil sm-MHC-positiver Muskelzellen mit den
OTR-exprimierenden glatten Muskelzellen, so lasst sich auch hier feststellen, dass
dieser Unterschied nicht signifikant ist (p > 0,05; Abbildung 3.21). Auch der Vergleich
zwischen den OTR-exprimierenden Muskelzellen und den VPR-exprimierenden
glatten Muskelzellen in der Peripherie EM-assoziierter glatter Muskelzellen erwies
sich in der statistischen Analyse als nicht signifikant (p > 0,05; Abbildung 3.21). Der
Vergleich sm-MHC-positiver Muskelzellen mit den VPR-exprimierenden glatten
Muskelzellen erwies sich jedoch als statistisch signifikant (p < 0,01; Abbildung 3.21).

3.3.4  Funktionalitat Endometriose-assoziierter glat ter Muskulatur

peritonealer Endometrioseléasionen

In der EM-assoziierten glatten Muskulatur peritonealer EM-L&asionen zeigten sich in
den verschiedenen Arealen signifikante Unterschiede in der Expression des
Muskelzellfunktionalitatsmarkers sm-MHC sowie der uterinen Markermolekille OTR

und VPR. Demzufolge sollten die Daten hinsichtlich der Fragestellung analysiert
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werden, ob die Zunahme der Expression der Marker in den drei Arealen EM-
assoziierter Muskulatur statistisch signifikant ist, um hier von einer eventuellen
funktionalen Entwicklung ausgehen zu kénnen. In Abbildung 3.22 ist der prozentuale
Anteil sm-MHC-, OTR- und VPR-exprimierender Muskelzellen in den drei
Muskelarealen dargestellt. Zur statistischen Analyse der Daten wurde eine Two-way
Anova mit anschlielenden Bonferroni Post Hoc Test durchgefiihrt. Dabei ergaben
sich folgende Ergebnisse:

Hinsichtlich der Expression des Muskelzellfunktionalitdtsmarkers sm-MHC zeigte sich
eine signifikante Zunahme innerhalb der drei verschiedenen Muskelareale in der EM-
assoziierten glatten Muskulatur (p < 0.001; Abbildung 3.22). Der Vergleich der
Expression von OTR zwischen der intrastromalen und der Stroma-assoziierten
Region erwies sich als statistisch nicht signifikant (p > 0.05). Es konnte jedoch eine
signifikante Zunahme der OTR-Expression zwischen dem Stroma-assoziierten und
dem peripheren Muskelareal gezeigt werden (p < 0.001; Abbildung 3.22). Die
Expression von VPR nahm ebenfalls zwischen den drei verschiedenen Regionen
EM-assoziierter Muskulatur signifikant zu (p < 0.001; Abbildung 3.22).

* k%

1004
* k% e D ISM
B3 SAM

75+
*k* - PM

Glatte Muskelzellen (%)
N [$,]
¢ 9

o

Abbildung 3.22: Expression von sm-MHC, OTR und VPR  in den drei verschiedenen Arealen EM-

assoziierter glatter Muskulatur. Darstellung der Mi  ttelwerte * Standardfehler des Mittelwertes
der prozentualen Expression des Muskelzellfunktiona litatsmarkers sm-MHC und der uterinen

Markermolekile OTR und VPR in den verschiedenen Are alen der Endometriose-assoziierten

Muskulatur. sm-MHC = Smooth Muscle Myosin Heavy Chains , OTR = Oxytocinrezeptor, VPR =
Vasopressinrezeptor; n = 60; *** p < 0,0001.
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3.4 Muskelgehalt in peritonealen Endometrioselasion en in Korrelation
zum rASRM-Stadium der Erkrankung

Die Angabe des rASRM-Stadiums der EM lag bei allen Patientinnen vor. Der
prozentuale Gehalt EM-assoziierter Muskulatur im gesamten Gewebeschnitt betrug
im rASRM-Stadium | durchschnittlich 41%, im Stadium Il waren es 37% und im
Stadium 1l kamen durchschnittlich 29% glatte Muskelzellen in den Gewebeproben
vor. Im Stadium IV enthielten die Gewebeproben mit 52% die hdochste Anzahl an

glatten Muskelzellen.

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde der Kruskal-Wallis Test durchgefuhrt,
in dem sich kein statistischer Zusammenhang zwischen dem rASRM-Stadium und
dem Muskelgehalt in den Gewebeproben zeigen lies (p > 0,05; Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23: Muskelgehalt in peritonealen Endome  trioselasionen in Abhéngigkeit vom
rASRM-Stadium der Erkrankung. Darstellung der Mitte  Iwerte + Standardfehler des Mittelwertes
des prozentualen Gehaltes Endometriose-assoziierter Muskulatur (EAM) in peritonealen
Endometrioselasionen in Abhangigkeit der rASRM-Stad ien.:n=23,1:n=19,llkn=13,IV:n =
5.

Auch in den unterschiedlichen Arealen der EM-assoziierten glatten Muskulatur wurde
der Muskelzellgehalt in Abhangigkeit vom rASRM-Stadium statistisch untersucht. In
Tabelle 3.2 ist der prozentuale Muskelgehalt in den verschiedenen Arealen der EM-
assoziierten Muskelzellen als MW £ SF in Zusammenhang mit dem rASRM-Stadium
dargestellt. Auch hier zeigte sich in der statistischen Analyse der Daten kein

signifikanter Unterschied (Kruskal-Wallis Test: p > 0,05).

54



Ergebnisse

Tabelle 3.2: Muskelgehalt in den verschiedenen Area len Endometriose-assoziierter Muskulatur
in Abhangigkeit vom rASRM-Stadium; Mittelwerte (%) + Standardfehler; p > 0,05.

rASRM | I Il IV
ISM 26+0,66(N=23) 26+0,84(N=19) 23+1,18(n=13) 24+1,34(n=5)
SAM 69+2,31(N=23) 68+219(N=19) 59+334(n=13) 50+2,68(n=5)
PM 34+232(N=23) 26+208(n=19) 25+198(n=13) 48+248(n=5)

3.5 Muskelgehalt in peritonealen Endometrioselasion  en in Korrelation

zum hormonellen Zyklus der Patientinnen

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der hormonellen Zyklusphase und
dem prozentualen Muskelgehalt in peritonealen EM-Lasionen zu untersuchen,
wurden die Daten auch hinsichtlich dieser Fragestellung statistisch analysiert. Bei
zwei Patientinnen lag keine Angabe Uber die Zyklusphase vor, so dass ihre Daten
nicht mit in die Analyse einbezogen wurden. Ebenso wurden die Daten der vier
Patientinnen in der Zyklusphase der Menses und die Daten der Patientinnen mit
dysfunktionellen Blutungen aus der statistischen Betrachtung ausgeschlossen. In der
statistischen Analyse der Daten zeigte sich kein signifikanter Unterschied im
prozentualen Muskelgehalt zwischen der Proliferationsphase (n = 16) und der
Sekretionsphase (n = 16) in den verschiedenen Arealen der EM-assoziierten
Muskulatur (p > 0.05). Die dazugehorigen Daten sind in Tabelle 3.3 als MW + SF
aufgefuhrt.

Tabelle 3.3: Muskelgehalt in den verschiedenen Area  len Endometriose-assoziierter Muskulatur
in Abhangigkeit von der hormonellen Zyklusphase; Mi ttelwerte (%) + Standardfehler; p > 0,05.

ISM SAM PM
Proliferationsphase 24 +0,81 (n = 16) 74 + 2,37 (n = 16) 34+2,12 (n=16)
Sekretionsphase 26 £ 0,99 (n = 16) 62 £ 3,13 (n = 16) 30 £ 2,65 (n = 16)
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3.6 Muskelgehalt in peritonealen Endometrioselasion  en in Korrelation

zur hormonellen Therapie

Bei der Untersuchung einer Korrelation zwischen dem Muskelgehalt in peritonealen
EM-Lasionen und der Einnahme von Hormonen zeigte sich keine statistische
Signifikanz (p > 0,05; Abbildung 3.24). Bei EM-Patientinnen, die unter einer
Hormontherapie standen (n = 22), befand sich durchschnittlich 35% EM-assoziierte
glatte Muskulatur in der gesamten Gewebeprobe. Bei Patientinnen ohne

Hormoneinnahme (n = 38) waren es durchschnittlich 39%.
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Abbildung 3.24: Muskelgehalt in peritonealen Endome  trioselasionen in Abhangigkeit einer
Hormoneinnahme. Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des
prozentualen Gehaltes Endometriose-assoziierter Mus  kulatur in peritonealen
Endometrioselasionen in Abhéngigkeit von einer Horm oneinnahme. Hormoneinnahme: n = 22,
keine Hormone: n = 38.

Auch die statistische Analyse einer Korrelation zwischen dem Muskelgehalt in den
verschiedenen Arealen der EM-assoziierten Muskulatur und einer Hormoneinnahme
zeigte im Mann-Whitney Test keine Signifikanz (p > 0,05; Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Muskelgehalt in den verschiedenen Area  len Endometriose-assoziierter Muskulatur
in Abhangigkeit von einer Hormoneinnahme; Mittelwer te (%) + Standardfehler.

ISM SAM PM
Hormoneinnahme 25+0,94 (n = 22) 62 £2,17 (n = 22) 28 £ 2,06 (n = 22)
Keine Hormoneinnahme 26 + 0,86 (n = 38) 66 + 2,85 (n = 38) 32+2,39 (n=38)
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3.7 Kaorrelation zwischen dem Muskelgehalt in perito  nealen

Endometrioseldsionen und dem Aktivitatsgrad des End ometrioseherdes

Die Angabe des Aktivitatsgrades der EM-Lasion konnte bei 41 Patientinnen aus dem
Operationsbericht entnommen werden. Die Daten der 19 Frauen mit nicht
klassifizierten EM-Proben wurden nicht mit in die statistische Analyse einbezogen. 38
EM-Lasionen waren schwarz oder weil3lich vernarbt und somit inaktiv. Drei EM-
Herde konnten aufgrund ihres morphologisch roten Erscheinungsbildes als aktiv
eingestuft werden. Die statistische Analyse der Daten im Mann-Whitney Test zeigte,
dass es keinen signifikanten Unterschied im Muskelzellgehalt zwischen aktiven und
inaktiven peritonealen EM-Lasionen gibt (p > 0,05; Abbildung 3.25).
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Abbildung 3.25: Muskelgehalt in peritonealen Endome  trioselasionen in Abhéngigkeit vom

Aktivitatsgrad des Endometrioseherdes. Darstellung der Mittelwerte £ Standardfehler des
Mittelwertes des prozentualen Gehaltes Endometriose  -assoziierter Muskulatur in peritonealen
Endometrioselasionen in Abhéngigkeit vom Aktivitats grad des Endometrioseherdes. Inaktive

EM: n = 38, aktive EM: n = 3.

