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Einleitung

1. Einleitung

Frauen leiden vermutlich schon immer an den Folgen einer Erkrankung, die schon von
Rokitansky im Jahr 1860 beschrieben wurde. Endometriose ist mit einer derzeit
geschatzten Pravalenz von 7-15% eine der haufigsten gynakologischen Erkrankungen.
Diese Erkrankung wird oft verkannt und unterschatzt, da Symptome wie Dysmenorrhoe
und Unterbauchbeschwerden zu haufig als ,normale“ Menstruationsbeschwerden
beurteilt werden. Sicher ist, dass die Endometriose eine Erkrankung ist, die erhebliche
soziale, personliche und 6konomische Auswirkungen hat. Mogliche Faktoren, die zu
einem geringen Interesse in den letzten Jahrzehnten an der Endometriose flhrten, sind
unter Umstanden die fehlenden pathognomischen Symptome, die unklare Pathogenese
und die schwere Diagnosestellung aufgrund eines sehr variablen Auspragungsbildes.
Die Pathogenese ist noch weitestgehend unerforscht, dies nicht zuletzt begrindet durch
die fehlende Lobby.

Diese experimentelle Arbeit beschaftigt sich mit den Grundlagen der Entstehung und
Progredienz dieser Erkrankung. Endometriose gilt zwar als benigne Krankheit, teilt aber
einige Charakteristika mit malignen Prozessen. In dieser Arbeit wurde die Angiogenese,
sowie das invasive Wachstumsverhalten der Endometriose untersucht.

1.1 Endometriose

1.1.1 Definition der Endometriose

Endometriose ist definiert als Vorkommen von endometrialen Stroma- und Drusenzellen
aulBerhalb der Gebarmutternohle [1]. Sie ist eine benigne chronisch-entzindliche
Erkrankung mit hoher Rezidivneigung bei Frauen in der reproduktiven Lebensphase.

Bei der Endometriose handelt es sich um eine hormonabhangige Erkrankung.

1.1.2 Haufigkeit

Die Pravalenz wird auf 7-15 % der Frauen im fertilen Alter geschatzt. In Deutschland
erkranken jahrlich 40.000 Frauen an Endometriose. Es liegt eine Inzidenz von 1,3-1,6

Erkrankungen pro 1000 Frauen in der reproduktiven Lebensphase vor [2].
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1.1.3 Symptomatik

Die Symptomatik der Erkrankung ist sowohl in der Erscheinung als auch in der
Auspragung sehr unterschiedlich. Es zeigen sich asymtomatische Verlaufe bis hin zu
Verlaufen mit starker Beeintrachtigung der Lebensqualitat.

Das Leitsymptom der Endometriose ist die Dysmenorrhoe. Blutungsstérungen wie
Hypermenorrhd kommen ebenfalls haufig vor. Weitere Hauptsymptome sind chronisch
und/oder zyklisch rezidivierende Unterbauchschmerzen, aber auch Schmerzen beim
Geschlechtsverkehr (Dyspareunie). Abhangig vom Befall der Nachbarorgane Darm und
Blase kann es zu Schmerzen beim Stuhlgang (Dyschezie) und der Miktion (Dysurie)
kommen. Viele Patientinnen klagen Uber unerflllten Kinderwunsch. Die Fruchtbarkeit
bei Endometriosepatientinnen ist reduziert; ca. 30-50 % aller Frauen mit Endometriose
leiden unter Infertilitat und 20-48 % aller Kinderwunschpatientinnen haben eine
Endometriose [1]. Als Ursachen werden der veranderte Eitransport infolge von
Tubenadhasionen und Tubenmotilitatsstérungen, der gestoérte Spermientransport durch
eine Dysperistaltik des Uterus [46], die behinderte Befruchtung des Eis durch ein
verandertes peritoneales Milieu [47, 48] sowie eine Implantationsstérung auf Grund von
Endometriumveranderungen diskutiert.

Das Ausmal des intraoperativen Befundes korreliert nicht immer mit der Auspragung
der Schmerzen, so kann ein leichter Befund bereits schwere Symptomatiken
hervorrufen sowie eine ausgepragte Endometriose asymptomatisch sein [3, 4]. Das
Stadium der Erkrankung korreliert also nicht unbedingt mit dem Schmerz, allerdings mit
dem unerfullten Kinderwunsch.