Auch der Muskelgehalt in den drei verschiedenen Arealen der EM-assoziierten
Muskulatur zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen aktiven und inaktiven
EM-Lasionen (p > 0,05). Die dazugehérigen Daten sind in Tabelle 3.5 als MW = SF
angegeben.
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Tabelle 3.5: Muskelgehalt in den verschiedenen Area  len Endometriose-assoziierter Muskulatur

in Abhangigkeit vom Aktivitdtsgrad der Endometriose l&sion; Mittelwerte (%) + Standardfehler.
ISM SAM PM

Aktive EM 20£1,00 (n=3) 73+£1,53(n=3) 17+1,15(n=3)

Inaktive EM 25+ 0,92 (n = 38) 67 £2,70 (n = 38) 36 £2,33 (n=38)

3.8 Kaorrelation zwischen dem  Muskelgehalt in perito  nealen

Endometrioselasionen und dem Krankheitsverlauf der EM

Um eine mdgliche Korrelation zwischen dem Muskelzellgehalt in peritonealen EM-
Lasionen und dem Krankheitsverlauf der EM festzustellen, wurde der prozentuale
Muskelzellgehalt in Abhangigkeit von einer Erstdiagnose der Erkrankung oder
eingetretenen Rezidiven untersucht. Bei drei Patientinnen lag keine Angabe Uber den
Krankheitsverlauf vor, weshalb deren Daten nicht mit in die statistische Analyse
einbezogen wurden. Die EM-L&sionen von Patientinnen mit Erstdiagnose (n = 22)
enthielten durchschnittich 47% glatte Muskelzellen in der Peripherie des
Gewebeschnittes, wahrend sich in den Gewebeproben von Patientinnen mit Rezidiv
(n = 35) durchschnittlich nur 34% Muskulatur in diesem Areal befand. Die statistische
Auswertung zeigte im Mann-Whitney Test, dass Patientinnen, bei denen die
Gewebeproben aus einer diagnostischen Laparoskopie bzw. Laparotomie mit
Erstdiagnose der EM stammten, signifikant mehr Muskulatur im Bereich der
Peripherie enthielten, als EM-L&asionen von Patientinnen mit einer oder mehreren
Voroperationen (p < 0,05). Die dazugehdrigen Daten sind in Abbildung 3.26

dargestellt.

Die statistische Analyse des Muskelzellgehaltes im intrastromalen Gewebeareal und
im Stroma-assoziierten Areal der EM-assoziierten Muskulatur zeigte in Hinblick auf
den Krankheitsverlauf der EM keinen statistisch signifikanten Unterschied im Mann-
Whitney Test (p > 0.05). In Tabelle 3.6 sind die dazugehoérigen Daten als MW + SF

angegeben.
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Abbildung 3.26: Prozentualer Anteil Endometriose-as  soziierter glatter Muskelzellen in der
Peripherie bei Patientinnen mit Rezidiv und Erstdia  gnose der Endometriose. Darstellung der
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen G  ehaltes Endometriose-
assoziierter Muskulatur in der Peripherie von perit onealen Endometrioseldsionen in
Abhéngigkeit vom Krankheitsverlauf der Endometriose . Rezidiv: n = 35, Erstdiagnose: n = 22;
Mann-Whitney Test * p < 0,05.

Tabelle 3.6: Muskelgehalt in den verschiedenen Area  len Endometriose-assoziierter Muskulatur
in Abhangigkeit vom Krankheitsverlauf der Endometri ose; Mittelwerte (%) + Standardfehler.

ISM SAM PM
Rezidiv 25+ 0,95 (n = 35) 65 £ 2,58 (n = 35) 34 +1,96 (n = 35)
Erstdiagnose 25+ 0,86 (n =22) 67 + 2,66 (n = 22) 47 £ 2,64 (n = 22)*

*p < 0,05 (siehe Abb. 3.26)

3.9 Korrelation zwischen dem  Muskelgehalt in perito  nealen
Endometrioselasionen und chronisch rezidivierenden

Unterbauchschmerzen

Die Angabe Uber das Vorliegen von Unterbauchschmerzen lag bei 52 der 60 EM-
Patientinnen vor. 5 Patientinnen beklagten gemafR Akteneinsicht keine
Unterbauchschmerzen. Bei drei Patientinnen lag keine Angabe Uber das
Vorhandensein von Unterbauchschmerzen vor, weshalb deren Daten nicht mit in den

Test einbezogen wurden. Die statistische Analyse einer Korrelation zwischen dem
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Muskelgehalt in peritonealen EM-L&sionen und dem Auftreten von chronisch
rezidivierenden Unterbauchschmerzen zeigte im Mann-Whitney Test keinen
signifikanten Unterschied (p > 0,05). Abbildung 3.27 stellt die dazugehdrigen Daten
graphisch dar.
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Abbildung 3.27: Muskelgehalt in peritonealen Endome  trioselasionen in Abhé&ngigkeit vom
Auftreten chronisch rezidivierender Unterbauchschme rzen bei Endometriose-Patientinnen.
Darstellung der Mittelwerte £ Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen G  ehaltes
Endometriose-assoziierter Muskulatur in peritoneale n Endometrioselasionen in Abhangigkeit
vom  Auftreten chronisch rezidivierender  Unterbauchs chmerzen. UB-Schmerz =
Unterbauchschmerz (n = 52), kein UB-Schmerz = kein  Unterbauchschmerz (n = 5).

Auch die statistische Analyse der Daten in den verschiedenen Arealen der EM-
assoziierten Muskulatur ergab keine statistische Signifikanz im Mann-Whitney Test
hinsichtlich einer Korrelation zwischen dem Vorkommen glatter Muskelzellen und
dem Auftreten chronisch rezidivierender Unterbauchschmerzen (p > 0.05). Die

dazugehdrigen Daten sind in Tabelle 3.7 als MW + SF wiedergegeben.

Tabelle 3.7: Muskelgehalt in den verschiedenen Area  len Endometriose-assoziierter Muskulatur
in Abhangigkeit vom Auftreten chronisch rezidiviere nder Unterbauchschmerzen; Mittelwerte
(%) = Standardfehler.

ISM SAM PM
UB-Schmerz 25+ 0,94 (n = 52) 65 £ 2,67 (n = 52) 31+2,40 (n=52)
Kein UB-Schmerz 26 + 0,55 (n =5) 60 + 3,08 (n = 5) 24 +1,34 (n=5)
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3.10 Korrelation zwischen dem  Muskelgehalt in perit onealen

Endometrioseldsionen und Dysmenorrhoe

Eine Dysmenorrhoe lag bei 53 der 60 EM-Patientinnen vor. Bei 6 Patientinnen
konnte aus den Unterlagen entnommen werden, dass sie an keiner Dysmenorrhoe
litten. Bei einer Patientin fehlte die Angabe Uber das Vorliegen einer Dysmenorrhoe,
weshalb ihre Daten nicht mit in den Test einbezogen wurden. Die Analyse zeigte
keinen statistisch signifikanten Unterschied im Muskelgehalt der EM-L&sion zwischen
Patientinnen mit und ohne Dysmenorrhoe, weder bezogen auf den Muskelzellgehalt
in der gesamten Gewebeprobe (Mann-Whitney Test: p > 0,05; Abbildung 3.28) noch
hinsichtlich des Muskelzellgehaltes in den verschiedenen Arealen der EM-
assoziierten Muskulatur (Mann-Whitney Test: p > 0,05; Tabelle 3.8).
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Abbildung 3.28: Muskelgehalt in peritonealen Endome  trioselésionen in Abh&angigkeit von dem
Auftreten einer Dysmenorrhoe bei Endometriose-Patie  ntinnen. Darstellung der Mittelwerte %
Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen Ge  haltes Endometriose-assoziierter
Muskulatur in peritonealen Endometrioselasionen in Abhéngigkeit von dem Auftreten einer
Dysmenorrhoe. Dysmenorrhoe: n = 53, keine Dysmenorr ~ hoe: n = 6.

Tabelle 3.8: Muskelgehalt in den verschiedenen Area len Endometriose-assoziierter Muskulatur
in Abhangigkeit von dem Auftreten einer Dysmenorrho e; Mittelwerte (%) + Standardfehler.

ISM SAM PM
Dysmenorrhoe 25+ 0,93 (n =53) 66 + 2,69 (n = 53) 32+2,37 (n=53)
Keine Dysmenorrhoe 28+0,41(n=6) 48+ 1,72 (n =6) 18+ 1,33 (n=6)
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4 Diskussion

Die EM ist eine haufige Erkrankung von Frauen im reproduktionsfahigen Alter, die mit
einer ausgepragten, vielseitigen Beschwerdesymptomatik einhergehen kann. Zwei
Leitsymptome bei EM-Patientinnen sind EM-assoziierte Unterbauchschmerzen und
Dysmenorrhoe, wobei das Beschwerdebild interessanterweise nicht mit dem
Schweregrad der EM korreliert [20]. Einen neuen Forschungsaspekt stellen in
diesem Zusammenhang die EM-assoziierten glatten Muskelzellen dar. Bedingt durch
ihre schlechte Visualisierbarkeit in der klassischen Hamatoxylin-Eosin-Farbung
konnten die EM-assoziierten glatten Muskelzellen lange Zeit nicht gut vom
angrenzenden fibroadipdsen Bindegewebe im Peritoneum unterschieden werden.
Somit wurden sie auch nicht als Komponente der EM-L&asionen betrachtet. Das
Verfahren der Immunhistochemie ermdéglicht es heute, die EM-assoziierten glatten
Muskelzellen in allen Formen der EM darzustellen. So konnten glatte Muskelzellen
bereits in peritonealen [3,24,25], ovariellen [25,52] und in tief infiltrierenden EM-
Lasionen [54] identifiziert werden. Auch in Adenomyosis uteri [56] und sogar in
extragenitalen Bauchdeckenendometriosen [53,55] wurden derartige EM-assoziierte
glatte Muskelzellen nachgewiesen. Neuere Studien zeigten zudem, dass glatte
Muskelzellen einen erheblichen Anteil der EM-L&asionen ausmachen kénnen und mit

der Expression von OTR sogar Charakteristika der Uterusmuskulatur aufweisen [25].

Viele Forschungsgruppen beschéftigen sich seither mit dem Vorkommen und der
Genese EM-assoziierter glatter Muskelzellen [3,24,25,52-56] und entfachten eine
Diskussion Uber den Ursprung und die Bedeutung dieser Muskelzellen. Dennoch
sind sowohl die Genese als auch die Frage nach einer moglichen Funktionalitat der
EM-assoziierten Muskelzellen bislang nicht geklart.

Die vorliegende Studie liefert erste Hinweise fir einen mdglichen metaplastischen
Ursprung der EM-assoziierten glatten Muskelzellen in peritonealen EM-Lasionen.
Wesentliche Anhaltspunkte hierbei sind das Vorliegen unterschiedlicher
Muskelzelldifferenzierungsgrade in EM-assoziierten Muskelzellen und die Expression
von Muskelzellfunktionalitditsmarkern und uterinen Markermolekuilen, insbesondere in

ausdifferenzierten, peripher lokalisierten glatten Muskelzellen.
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4.1 Vorkommen, Lokalisation und Gehalt glatter Musk elzellen in

peritonealen Endometrioselasionen

Im ersten Schritt dieser Studie wurden das Vorkommen und die Lokalisation EM-
assoziierter glatter Muskelzellen sowie der Muskelgehalt in peritonealen EM-
Lasionen untersucht und mit dem Vorkommen glatter Muskelzellen in EM-freien
Peritonealproben verglichen. Dabei konnte ein Vorkommen von EM-assoziierten
glatten Muskelzellen in allen untersuchten peritonealen EM-L&sionen (100%)
nachgewiesen werden. In den EM-freien Peritonealproben hingegen fand sich in nur
drei Gewebeschnitten (30%) glatte Muskulatur. Es kamen somit signifikant mehr
Muskel-positive Gewebeproben in der Endometriosegruppe vor, als in der EM-freien

Kontrollgruppe.

Bei der mikroskopischen Betrachtung der EM—assoziierten glatten Muskelzellen fiel
auf, dass sich drei verschiedene Areale abgrenzen lassen: die intrastromalen
Muskelzellen, die Stroma-assoziierten glatten Muskelzellen sowie die glatte
Muskulatur in der Peripherie der EM-Lasionen. Die Stroma-assoziierten glatten
Muskelzellen zeigten eine zirkulare Anordnung um die peritonealen EM-Lasionen,
die sehr stark an die Beschreibungen von De Snoo [107] sowie Leyendecker und
Kollegen [24] erinnerte. Auch diese Kollegen beobachteten bereits die
bemerkenswerte zirkulare Anordnung der glatten Muskelzellen und verglichen deren
Ahnlichkeit mit den morphologischen Eigenschaften eines primordialen Uterus.
Interessanterweise konnten in dem zirkular angeordneten Stroma-assoziierten Areal
mit durchschnittlich 65% die meisten glatten Muskelzellen in den peritonealen EM-
Lasionen gefunden werden, wéahrend sich intrastromal (25%) und in der Peripherie
(31%) der Gewebeschnitte deutlich weniger Muskulatur nachweisen liel3. Weiterhin
fiel auf, dass sich intrastromal lokalisierte glatte Muskelzellen diffus zwischen den
Stromazellen befanden und keinerlei morphologische Anordnung zeigten, wahrend
peripher lokalisierte Muskelzellen oftmals bereits zu kleinen Muskelbtindeln

organisiert waren.

Vergleicht man den Gehalt glatter Muskelzellen in peritonealen EM-Lasionen mit dem
Muskelgehalt in EM-freien Peritonealproben, so lasst sich auch hier ein signifikanter
Unterschied feststellen. In den peritonealen EM-Lasionen konnten mit
durchschnittlich 38% signifikant mehr glatte Muskelzellen identifiziert werden, als in
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den gesunden Peritonealproben, die im Durchschnitt nur 6% glatte Muskelzellen
enthielten. EM-assoziierte glatte Muskelzellen kamen in den peritonealen EM-
Lasionen in groRer Zahl vor, unabhangig von der anatomischen Lokalisation der
peritonealen Gewebeproben und dem Aktivitatsgrad der EM-Lasionen. Auch das
rASRM-Stadium der Erkrankung hatte keinen Einfluss auf den Muskelzellgehalt in
den Gewebeproben. Obwohl EM-Lasionen im rASRM-Stadium IV tendenziell die
meisten glatten Muskelzellen enthielten, konnte diesbeziiglich keine statistische
Signifikanz festgestellt werden. Ebenso hatten die hormonelle Zyklusphase und die
Einnahme von Hormonen keinen Einfluss auf den Gehalt an glatten Muskelzellen in
den EM-Lasionen. Zudem war es nicht mdglich eine Korrelation zwischen dem
Auftreten chronisch rezidivierender Unterbauchschmerzen oder einer Dysmenorrhoe
und dem Muskelgehalt in peritonealen EM-Lasionen aufzuzeigen. Lediglich der
Krankheitsverlauf scheint mit dem Gehalt glatter Muskelzellen in peritonealen EM-
Lasionen zu korrelieren. So war der Muskelzellgehalt im Falle einer Erstdiagnose der
EM in der Peripherie der Gewebeschnitte signifikant héher, als im Falle eines
Rezidivs der Erkrankung. Mdglicherweise ist dies ein Hinweis darauf, dass die EM-
assoziierten glatten Muskelzellen im Prozess der Pathogenese peritonealer EM-
Lasionen erst spater auftreten und ausdifferenziert werden. Wenn man davon
ausgeht, dass die Diagnosestellung der EM bei den meisten Patientinnen im Mittel
erst nach 7 Jahren erfolgt [26], konnte hier ein langer Differenzierungsprozess
stattgefunden haben, der zu einem signifikant hoheren Anteil ausdifferenzierter EM-
assoziierter Muskelzellen gefiihrt hat. Dies legt die Hypothese nahe, dass der Anteil
EM-assoziierter glatter Muskelzellen in EM-Lasionen mdglicherweise mit dem Alter

des EM-Herdes korrelieren koénnte.

Die Daten der vorliegenden Studie zu Vorkommen und Gehalt glatter Muskelzellen in
peritonealen EM-L&sionen belegen deutlich ein EM-assoziiertes Auftreten glatter
Muskelzellen im Peritoneum von Frauen mit EM. Das Peritoneum von EM-
Patientinnen enthalt signifikant haufiger und signifikant mehr glatte Muskelzellen, als
dasjenige EM-freier Frauen.

Anaf und Kollegen fuhrten eine der ersten Studien mit einem monoklonalen
Antikorper gegen smActin an pelvinen EM-Lasionen durch. In Ubereinstimmung mit

den Daten der vorliegenden Studie konnten auch sie zeigen, dass in allen von ihnen
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untersuchten EM-L&asionen smActin-positive Zellen vorkamen und EM-Herde
signifikant mehr glatte Muskelzellen aufwiesen, als vergleichbares gesundes
Kontrollgewebe. Sie stellten zudem fest, dass EM-Lasionen unabhangig von ihrer

Lokalisation beachtliche Mengen an glatten Muskelzellen enthielten [3].

Ein EM-unabhéngiges gehauftes Vorkommen glatter Muskelzellen im weiblichen
Peritoneum, wie in einer Studie von Fredericks und Kollegen zum Vorkommen glatter
Muskelzellen im weiblichen Beckenperitoneum beschrieben, konnte in der
vorliegenden Studie nicht festgestellt werden [125]. Allerdings wurden in der Studie
von Fredericks und Kollegen 70 Gewebeproben von 31 Frauen untersucht, die
wegen des klinischen Verdachts auf EM operiert wurden. Das entnommene Gewebe
enthielt neben EM-L&sionen auch andere Arten von ,Millerianosis“, chronische
Entzindungen sowie makroskopisch unauffalliges Gewebe. Sie konnten in 52
Biopsien glatte Muskelzellen im subcoelomen Mesenchym finden. Fredericks und
Kollegen interpretierten dieses Ergebnis als ein haufiges Vorkommen glatter
Muskelzellen im weiblichen Becken, so dass diese als normale Komponente der
Mikroanatomie des Gewebes der untersuchten Frauen angesehen wurden [125].
Dabei unterschieden sie jedoch nicht zwischen Frauen mit und ohne EM und fuhrten
diesbeziglich auch keine vergleichende Quantifizierung des Vorkommens glatter

Muskelzellen in den Gewebeproben durch.

Die aktuellen Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen deutlich, dass glatte
Muskelzellen im gesunden Peritoneum signifikant seltener und in geringerer Anzahl
auftreten, als in Assoziation mit einer EM und weisen somit auf ein EM-assoziiertes
Vorkommen glatter Muskelzellen in peritonealen EM-Lasionen hin. Zudem liefert die
vorliegende Studie weitere interessante Hinweise auf die Genese und die Bedeutung
der EM-assoziierten glatten Muskelzellen.

4.2 Muskelzelldifferenzierungs- und Muskelzellfunkt  ionalitatsmarker in

glatten Muskelzellen peritonealer Endometrioselésio nen

Mittels der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und Caldesmon wurde der
Differenzierungsgrad der glatten Muskelzellen in peritonealen EM-Lasionen
untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass glatte Muskelzellen in unmittelbarer

Umgebung von EM-L&sionen (ISM/SAM) die Muskelzelldifferenzierungsmarker
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deutlich weniger und geringer exprimieren, als glatte Muskulatur in der Peripherie der
Gewebeschnitte (PM). Dies lasst vermuten, dass es sich bei den intrastromalen und
den Stroma-assoziierten Muskelzellen eher um unreife, noch weniger
ausdifferenzierte Muskelzellen handelte, wahrend die peripher gelegenen, oftmals
schon zu Muskelbindeln organisierten Muskelzellen, eine vollstandige
Differenzierung aufwiesen. Diese Ergebnisse stellen einen ersten Hinweis auf einen
Muskelzelldifferenzierungsprozess in der EM-assoziierten glatten Muskulatur dar.
Interessanterweise konnten in den glatten Muskelzellen EM-freier Peritonealproben
derartige Hinweise auf einen Muskelzelldifferenzierungsprozess nicht beobachtet
werden. Hier exprimierten die smActin-positiven Muskelzellen auch in @hnlich hohem
Anteil die Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und Caldesmon, so dass sich
mikroskopisch kein Expressionsunterschied feststellen lie3. Demzufolge scheint es
sich hierbei allein um ausdifferenzierte glatte Muskelzellen zu handeln.