Die haufig sehr schweren Symptome haben erhebliche Auswirkungen auf die
Lebensqualitat der Patientinnen, insbesondere auf Partnerschaft, Sexualitat, Alltags-
und Berufsleben.

1.1.4 Mikro- und makroskopisches Bild

Mikroskopisch weisen die Endometrioselasionen Stroma- und Epithelzellen sowie
pigmentbeladene Makrophagen (Hamosiderophagen) auf, mindestens zwei Merkmale
mussen zur Diagnosestellung vorhanden sein [1]. Haufig lassen sich glatte
Muskelzellen in der Umgebung der Endometrioselasionen feststellen [5, 157].

Makroskopisch kdonnen Endometrioseherde in unterschiedliche Aktivitatsgrade eingeteilt

werden:
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Aufgrund ihrer starken Vaskularisation, dem entzundlichen Infiltrat sowie dem
Gewebsddem erscheinen die aktiven Herde weilblasig oder rot. Die alteren Herde
erscheinen weil3-narbig bzw. schwarz und besitzen eine geringere Aktivitat [6].

Es kann in sehr seltenen Fallen (ca. 1 %) zur malignen Entartung der Endometriose

kommen, v.a. betroffen ist das Ovar [7, 8].

1.1.5 Einteilungen und Klassifikationen

Endometrioseherde kdnnen sich an verschiedenen Lokalisationen manifestieren. Am
haufigsten kommen die so genannten Schokoladen- oder Teerzysten am Ovar und die
Lasionen am Peritoneum vor. Oft befinden sich diese im Douglasraum, kénnen aber
das gesamte Peritoneum bis hin zum Zwerchfell und dem Oberbauch befallen. Weitere
Lokalisationen konnen ligamentare Strukturen, wie das Lig. sacrouterinum, die Fossa
ovarica, das Blasendach und die Ovaroberflache sein. Es kann zum Befall der
angrenzenden Organe wie Blase, Vagina und Darmwand kommen, aber auch von
Lymphknoten und Narbengewebe.

Anhand der Lokalisation der Lasionen unterscheidet man drei Formen der
Endometriose. Am haufigsten ist die Endometriosis genitalis externa, bei der
Endometrioseherde auferhalb des inneren Genitalorgans z. B. am Ovar oder am
Peritoneum auftreten.

Bei der Endometriosis genitalis interna, auch als Adenomyosis uteri bezeichnet, treten
Lasionen innerhalb des Myometriums des Uterus auf. Oft wird die Pravalenz der
Adenomyosis uteri unterschatzt, da diese schwierig zu verifizieren ist.

Die Endometriosis extragenitalis beschreibt das Vorliegen von Lasionen in anderen
Organen. Hier ist die rektovaginale Endometriose am haufigsten, gefolgt von der
Blasenendometriose. Vereinzelt wurde Endometriose aul3erhalb des kleinen Beckens in
Fallberichten beschrieben, z.B. in Lunge [9] und im Gehirn [10].

Klassifiziert wird die Ausbreitung der Endometriose genitalis externa durch die Stadien
nach der revidierten Version der American Society of Reproductive Medicine (rASRM).
Man unterscheidet den Schweregrad der Erkrankung mittels Stadien von I-IV (1= gering,
[I= maRig, Ill= schwer, IV= ausgedehnt). Diese Klassifikation ist in Abbildung 1 (Abb.1)
dargestellt. Weiterhin sollte der Aktivitatsgrad der Endometrioseherde in die
Klassifikation mit aufgefuhrt werden [11], diese spielen aber fur das Stadium keine
Rolle.