Der Nachweis ausdifferenzierter glatter Muskelzellen in der Peripherie peritonealer
EM-Lasionen legte im néchsten Schritt dieser Arbeit die Fragestellung nahe, ob diese
Muskelzellen auch funktionell aktiv sein kdnnten. Aus diesem Grund wurden zur
weiteren Charakterisierung der EM-assoziierten glatten Muskelzellen
immunhistochemische Farbungen mit Antikodrpern gegen den
Muskelzellfunktionalitdtsmarker sm-MHC sowie die uterinen Markermolekile OTR
und VPR angefertigt. Auch hier zeigten sich interessante Expressionsunterschiede
innerhalb der verschiedenen Areale der EM-assoziierten glatten Muskulatur in
peritonealen EM-Lasionen. So konnte beobachtet werden, dass die uterinen
Markermolekile OTR und VPR sowie sm-MHC signifikant haufiger in den reifen,
ausdifferenzierten glatten Muskelzellen in der Peripherie der EM-L&asionen exprimiert
wurden, als in den unreifen Muskelzellen in unmittelbarer Umgebung des EM-

Herdes.

Diese Beobachtungen sind Hinweise auf einen Muskelzelldifferenzierungsprozess in
EM-assoziierten glatten Muskelzellen mit dem Vorliegen unterschiedlicher
Differenzierungsgrade der glatten Muskelzellen und der Expression uteriner
Markermolekile v.a. in ausdifferenzierten glatten Muskelzellen. In unmittelbarer
Umgebung der peritonealen EM-Lasion fanden sich unreife Muskelzellen, wahrend

weiter peripher ausdifferenzierte glatte Muskelzellen lokalisiert waren. Mit
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zunehmendem Differenzierungsgrad exprimierten die EM-assoziierten glatten
Muskelzellen uterine  Markermolekile wie OTR und VPR und den

Muskelzellfunktionalitdtsmarker sm-MHC.

Es ist nun die Frage zu klaren, wo dieser Muskelzelldifferenzierungsprozess seinen

Ursprung nimmt.

4.3 Genese der Endometriose-assoziierten glatten Mu  skelzellen in

peritonealen Endometrioseldasionen

Das EM-assoziierte Vorkommen glatter Muskelzellen in peritonealen EM-Lasionen
lasst die Frage nach deren Genese aufkommen. Diesbeziglich kdnnen verschiedene
Hypothesen diskutiert werden: Sind die EM-assoziierten glatten Muskelzellen durch
metaplastische Prozesse aus den endometrialen Stromazellen entsprungen, durch
eine Reaktivierung aus persistierenden Zoélomepithelzellen hervorgegangen oder
entstanden sie in einer metaplastischen Reaktion des umliegenden Gewebes aus

peritonealen Fibroblasten?

Gemeinsam ist allen drei Hypothesen eine Differenzierung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten, die Uber eine Expression von smActin zu einer Differenzierung zu
glatten Muskelzellen fiahrt [57]. Bislang ist es vollig ungeklart, wo dieser
Muskelzelldifferenzierungsprozess seinen Ursprung nimmt. Ebenso ist unbekannt,

welcher Mechanismus den Prozess induziert.

Die Beobachtungen der vorliegenden Studie geben histomorphologisch den Hinweis,
dass die glatten Muskelzellen in peritonealen EM-Lasionen durch metaplastische
Vorgange aus endometrialen Stromazellen hervorgehen konnten. Die enge
morphologische Lokalisation unreifer, undifferenzierter glatter Muskelzellen zwischen
den Stromazellen und direkt zirkular an das Stroma angrenzend, liefert einen ersten
Hinweis darauf, dass madglicherweise eine metaplastische Umwandlung von
Stromazellen zu glatten Muskelzellen in peritonealen EM-L&sionen erfolgt. Es scheint
ein  Muskelzelldifferenzierungsprozess stattzufinden, der rein morphologisch
betrachtet von endometrialen Stromazellen ausgehen kdnnte. Auch die Expression
von OTR und VPR, Markern flur uterine glatte Muskelzellen [94,126], lasst die

Vermutung aufkommen, dass diese Muskelzellen durch eine Metaplasie aus uterinen
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Stromazellen entstanden sind. Diese interessante Hypothese wirft die Diskussion

auf, wo EM-assoziierte glatte Muskelzellen ihren Ursprung nehmen.

Es ist bereits lange bekannt, dass das Potential, glatte Muskelfasern metaplastisch
zu entwickeln, nicht nur in der Embryogenese, sondern auch im adulten Uterus ein
spezifisches Potential des basalen Stromas ist [63,64,66,127]. Es wurde
nachgewiesen, dass im subendometrialen Myometrium des fetalen Uterus
undifferenzierte Mesenchymzellen lokalisiert sind, aus denen eine Differenzierung in
Myofibroblasten und weiter zu glatten Muskelzellen stattfindet [67,68]. In weiteren
Untersuchungen wurden derartige Beobachtungen auch im adulten Uterus gemacht.
In der subendometrialen-myometrialen Ubergangszone des Uterus wurden
elektronenmikroskopisch Myofibroblasten identifiziert, die in der Sekretionsphase des
Menstruationszyklus mehr Charakteristika glatter Muskelzellen aufweisen, als in der
Proliferationsphase des Menstruationszyklus [74]. Dies ist ein Beweis daflr, dass
auch im adulten Uterus physiologischerweise Muskelzellmetaplasien auftreten und
unter dem Einfluss ovarieller Hormone in der Junktionalzone eine Metaplasie von

endometrialen Stromazellen zu Myozyten stattfindet [64,74].

Mit dieser Erkenntnis ist es durchaus denkbar, dass Zellen der Basalschicht des
Endometriums mit Stammzellcharakter durch pathologische Kontraktionen aus dem
Uterus herauskatapultiert werden. Diese Stammzellfragmente kénnten dann in der
Lage sein, losgelost aus ihrem Gewebsverband in der Basalis, sich am Peritoneum
festzusetzen und das embryonale paramesonephrische Organogeneseprogramm zu
reaktivieren [25,66,107]. So sehen Leyendecker und Kollegen die Archimetra als
adulte Reprasentanz des fetalen primordialen Uterus. Ihrer Ansicht nach stellt
letztlich jeder Endometrioseherd den Versuch dar, einen neuen primordialen Uterus
zu bilden [42]. Neuere Forschungsergebnisse zur Identifizierung von endometrialen
Stammzellmarkern in der Basalschicht humanen Endometriums und in
Endometriosegewebe unterstitzen diese Hypothese [128]. So konnten kurzlich
Stammzellmarker im endometrialen Stroma nachgewiesen werden, die eine
Stammzellbeteiligung an der Atiologie der EM und der Genese der EM-assoziierten
glatten Muskelzellen immer wahrscheinlicher machen. Auch das Vorkommen von

Stammzellen im Menstruationsblut unterstiitzt das Konzept einer Verschleppung von
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endometrialen Stammzellen durch retrograde Menstruation, welche die Manifestation

von stammzellbasierten EM-L&sionen erméglichen [129].

Des Weiteren wurde in einer Studie der Forschungsgruppe von Kim und Kollegen
gezeigt, dass Progesteron in vitro die Expression und Freisetzung von Transforming
growth factor-B1 (TGF-B1) in endometrialen Epithelzellen zu induzieren scheint und
zur Dezidualisierung von endometrialen Stromazellen mit der Expression von
smActin fuhrt [130]. So werden maoglicherweise auch im Stroma peritonealer EM-
Lasionen Muskelzellmetaplasien durch derartige Mechanismen beeinflusst. Die Rolle
von TGF-B1 konnte in diesem Zusammenhang einen weiteren vielversprechenden

Forschungsansatz in peritonealen EM-L&sionen darstellen.

Trotz dieser vielversprechenden Indizien zur Genese der EM-assoziierten glatten
Muskelzellen ist es bislang vdllig ungeklart, ob die glatten Muskelzellen in EM-
Lasionen aus endometrialen Stromazellen entstehen oder sich durch eine
Reaktivierung aus persistierenden Zélomepithelzellen entwickeln [131]. Es gibt einige

Argumente, die beide Hypothese unterstlitzen:

Bereits 1942 diskutierte De Snoo den Ursprung EM-assoziierter glatter Muskelzellen
als eine Reaktivierung von Residuen der paramesonephritischen Gange, so wie die
embryologische Entwicklung von Uterus und Tuben aus undifferenzierten bzw.
multipotenten Zellen. Diese embryonalen Zellen verweilen seiner Ansicht nach
zwischen den ausdifferenzierten Zellen, erhalten zu einem spateren Zeitpunkt einen
Anstol3 zu einer erneuten Entwicklung und beginnen dann sich zu differenzieren
[107]. Auch in primaren umbilicalen EM-Lasionen wurde das Vorkommen von
differenzierten und undifferenzierten EM-assoziierten glatten Muskelzellen
beobachtet [55]. Dabei fanden sich lasionsnah Uberwiegend unreife Muskelzellen,
wahrend die ausdifferenzierten Muskelzellen weiter peripher lokalisiert lagen. Der
Nachweis glatter Muskelzellen ist hierbei besonders eindrucksvoll, da die
Muskelzellen an dieser Stelle eindeutig ortsfremd sind und nur durch eine
Muskelzellmetaplasie entstanden sein koénnen, geméll der Hypothese der
Endometrioseentstehung durch metaplastische Vorgadnge aus persistierenden
Zolomepithelzellen [109]. So ist es inshesondere in diesem Fall naheliegend, dass
sich die Epithelzellen, Stromazellen und glatten Muskelzellen durch eine Metaplasie
aus persistierenden z6lomhaltigen Epithelzellen entwickelten. Diese
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Zolomepithelzellen treten physiologischerweise wahrend der Embryonalphase im
Nabel auf und bilden sich nach SchlieRung der physiologischen Omphalozele in der
12. Schwangerschaftswoche wieder zuriick. Residuen infolge eines persistierenden
Nabelbruches nach der Geburt stellen mdglicherweise einen ursachlichen Faktor fir
die Persistenz solcher multipotenten Zolomepithelzellen dar. Diese koénnten sich
dann bei Persistenz den Apoptosemechanismen entziehen, sich in der reproduktiven
Phase reaktivieren und durch Metaplasie zur Ausbildung von EM-Lasionen aus
diesen reaktivierten pluripotenten Zellen fuhren [55,109]. Der kirzlich gelungene
Nachweis von disloziertem primitivem endometrialem Gewebe in menschlichen
Foeten wahrend der Organogenese unterstitzt diese Hypothese der
Endometrioseentstehung [131]. So konnte in einer Studie von Signorile und Kollegen
in 4 von 36 Foeten ein Vorkommen von disloziertem primitivem endometrialem
Gewebe aulRerhalb der Gebarmutterhohle an typischen EM-Manifestationsorten

gezeigt werden.

Des Weiteren wurde das Vorkommen EM-assoziierter glatter Muskelzellen auch in
primaren und sekundaren Bauchdeckenendometriosen beschrieben [53]. Kazakov
und Kollegen untersuchten 71 Falle primarer Nabelendometriosen und sekundarer
Narbenendometriosen, die bedingt durch ein Verschleppen von endometrialen Zellen
wahrend einer Operation, z.B. im Rahmen einer Sectio caesarea, entstanden [53].
Sie konnten in 31% der Féalle eine Muskelzellmetaplasie nachweisen. Die glatten
Muskelzellen waren in Ubereinstimmung mit der aktuellen Studie auch in diesen
Fallen zwischen den Stromazellen lokalisiert, was morphologisch gesehen den
Ursprung dieser Muskelzellen in einer Muskelzellmetaplasie aus endometrialen
Stromazellen und nicht aus dem umliegenden Gewebe heraus, nahe legt [53,55].
Das nachgewiesene physiologische Auftreten von Muskelzellmetaplasien in der

Junktionalzone des Uterus unterstitzt diese Hypothese [64,68].

Im Gegensatz zur Hypothese der Muskelzellmetaplasie aus endometrialen
Stromazellen bzw. der Entstehung der EM-assoziierten glatten Muskelzellen aus
persistierenden Zolomepithelzellen, wurde die Entwicklung dieser Muskelzellen in
einigen EM-Manifestationsformen als eine Reaktion des umliegenden fibroadipdsen

Bindegewebes diskutiert:
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So konnten einige Forschungsgruppen glatte Muskelzellen in ovariellen
Endometriosezysten identifizieren [25,52]. Fukunaga und Kollegen wiesen in einer
grollen Serie von ovariellen Endometriosezysten in 18% der Falle eine
Muskelzellmetaplasie nach. Diese glatten Muskelzellen waren vereinzelt im Stroma
der Endometriosezysten lokalisiert, zumeist aber zirkular um die Endometriosezysten
angeordnet, jedoch ohne eine Mischung von Stromazellen und glatten Muskelzellen
[52]. So diskutierten Fukunaga und Kollegen das Vorkommen der Muskelzellen im
Stroma der Endometriosezysten als eine Muskelzellmetaplasie aus endometrialen
Stromazellen und in der Randzone als eine metaplastische Umgebungsreaktion der
ovarialen Stromazellen. In Ubereinstimmung damit konnten auch Mechsner und
Kollegen Muskelzellmetaplasien in ovariellen Endometriosezysten nachweisen,
wobei sogar in 87% der Falle glatte Muskelzellen identifiziert wurden [25]. Auch ihnen
fiel die Lokalisation glatter Muskelzellen zum einen zwischen den endometrialen
Stromazellen, zum anderen zirkular angeordnet in der Peripherie der
Endometriosezysten auf und sie diskutierten ebenfalls hinsichtlich der
morphologischen  Lokalisation der glatten Muskelzellen unterschiedliche
pathomorphologische Ursprungsmechanismen der Muskelzellmetaplasien [25]. Wie
sich in einer weiteren Studie von Doss und Kollegen zeigte, ist die Beobachtung
glatter Muskelzellen im Ovar kein ausschliel3lich EM-assoziiertes Phdnomen. Auch in
anderen gutartigen Tumoren wurde das Vorkommen von glatten Muskelzellen in der
Umgebung der Lasionen gezeigt. Doss und Kollegen erklarten die Entwicklung der
glatten Muskelzellen deshalb eher als eine fibrotische Umgebungsreaktion der
ovariellen Stromazellen auf den jeweiligen pathomorphologischen Prozess und nicht

als ein ausschliel3lich EM-assoziiertes Phdnomen [132].

In weiteren EM-Manifestationsformen wurde das Vorkommen EM-assoziierter glatter
Muskelzellen beschrieben: So wurden in tief infiltrierender EM ebenfalls glatte
Muskelzellen identifiziert [3,133,134]. Auch diese Kollegen diskutierten tber den
Ursprung der EM-assoziierten glatten Muskelzellen ohne eine Klarung der Frage
nach deren Genese herbeifiihren zu kénnen. Itoga und Kollegen beschrieben die
Muskelzellmetaplasie in rektovaginalen EM-Lasionen und wurden dabei darauf
aufmerksam, dass der Grad der Muskelzellmetaplasie mit dem Schweregrad der
Fibrose im Gewebe korrelierte [134]. Die Differenzierung glatter Muskelzellen in tief
infiltrierender EM untersuchten Van Kaam und Kollegen mit Muskelzellmarkern wie
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Vimentin, Desmin, smActin und sm-MHC. Auch sie zeigten in Ubereinstimmung mit
den Daten der vorliegenden Studie, dass verschiedene Differenzierungs- und
Reifungsgrade der glatten Muskelzellen in EM-assoziiertem fibromuskulérem
Bindegewebe vorliegen. Dabei zeigte sich eine hohe Expression von smActin und
Vimentin sowie eine geringere Expression von Desmin und sm-MHC [54]. Des
Weiteren demonstrierten sie erstmals eine TGF-B1-Expression in den Epithelzellen
der EM-Lasionen und diskutierten einen Einfluss von TGF-B1 auf die Induktion einer
Muskelzellmetaplasie im EM-assoziierten fibromuskularen Bindegewebe. In einem
Mausmodell induzierten Van Kaam und Kollegen durch subkutane Injektion sowie
intraperitoneale Transplantation von humanem Endometrium ektope EM-L&sionen.
Auch hier konnten sie eine Muskelzellmetaplasie beobachten. Mit Hilfe eines
spezifischen humanen anti-Vimentin-Antikbrpers konnte zwischen murinem und
humanem Gewebe unterschieden werden. Es stellte sich ein deutlicher smActin-
positiver Ring um die epithelialen und stromalen Zellen herum dar, der aber aufgrund
der murinen Vimentinexpression im Serienschnitt als eindeutig Maus-abstammend
interpretiert wurde. Somit deuteten Van Kaam und Kollegen diesen Muskelzellring als
eine Umgebungsreaktion des angrenzenden murinen Bindegewebes. Sie verglichen
diesen Prozess mit einem passageren Myofibroblastenvorkommen, wie es im
Rahmen der Wundheilung auftreten kann, und interpretierten ihn nicht als

Muskelzellmetaplasie aus dem implantierten Endometriumgewebe selbst [54].

Von einigen Kollegen wurde das Vorkommen EM-assoziierter glatter Muskelzellen
bereits als eine Umgebungsreaktion diskutiert. Auch in peritonealen EM-L&sionen ist
ein derartiger Ursprung der Muskelzellmetaplasie moéglich. Die Transformation
peritonealer Mesothelzellen in Myofibroblasten ist ein bekanntes Phanomen und
wurde auch schon bei Frauen ohne EM beschrieben, insbesondere bei Patienten mit
peritonealer Fibrose. Mehrere Autoren berichten insbesondere bei Patienten nach
Langzeitanwendung einer peritonealen Dialyse von einer epithelial-mesenchymalen
Transformation von Mesothelzellen in Myofibroblasten, die zur Fibrose des
Peritoneums fuhrt [114,115,135,136]. Dabei wird TGF-B1 als ein wesentlicher
Induktor diskutiert. Vermutlich induziert TGF-B1 die Expression von smActin in den
Myofibroblasten [57]. So konnten Yang und Kollegen eine Transdifferenzierung
kultivierter humaner Mesothelzellen in Myofibroblasten in vivo unter Zugabe von
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TGF-B1 herbeifiuhren [114]. In einer weiteren Studie wurde die Mesothelzell-

Transformation durch eine Antagonisierung der TGF-B1-Stimulation verhindert [136].

Khare und Kollegen untersuchten die Myofibroblastenproliferation und
Veranderungen der Kollagenablagerungen in ovarialen Endometriosezysten und in
infiltrierender Beckenwandendometriose. Sie beobachteten, dass in ovarialer EM die
endometrialen Epithel- und Stromazellen auf der Innenseite der Schokoladenzysten
angeordnet und nicht mit dem ovarialen kollagenen Bindegewebe vermischt waren,
wahrend bei der infiltrierenden Beckenwandendometriose die endometrialen Epithel-
und Stromazellen mit dem Bindegewebe der Beckenwand vermischt waren. So
schlussfolgerten sie einen unterschiedlichen Ursprung der L&sionen mit einer
metastatischen Herkunft ovarialer Endometriosezysten und einem metaplastischen

Prozess in der Pathogenese der infiltrierenden Beckenwandendometriose [23].

Insgesamt belegen die vorgestellten Daten sowie die aktuellen Ergebnisse der
eigenen Studie eindeutig eine EM-assoziierte Muskelzellmetaplasie. Eine Klarung
der Ursprungszellen, aus denen diese glatten Muskelzellen hervorgehen, bleibt
jedoch weiterhin offen. Mdglicherweise kdnnen EM-assoziierte glatte Muskelzellen
sowohl aus endometrialen Stromazellen ihren Ursprung nehmen, als auch infolge
einer Umgebungsreaktion des umliegenden Gewebes entstehen. Auch die Herkunft
der EM-assoziierten Muskelzellen aus einer Reaktivierung von persistierenden
Zolomepithelzellen ist bei einigen EM-Manifestationsformen eine durchaus
vielversprechende Hypothese. Moéglicherweise scheinen die Vorgange je nach EM-

Manifestationsform unterschiedlich zu sein.

In der aktuellen Studie scheinen die endometrialen Stromazellen morphologisch
gesehen den Ausgangspunkt fur die metaplastischen Prozesse in peritonealen EM-
Lasionen darzustellen, da sich an das Stroma angrenzend der hdchste Anteil an
unreifen glatten Muskelzellen befindet und die Muskelzellen zur Peripherie hin weiter
ausdifferenzieren. Weitere Untersuchungen sind letztendlich erforderlich, um die

Herkunft der EM-assoziierten glatten Muskelzellen eindeutig zu klaren.
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4.4 Bedeutung der EM-assoziierten glatten Muskelzel len in peritonealen

Endometrioseldsionen

Ein weiterer Forschungsaspekt in dieser Studie war die Frage nach einer moglichen
Funktionalitat der EM-assoziierten glatten Muskelzellen in peritonealen EM-Lasionen.
Der Nachweis von EM-assoziierten glatten Muskelzellen in unmittelbarer Umgebung
von EM-Lasionen lasst die Vermutung aufkommen, dass neben der
inflammatorischen und der nozizeptiven Schmerzkomponente auch die glatten
Muskelzellen an dem Pathomechanismus der EM-assoziierten Schmerzen beteiligt

sein konnten.