Stage | (Minimal)

Peritoneum

Superficial Endo -3 2

R. Ovary

Superficial Endo  <tem 1

Filmy Adhesions ~ <1/3 1
Total Points 4

Stage Il (Mild)

Peritoneum

Deep Endo >3cm

R. Ovary

Superficial Endo  <1cm

Filmy Adhesions <1/3

L. Ovary

Superficial Ehdo  <icm
Total Points

Stage Ill (Moderate)

Peritoneum
Deep Endo >3cm
Cul-de-Sac
Partial Obliteration
L. Ovary
Deep Endo 1-3em
Total Points

6
4

16
2

Stage Ill (Moderate)

Stage IV (Severe)

Stage IV (Severe)
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Peritoneum Peritoneum Peritoneum
Superficial Endo  >3cm 4 Superficial Endo  >3cm 4 Deep Endo >3cm 6
R. Tube L. Ovary Cul-de-Sac
Filmy Adhesions  <1/3 1 Deep Endo 1-3cm 32" Complete Obliteration 40
R. Ovary Dense Adhesions  <1/3 8" R. Ovary
Filmy Adhesions <13 1 L. Tube Deep Endo 1-3cm 16
L. Tube Dense Adhesions  <1/3 8 Dense Adhesions <1/3 4
Dense Adhesions  <1/3  16* Total Points 52 L. Tube
L. Ovary Dense Adhesions  >2/3 16
Deep Endo <tem 4 L. Ovary
Dense Adhesions  <1/3 4 Deep Endo . 1-%m 16
Total Points 30 *Point assignment changed to 16 Dense Adnesions  >2/3 16

**Point assignment doubled Total Points 114

Abb. 1: rASRM-Stadieneinteilung der Endometriose (revised American Society of

Reproductive Medicine) [11]

ENZIAN Score rev ENZIAN

Raum- A B c
. achse Septum rectovoginale Ligg. Sacrouterinae Rektum/
Stadium Scheide Beckenwand Sigma

3 Raumachsen

* A Douglas -Septum
rectovaginale -Scheide
= B Lligg sacrouterina - Beckenwand
+ C Organiberschreitung zum Rektum

= Ergdnzungen
» Blase
» Darm
» Ureter
» Andere (Diaphragma,. |

andere L okalisationen
Diaphragmas...

FB/Blase  FU/Urster instrinsisch  F1/ Intestinum Sigma,

F
FA / Adenomyse Uterus
oecum, term. ligum

Abb. 2: Enzian-Klassifikation [51]

Zusatzlich zu der rASRM-Klassifikation gibt es die Enzian-Einteilung. In der Enzian-

Klassifikation wird die tiefe, extraperitoneale Endometriose erfasst [52] (Abb. 2).
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1.1.6 Pathogenese

Es gibt verschiedene Theorien zur Entstehung der Endometriose, die endgultigen
Pathomechanismen sind aber noch nicht geklart:

JA. Sampson formulierte schon Anfang des 20. Jahrhunderts die
Transplantationstheorie: er ging davon aus, dass vitale Endometriumzellen durch
retrograde Menstruation in den Bauchraum gelangen, sich dort absiedeln, implantieren
und sich zu Endometrioselasionen entwickeln [13]. Fur diese Theorie sprechen
Beobachtungen bei Frauen mit obstruktiven Hindernissen in der Vagina wie z.B. ein
verschlossenes Hymen. Die Menstrualblutabflussbehinderung verstarkt die retrograde
Menstruation. Diese Frauen wiesen ein erhohtes Risiko fur die Entstehung einer
Endometriose im Vergleich zur Normalbevolkerung auf [14]. Es konnte gezeigt werden,
dass nach der Entfernung des Endometriums und der Basalis ein Wiederauftreten der
Lasionen verhindert werden konnte [15].

Dies bietet jedoch keine hinreichende Erklarung daflir, dass zwar bei den meisten der
menstruierenden Frauen eine retrograde Menstruation als physiologisches Phanomen
stattfindet, allerdings nur wenige dieser Frauen eine Endometriose ausbilden [14, 16].
R. Meyer formulierte die Metaplasietheorie: undifferenziertes Zoélomepithel soll sich
unter dem Einfluss bestimmter Umgebungsfaktoren wie Hormonen,
Entzindungsmediatoren, = Wachstumsfaktoren und mechanischen Reizen in
endometriumahnliches Gewebe differenzieren [17]. Dies wirde auch retroperitoneale
und extragenitale Lasionslokalisationen erklaren.