Vor kurzem wurde bereits in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass die
EM-assoziierten glatten Muskelzellen in peritonealen EM-Lasionen OTR, ER sowie
PR exprimieren und somit Charakteristika der Uterusmuskulatur aufweisen [25]. In
der vorliegenden Studie wurde nun gezeigt, dass die EM-assoziierten glatten
Muskelzellen neben OTR auch VPR sowie sm-MHC, ein Markermolekil fur den
kontraktilen Apparat glatter Muskelzellen, exprimieren. Mit fortschreitendem
Differenzierungsgrad der glatten Muskelzellen wurde eine vermehrte Expression von
sm-MHC, OTR und VPR nachgewiesen. Des Weiteren konnte ein hoher
Muskelzellgehalt in peritonealen EM-Lasionen beobachtet werden, unabhangig vom
Aktivitatsgrad des EM-Herdes und dem rASRM-Stadium der EM. Der
Muskelzellgehalt in gesundem Peritonealgewebe erwies sich als gering, wéahrend in
peritonealen EM-Lasionen signifikant mehr glatte Muskelzellen lokalisiert waren.
Diese Ergebnisse erklaren méglicherweise das Stadien-unabhangige Auftreten EM-
assoziierter Symptome [118,137], welches sich mit dem Stadien-unabhangigen
Vorkommen von EM-assoziierten Muskelzellen in peritonealen EM-L&sionen in
Zusammenhang bringen lasst. So scheint es durchaus madglich zu sein, dass die EM-
assoziierten glatten Muskelzellen im Pathomechanismus der EM-assoziierten
Schmerzentstehung eine Rolle spielen. Wéaren sie funktionell aktiv, konnten sie durch
irregulare Kontraktionen zur Irritation der peritonealen Nozizeptoren filhren und so
zur Schmerzsensation beitragen [25,108]. Des Weiteren fihren die UbermafRigen
Kontraktionen maglicherweise zu einer lokalen Gewebsverletzung im Peritoneum,
ahnlich dem von Leyendecker und Kollegen beschriebenen Konzept des ,Tissue

Injury and Repair® [42]. Dies wiederum konnte eine Aktivierung von
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Reparaturmechanismen auslosen, die mit einer Uberexpression der P450-Aromatase
sowie einer konsekutiven lokalen Ostrogensynthese verbunden sind, welche die
peritoneale Hyper- und Dysperistaltik weiter forciert. Die OT-abhangigen uterinen
Kontraktionen in der Junktionalzone des nicht-schwangeren Uterus wurden von Kunz
und Kollegen bereits beschrieben [46]. Andere Forschungsgruppen konnten
Hinweise darauf finden, dass OT die Freisetzung von PGF,, aus endometrialen
Zellen zu fordern scheint [99-101]. PGF2a ist nicht nur uteroton wirksam, sondern
dient auch als Schmerzmediator, indem es benachbarte Nozizeptoren koaktiviert.
Diese Zusammenhange deuten auf eine Beteiligung des OTR-Systems an der
Entwicklung von EM-assoziierten Symptomen hin. Die Expression von OTR in EM-
assoziierten Muskelzellen und die hypothetische OTR-vermittelte Induktion der
PGF2a-Synthese in Epithelzellen machen es sehr wahrscheinlich, dass OT auch
einen ahnlichen Effekt in den Epithelzellen der Endometrioseherde und in den
angrenzenden EM-assoziierten glatten Muskelzellen peritonealer EM-L&sionen
vermittelt. Interessanterweise wurde in der vorliegenden Studie mit VPR noch ein
weiterer uterotoner Marker in den glatten Muskelzellen peritonealer EM-L&sionen
nachgewiesen, der auch eine Beteiligung des VPR-Systems am Pathomechanismus

der EM-assoziierten Schmerzentstehung nahelegt.

In Ubereinstimmung mit Odagiri und Kollegen liefern die vorliegenden Daten einen
ersten Hinweis fur eine mdgliche funktionelle Kontraktionsaktivitdit EM-assoziierter
glatter Muskelzellen in peritonealen EM-L&asionen [108]. Damit ist es nun durchaus
denkbar geworden, dass neben den anderen vermuteten Mechanismen der EM-
assoziierten Schmerzentstehung, wie der Freisetzung von Schmerzmediatoren oder
Nerve Growth Factor (NGF) und Prostaglandinen, welche von den EM-Lasionen
freigesetzt werden [120,121,138] sowie der engen topographischen Beziehung zu
Nervenfasern [138,139], auch die EM-assoziierten glatten Muskelzellen eine weitere
maogliche Komponente im Pathomechanismus der EM-assoziierten

Schmerzentstehung darstellen.
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45 Ausblick

Dies ist die erste Studie, die metaplastische Vorgange in EM-assoziierten glatten
Muskelzellen peritonealer EM-L&sionen beschreibt. Es wurde das Vorkommen
verschiedener Muskelzelldifferenzierungsgrade gezeigt, wobei morphologisch
gesehen die endometrialen Stromazellen den Ausgangspunkt fiar die
metaplastischen Prozesse in peritonealen EM-L&asionen darzustellen scheinen. Des
Weiteren konnte immunhistochemisch die Fahigkeit der EM-assoziierten glatten
Muskelzellen nachgewiesen werden, aus biologischer Sicht funktionelle
Kontraktionsaktivitat auszuiben und damit an dem Pathomechanismus der EM-

assoziierten Schmerzentstehung beteiligt sein zu kénnen.

Es sind weitere in vitro oder in vivo Studien erforderlich, um die Muskelzellmetaplasie
vollstdndig darzustellen sowie die hypothetische Kontraktionsaktivitdt der EM-
assoziierten glatten Muskelzellen funktionell darzulegen. Dazu kénnten Patch Clamp-
Messungen an exzidierten peritonealen EM-L&sionen durchgefihrt werden. Die EM-
Lasionen wirden in Patch Clamps installiert werden, um mogliche
Kontraktionsaktivitdten der glatten Muskelzellen in den EM-L&sionen zu ermitteln.
Mittels Zugabe von Kontraktionsmitteln wie OT und VP und deren Inhibitoren kdnnten
maogliche Einflisse auf das Kontraktionsverhalten der Muskelzellen ermittelt werden.
Sollten die EM-assoziierten glatten Muskelzellen ein funktionell nachweisbares
Kontraktionsvermdgen  besitzen und damit an der EM-assoziierten
Schmerzentstehung beteiligt sein, so ware die Unterbindung der kontraktilen Aktivitét
dieser Muskelzellen moglicherweise ein neuer effektiver Therapieansatz in der
Behandlung EM-assoziierter Schmerzen. So stinden gezielte medikamentbse
Inhibitoren wie zum Beispiel der OT- und VP-la-Rezeptor-Antagonist Atosiban® zur
Behandlung EM-assoziierter Schmerzen zur Verfigung [105,140,141].

Einen weiteren zukinftigen Forschungsaspekt stellt der Einfluss von TGF-B1 auf die
Muskelzellmetaplasie in EM-L&sionen dar. Bislang gibt es keine in vitro Daten, die
eine Beteiligung von TGF-B1 an einer epithelial-mesenchymalen Transformation im
Sinne einer Muskelzellmetaplasie untersuchen. Mittels immunhistochemischer
Methoden sollte ein Expressionsnachweis von TGF-1 und seiner Rezeptoren in den
verschiedenen EM-Manifestationsformen erfolgen. Einen ersten interessanten

Hinweis auf eine Beteiligung von TGF-1 an der Entwicklung von EM-Lasionen
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beinhaltet eine Studie von Hull und Kollegen. Dabei wurde in einem Mausmodell
gezeigt, dass ein Fehlen von TGF-1 die Entstehung von EM-Herden supprimiert. In
TGF-B1-Null mutierte Mause und TGF-B1-positive Mause wurde humanes
Endometriumgewebe transplantiert und anschlielend die Morphologie der EM-
Lasionen immunhistochemisch untersucht. Es zeigte sich, dass unter fehlendem
Einfluss von TGF-B1 deutlich kleinere EM-Lasionen entstanden sind. Das
Drusenepithel war wesentlich reduziert und auch die Infiltration von Makrophagen
und Myofibroblasten erwies sich als deutlich geringer [142]. Dies sind
vielversprechende Ergebnisse, die auch einen Einfluss von TGF-B1 auf die Genese
der EM-assoziierten glatten Muskelzellen vermuten lassen.

Die Erkenntnisse der vorliegenden Studie verdeutlichen, dass die EM-assoziierten
glatten Muskelzellen einen wesentlichen Bestandteil der peritonealen EM-L&sionen
ausmachen, nicht nur morphologisch, sondern auch hinsichtlich ihrer mdglichen

Funktionalitat und Beteiligung an der EM-assoziierten Schmerzpathogenese.
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5 Zusammenfassung

Endometriose-assoziierte Muskelzellen in peritonealen Endometrioselasionen stellen
einen vielversprechenden Forschungsansatz dar. Es gibt deutliche Hinweise darauf,
dass Endometriose-assoziierte Muskelzellen durch metaplastische Vorgdnge aus
endometrialen Stromazellen hervorgehen, funktionelle Aktivitat besitzen und somit an
der Pathogenese Endometriose-assoziierter Beschwerden wie
Unterbauchschmerzen und Dysmenorrhoe beteiligt sind. In allen Formen der
Endometriose wurden bereits glatte Muskelzellen nachgewiesen und es konnte
gezeigt werden, dass diese einen erheblichen Anteil der Endometrioselédsionen
ausmachen konnen. Ebenso ist es bislang ungeklart, ob die Endometriose-
assoziierten glatten Muskelzellen funktionell aktiv sind und durch eine mdgliche
Kontraktionsaktivitdt an dem Pathomechanismus der Endometriose-assoziierten
Schmerzentstehung beteiligt sind. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, das
Vorkommen und den Gehalt glatter Muskelzellen in  peritonealen
Endometrioseldsionen immunhistochemisch zu untersuchen, um Hinweise auf den
Ursprung dieser Muskelzellen zu erhalten und Anhaltspunkte auf eine mdégliche
biologische Funktionalitdt der Muskelzellen darzulegen. Dazu wurden in einer
retrospektiven Studie peritoneale EM-L&sionen (n = 60) sowie gesundes
Peritonealgewebe (n = 10) immunhistochemisch untersucht. Die glatten Muskelzellen
wurden mit Hilfe des etablierten Muskelzellmarkers smActin dargestellt und mittels
der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und Caldesmon sowie des
Muskelzellfunktionalitatsmarkers sm-MHC und der uterinen Markermolekile OTR

und VPR immunhistochemisch charakterisiert.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf einen metaplastischen Prozess in
Endometriose-assoziierten glatten Muskelzellen mit verschiedenen
Muskelzelldifferenzierungsgraden hin, der rein morphologisch gesehen seinen
Ursprung in den endometrialen Stromazellen zu nehmen scheint. Die enge
morphologische Lokalisation unreifer, undifferenzierter glatter Muskelzellen zwischen
den Stromazellen und direkt zirkular an das Stroma angrenzend, liefert einen ersten
Hinweis darauf, dass eine metaplastische Umwandlung von Stromazellen zu glatten
Muskelzellen in peritonealen Endometrioselasionen erfolgt. Zudem scheinen die

Endometriose-assoziierten glatten Muskelzellen Uber die Fahigkeit zur kontraktilen
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Zusammenfassung

Aktivitat zu verfigen. Insbesondere peripher lokalisierte ausdifferenzierte glatte
Muskelzellen exprimieren OTR und VPR sowie sm-MHC, ein Markermolekul fir den
kontraktilen Apparat glatter Muskelzellen. Mit diesen Erkenntnissen ist es durchaus
mdoglich, dass Endometriose-assoziierte glatte Muskelzellen durch kontraktile
Aktivitat peritoneale Nozizeptoren irritieren kdnnen und somit zur Endometriose-
assoziierten Schmerzsensation beitragen. Die Expression von OTR und VPR liefert
zudem einen neuen vielversprechenden Therapieansatz in der Behandlung
Endometriose-assoziierter Schmerzen. Das Stadien-unabhangige Vorkommen einer
hohen Anzahl funktionell aktiver, glatter Muskelzellen in peritonealen
Endometrioselasionen konnte eine erste Erklarung fir das Stadien-unabhéngige
Auftreten der erheblichen Schmerzsymptomatik bei vielen Endometriosepatientinnen

sein.
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7 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1: Makroskopisches und mikroskopisches Erscheinungsbild einer
peritonealen Endometrioseldsion. A: Peritonealendometriose (aus Ebert 2006). B:
Endometriose-assoziierte glatte Muskelzellen in einer peritonealen EM-Lasion (Pfeil)
(VergroRRerung 100-fach) (aus Mechsner et al. 2005).

Abbildung 1.2: ,Tissue Injury and Repair” (aus Leyendecker et al. 2009).

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Entwicklung glatter Muskelzellen (aus
McHugh 1995)

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der verschiedenen Schichten des Uterus
(Noe et al. 1999)

Abbildung 1.5: Immunhistochemische Farbungen mit einem Antikdrper gegen
smActin. A: Peritoneale Endometrioselasion mit zirkular angeordneten glatten
Muskelzellen (Pfeil); VergroRerung 50-fach. B: Gewebeschnitt aus einem fetalen
Uterus in der 23. Schwangerschaftswoche mit zirkular angeordneten glatten
Muskelzellen (Pfeil); VergréRerung 50-fach. C:. Peritoneale Endometrioseldasion mit
peristromalen glatten Muskelzellen (Pfeil); VergroRerung 400-fach. D: Gesunde
peritoneale Gewebeprobe ohne EM; VergroBerung 100-fach (alle Bilder aus
Leyendecker et al. 2002).

Abbildung 3.1: Immunhistochemische Untersuchungen von glatten Muskelzellen in
peritonealen Gewebeproben. A: EM: Peritoneale Endometrioselasion mit smActin-
positiven Endometriose-assoziierten glatten Muskelzellen (roter Pfeil) sowie glatten
Muskelzellen in GefalBwanden (schwarzer Pfeil) (VergroRerung 25-fach). B:
Gesundes Peritoneum mit smActin-positiven glatten Muskelzellen in Gefalwanden
(schwarze Pfeile) (Vergrol3erung 25-fach).

Abbildung 3.2: Muskel-positive Gewebeproben bei Endometriosepatientinnen.
Dargestellt sind die Mittelwerte des prozentualen Anteils Muskel-positiver
Gewebeproben bei Endometriosepatientinnen sowie in der Kontrollgruppe. EM: n =
60, KG: n = 10; Mann-Whitney Test *** p < 0,001.

Abbildung 3.3: Glatter Muskelzellgehalt in peritonealen Endometrioselasionen.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen
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Gehaltes glatter Muskelzellen bei EM-Patientinnen sowie in der Kontrollgruppe. EM:
n =60, KG: n = 10; Mann-Whitney Test *** p < 0,001.

Abbildung 3.4: Endometrioseldasion am Peritoneum vom Blasendach. Darstellung
der drei verschiedenen Areale der Endometriose-assoziierten Muskulatur in einer
peritonealen Endometrioseldsion (Vergrof3erung 25-fach). Immunhistochemische
Farbung mit Anti-smActin. ISM = intrastromale Muskelzellen, SAM = Stroma-

assoziierte Muskelzellen, PM = periphere Muskulatur.

Abbildung 3.5: Verteilung der glatten Muskulatur in den Endometriose-
Gewebeproben. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des
prozentualen Gehaltes EM-assoziierter Muskulatur in den drei verschiedenen
Arealen: ISM, SAM und PM. n = 60; Kruskal-Wallis Test *** p < 0,001.

Abbildung 3.6: Anordnung der Endometriose-assoziierten glatten Muskulatur in den
drei verschiedenen Arealen einer Endometrioseldsion am Blasenperitoneum.
Immunhistochemische Farbungen mit Anti-smActin. A: Intrastromale glatte
Muskelzellen (VergroRerung 400-fach). B: Stroma-assoziierte glatte Muskelzellen
(VergroRerung 200-fach). C: Periphere glatte Muskelzellen (VergrofRerung 200-fach).
Pfeile: smActin-positive glatte Muskelzellen.

Abbildung 3.7: Muskelgehalt in peritonealen Endometrioselasionen beztglich der
anatomischen Lokalisation der Gewebeprobe. Darstellung der Mittelwerte =+
Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen Gehaltes EM-assoziierter
Muskulatur in peritonealen Endometrioseldasionen in Abhangigkeit von der
anatomischen Lokalisation der Peritonealprobe. Beckenwand: n = 4, Blasendach: n =
16, Douglas: n = 11, Fossa ovarica: n = 10, Lig. sacrouterinum: n = 14, andere
Lokalisation: n = 5.

Abbildung 3.8: Expression der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und
Caldesmon in smActin-positiver Muskulatur in peritonealen Endometrioselasionen
und gesunden Peritonealproben. Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwertes des prozentualen Gehaltes ausdifferenzierter glatter Muskulatur in
peritonealen Endometrioselasionen und gesunden Peritonealproben. smActin =
Smooth Muscle Actin, Des = Desmin, Cal = Caldesmon; EM: n = 60, Kontrollgruppe:

n = 10; Two-way Anova *** p < 0,0001.
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Abbildung 3.9: Immunhistochemische Untersuchungen des Differenzierungs-grades
von intrastromalen glatten Muskelzellen in peritonealen Endometriose-lasionen.
Expression von smActin (roter Pfeil: smActin-positive glatte Muskelzellen) (A),
Desmin (B) und Caldesmon (C) in der intrastromalen Muskulatur (schwarze Pfeile:
ausdifferenzierte Muskelzellen) (alle Bilder in 400-facher Vergrof3erung).

Abbildung 3.10: Expression der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und
Caldesmon in smActin-positiven intrastromalen glatten Muskelzellen. Darstellung der
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen Gehaltes
ausdifferenzierter glatter Muskulatur in intrastromalen EM-assoziierten glatten
Muskelzellen. smActin = Smooth Muscle Actin, Des = Desmin, Cal = Caldesmon; n =
60; Kruskal-Wallis Test *** p < 0,0001.

Abbildung 3.11: Immunhistochemische Untersuchung des Differenzierungsgrades
der Stroma-assoziierten glatten Muskel-zellen in peritonealen Endometriose-
lasionen. Expression von smActin (roter Pfeil: smActin-positive glatte Muskelzellen)
(A), Desmin (B) und Caldesmon (C) in Stroma-assoziierter Muskulatur (schwarze

Pfeile: ausdifferenzierte Muskelzellen) (alle Bilder in 200-facher Vergrof3erung).

Abbildung 3.12: Expression der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und
Caldesmon in smActin-positiver Stroma-assoziierter Muskulatur peritonealer
Endometrioselasionen. Darstellung der Mittelwerte £ Standardfehler des Mittelwertes
des prozentualen Gehaltes ausdifferenzierter glatter Muskulatur in Stroma-
assoziierten Muskelzellen. smActin = Smooth Muscle Actin, Des = Desmin, Cal =
Caldesmon; n = 60; Kruskal-Wallis Test *** p < 0,0001.

Abbildung 3.13: Immunhistochemische Untersuchung der Differenzierungsgrade
von peripherer Muskulatur in peritonealen Endometrioselasionen. Expression von
smActin (roter Pfeil: smActin-positive glatte Muskelzellen) (A), Desmin (B) und
Caldesmon (C) in der peripheren Muskulatur peritonealer EM-Herde (schwarze
Pfeile: ausdifferenzierte Muskelzellen) (alle Bilder in 400-facher Vergrof3erung);
Pfeile: glatte Muskulatur.

Abbildung 3.14: Expression der Muskelzelldifferenzierungsmarker Desmin und
Caldesmon in smActin-positiver peripherer Muskulatur peritonealer

Endometrioselasionen. Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes
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des prozentualen Gehaltes ausdifferenzierter glatter Muskulatur in peripherer EM-
assoziierter Muskulatur. smActin = Smooth Muscle Actin, Des = Desmin, Cal =
Caldesmon; n = 60; Kruskal-Wallis Test *** p < 0,0001.

Abbildung 3.15: Zunahme der Expression der Muskelzelldifferenzierungsmarker in
den verschiedenen Arealen der Endometriose-assoziierten Muskulatur. Darstellung
der Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes der prozentualen Zunahme der
Expression ausdifferenzierter glatter Muskelzellen in den verschiedenen Arealen der

Endometriose-assoziierten Muskulatur. n = 60; Two-way Anova *** p < 0,0001.

Abbildung 3.16: Immunhistochemische Untersuchungen der Funktionalitdt von
intrastromalen glatten Muskelzellen in peritonealen Endometrioselasionen.
Expression von smActin (A), sm-MHC (B), OTR (C) und VPR (D) in intrastromalen
glatten Muskelzellen peritonealer Endometrioselédsionen (alle Bilder in 400x

Vergrofierung); Pfeile: glatte Muskelzellen.

Abbildung 3.17: Expression von sm-MHC, OTR und VPR in smActin-positiven
intrastromalen glatten Muskelzellen. Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwertes des prozentualen Gehaltes funktioneller glatter Muskulatur in
intrastromalen Muskelzellen in peritonealen Endometrioselasionen. smActin=
Smooth Muscle Actin, sm-MHC = Smooth Muscle Myosin Heavy Chains, OTR =
Oxytocinrezeptor, VPR = Vasopressinrezeptor; n = 60; ** p< 0,01, ** p < 0,001.

Abbildung 3.18: Immunhistochemische Untersuchungen der Funktionalitdt von
Stroma-assoziierten glatten Muskelzellen in peritonealen Endometrioselasionen.
Expression von smActin (A), sm-MHC (B), OTR (C) und VPR (D) in Stroma-
assoziierten glatten Muskelzellen peritonealer Endometrioselasionen (alle Bilder in
400x VergroRRerung); Pfeile: glatte Muskelzellen.

Abbildung 3.19: Expression von sm-MHC, OTR und VPR in smActin-positiver
Stroma-assoziierter Muskulatur peritonealer Endometrioselasionen. Darstellung der
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen Gehaltes funktionell
aktiver glatter Muskulatur in Stroma-assoziierten Muskelzellen in peritonealen
Endometrioseldsionen. smActin = Smooth Muscle Actin, sm-MHC = Smooth Muscle
Myosin Heavy Chains, OTR = Oxytocinrezeptor, VPR = Vasopressinrezeptor; n= 60;
*** p < 0,001.
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Abbildung 3.20: Immunhistochemische Untersuchungen der Funktionalitdt von
peripheren glatten Muskelzellen in peritonealen Endometrioselasionen. Expression
von smActin (A), sm-MHC (B), OTR (C) und VPR (D) in peripheren glatten
Muskelzellen peritonealer Endometrioselédsionen (alle Bilder in 400x Vergrof3erung);
Pfeile: glatte Muskulatur.

Abbildung 3.21: Expression von sm-MHC, OTR und VPR in smActin-positiver
peripherer Muskulatur peritonealer Endometrioseldsionen. Darstellung der
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen Gehaltes
funktioneller glatter Muskulatur in den peripheren Muskelzellen in peritonealen
Endometrioseldsionen. smActin = Smooth Muscle Actin, sm-MHC = Smooth Muscle
Myosin Heavy Chains, OTR = Oxytocinrezeptor, VPR = Vasopressinrezeptor; n = 60;
**p <0,01 ** p <0,001.

Abbildung 3.22: Expression von sm-MHC, OTR und VPR in den drei verschiedenen
Arealen EM-assoziierter glatter Muskulatur. Darstellung der Mittelwerte =+
Standardfehler  des Mittelwertes  der  prozentualen Expression des
Muskelzellfunktionalitatsmarkers sm-MHC und der uterinen Markermolekile OTR
und VPR in den verschiedenen Arealen der Endometriose-assoziierten Muskulatur.
sm-MHC = Smooth Muscle Myosin Heavy Chains, OTR = Oxytocinrezeptor, VPR =

Vasopressinrezeptor; n = 60; *** p < 0,0001.

Abbildung 3.23: Muskelgehalt in peritonealen Endometrioselasionen in Abhangigkeit
vom rASRM-Stadium der Erkrankung. Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes des prozentualen Gehaltes Endometriose-assoziierter Muskulatur
(EAM) in peritonealen Endometrioselasionen in Abhangigkeit der rASRM-Stadien. I:
n=23,1n=19,lll:n=13,IV:n=5.

Abbildung 3.24: Muskelgehalt in peritonealen Endometrioseldasionen in Abhangigkeit
einer Hormoneinnahme. Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwertes des prozentualen Gehaltes Endometriose-assoziierter Muskulatur in
peritonealen Endometrioselasionen in Abhéangigkeit von einer Hormoneinnahme.

Hormoneinnahme: n = 22, keine Hormone: n = 38.

Abbildung 3.25: Muskelgehalt in peritonealen Endometrioselasionen in Abhangigkeit

vom Aktivitdtsgrad des Endometrioseherdes. Darstellung der Mittelwerte =+
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Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen Gehaltes Endometriose-
assoziierter Muskulatur in peritonealen Endometrioselasionen in Abhangigkeit vom

Aktivitatsgrad des Endometrioseherdes. Inaktive EM: n = 38, aktive EM: n = 3.

Abbildung 3.26: Prozentualer Anteil Endometriose-assoziierter glatter Muskelzellen
in der Peripherie bei Patientinnen mit Rezidiv und Erstdiagnose der Endometriose.
Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen
Gehaltes Endometriose-assoziierter Muskulatur in der Peripherie von peritonealen
Endometrioselasionen in Abhangigkeit vom Krankheitsverlauf der Endometriose.

Rezidiv: n = 35, Erstdiagnose: n = 22; Mann-Whitney Test * p < 0,05.

Abbildung 3.27: Muskelgehalt in peritonealen Endometrioseldasionen in Abhangigkeit
vom Auftreten chronisch rezidivierender Unterbauchschmerzen bei Endometriose-
Patientinnen. Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes des
prozentualen Gehaltes Endometriose-assoziierter Muskulatur in peritonealen
Endometrioselasionen in Abhangigkeit vom Auftreten chronisch rezidivierender
Unterbauchschmerzen. UB-Schmerz = Unterbauchschmerz (n = 52), kein UB-

Schmerz = kein Unterbauchschmerz (n = 5).

Abbildung 3.28: Muskelgehalt in peritonealen Endometrioselasionen in Abhangigkeit
von dem Auftreten einer Dysmenorrhoe bei Endometriose-Patientinnen. Darstellung
der Mittelwerte * Standardfehler des Mittelwertes des prozentualen Gehaltes
Endometriose-assoziierter Muskulatur in peritonealen Endometrioselasionen in
Abhangigkeit von dem Auftreten einer Dysmenorrhoe. Dysmenorrhoe: n = 53, keine

Dysmenorrhoe: n = 6.
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Tabelle 2.1: Ubersicht der klinischen Daten der Endometriosepatientinnen.
Tabelle 2.2: Verwendete Primarantikorper.
Tabelle 2.3: Verwendete Sekundarantikorper.

Tabelle 3.1: Muskelgehalt in den verschiedenen Arealen Endometriose-assoziierter
Muskulatur in Abhangigkeit von der Lokalisation der Gewebeprobe; Mittelwerte (%) +
Standardfehler; p > 0,05.

Tabelle 3.2: Muskelgehalt in den verschiedenen Arealen Endometriose-assoziierter
Muskulatur in Abhéngigkeit vom rASRM-Stadium; Mittelwerte (%) + Standardfehler; p
> 0,05.

Tabelle 3.3: Muskelgehalt in den verschiedenen Arealen Endometriose-assoziierter
Muskulatur in Abhangigkeit von der hormonellen Zyklusphase; Mittelwerte (%) +
Standardfehler; p > 0,05.

Tabelle 3.4: Muskelgehalt in den verschiedenen Arealen Endometriose-assoziierter
Muskulatur in  Abhangigkeit von einer Hormoneinnahme; Mittelwerte (%) =+
Standardfehler.

Tabelle 3.5: Muskelgehalt in den verschiedenen Arealen Endometriose-assoziierter
Muskulatur in Abhangigkeit vom Aktivitatsgrad der Endometrioselasion; Mittelwerte
(%) + Standardfehler.

Tabelle 3.6: Muskelgehalt in den verschiedenen Arealen Endometriose-assoziierter
Muskulatur in Abhangigkeit vom Krankheitsverlauf der Endometriose; Mittelwerte (%)

+ Standardfehler.

Tabelle 3.7: Muskelgehalt in den verschiedenen Arealen Endometriose-assoziierter
Muskulatur  in  Abhangigkeit vom  Auftreten chronisch  rezidivierender

Unterbauchschmerzen; Mittelwerte (%) + Standardfehler.

Tabelle 3.8: Muskelgehalt in den verschiedenen Arealen Endometriose-assoziierter
Muskulatur in Abhangigkeit von dem Auftreten einer Dysmenorrhoe; Mittelwerte (%)
+ Standardfehler.
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9 Anhang

9.1 Eidesstattliche Versicherung

.lch, Jessica Gericke, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige
Unterschrift, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema:
~immunhistochemische Charakterisierung Endometriose-assoziierter  glatter
Muskelzellen in peritonealen Endometrioselasionen” selbstédndig und ohne nicht
offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen

und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform
Requirements for Manuscripts (URM)* des ICMJE - www.icjme.org) kenntlich
gemacht. Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten,
Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere
Abbildungen, Graphiken und Tabellen) entsprechen den URM (s.0.) und werden von

mir verantwortet.

Meine Anteile an der Publikation zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der
untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit der Betreuerin angegeben sind.
Samtliche Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen sind und bei
denen ich Autor bin, entsprechen den URM (s.0.) und werden von mir verantwortet.

Die Bedeutung der eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (8 156, 161 des Strafgesetzbuches)

sind mir bekannt und bewusst.”

Datum: Unterschrift;
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9.2 Publikationsliste

Barcena de Arellano, M. L., J. Gericke , U. Reichelt, A. F. Okuducu, A. D. Ebert, V.
Chiantera, A. Schneider and S. Mechsner "Immunohistochemical characterization of
endometriosis-associated smooth muscle cells in human peritoneal endometriotic
lesions.” Hum Reprod 26(10): 2721-30.

Anteilserklarung an der erfolgten Publikation:

Jessica Gericke hatte folgenden Anteil an der Publikation "Immunohistochemical
characterization of endometriosis-associated smooth muscle cells in human

peritoneal endometriotic lesions." Hum Reprod 26(10): 2721-30:

- Auswahl der Gewebeproben, Anfertigung der Gewebeschnitte und der

immunhistochemischen Farbungen
- mikroskopische Auswertung der Praparate und Analyse der Daten

- Mitarbeit der bei Interpretation und Diskussion der gewonnenen Daten und der
Erstellung der Publikation

Datum: Unterschrift:
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9.3 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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