Ph. Koninckx geht in seiner ,Endometriotic Disease Theory” von einem genetisch
veranderten Endometriumgewebe aus, welches aggressivere Eigenschaften wie
invasive und angiogenetische Potenz sowie ein verandertes Ansprechen auf Hormone
besitzt. Durch retrograde Menstruation gelangt dieses in ein verandertes Milieu im
Bauchraum; durch geringere Prasenz von natlrlichen Killerzellen, veranderte Zytokin-,
Hormon- und Wachstumsfaktorkonzentrationen wird eine Implantation von
endometrialem Gewebe gefordert [18].

Im aktuellen Archimetra-Konzept von Gerhard Leyendecker wird davon ausgegangen,
dass sich durch eine Hyperperistaltik des Uterus Zellen aus den tiefen Schichten des
Endometriums, der Basalis, aus ihrem Verband I6sen, in den Bauchraum sowie in die
Uteruswand befordert werden [19] und sich dort implantieren kdnnen. Diese Zellen
besitzen Stammzellcharakter und kdnnen sich in Stroma-, Epithel- und Muskelzellen

differenzieren [20, 21]. Diese beobachtete Hyperperistaltik der Uterus flhrt zu
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Mikrolasionen zwischen Endometrium und Myometrium. Bei der Wundheilung kommt es
zur verstarkten Ostrogenproduktion, die wiederum verantwortlich ist fiir eine gesteigerte
Uterusperistaltik (, Tissue Injury and Repair Concept (TIAR)®) [50].

In der Peritonealflissigkeit bei Endometriosepatientinnen zeigt sich eine veranderte
humorale und zellulare Immunabwehr, die eine Implantation der Endometriumfragmente
im Bauchraum begunstigt [158]. Auch die Expression von Angiogenesefaktoren wie
VEGF aus Endometriosezellen und assoziierten Makrophagen bilden Grundlagen flr
den Fortbestand und die Progredienz der Endometriose. VEGF ist in peritonealer
Flussigkeit bei Patientinnen mit Endometriose erhoht [106]. Die Potenz der
Endometriose zur Regulation der Angiogenese ist entscheidend fur die Pathogenese
der Erkrankung. In malignen Tumoren zeigen sich Hinweise, dass die Cyclooxygenase-
2, ein Schrittmacherenzym der Prostaglandinsynthese, die Angiogenese mitreguliert.
Dies soll in dieser Studie auch fur die Endometriose untersucht werden. Neben der
angiogenetischen Potenz zeigt die Endometriose auch invasives und metastastisches
Potential. So konnten Lymphgefalien in tief infiltrierender rektovaginaler Endometriose
und Endometrioselasionen und -zellen in pelvinen Sentinel-Lymphknoten nachgewiesen
werden [147, 159]. Das Lymphgefal3system bietet damit einen moglichen
Verbreitungsweg fur die Endometriosezellen und erklart damit auch das Auftreten von
Endometriose aulRerhalb der Bauchhdhle. In der Tumorgenese zeigen sich Hinweise,
dass die epitheliale mesenchymale Transition (EMT), ein Mechanismus aus der
Embryogenese, fur die Invasivitat und Progredienz maligner Tumore mit verantwortlich
ist. Dieser Vorgang ermoglicht, dass Zellen sich aus ihrem Verband I6sen und invasiv
wachsen sowie Metastasen Uber Lymph- bzw. Blutgefalie bilden kénnen. Der
Mechanismus der Invasivitat bei Endometriose ist noch weitestgehend unerforscht, die
Induktion der EMT ist mdglicherweise ein Vorgang, welche auch in der Endometriose
das invasive Verhalten erklart und in dieser Studie untersucht werden soll.

Keiner dieser Erklarungsansatze konnte eigenstandig als gultig bewiesen werden, so
dass es sich moéglicherweise bei der Genese der Endometriose um ein Zusammenspiel

dieser Faktoren handelt.
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1.1.7 Diagnostik

Eine sorgfaltige gynakologische Anamnese sowie die Schmerzanamnese und die
nachfolgende gynakologische Untersuchung, welche den rektovaginalen Tastbefund mit
einbezieht, bilden die Basis der Diagnostik. Allerdings ist die Untersuchung fur die
Diagnosestellung der Endometriose nicht beweisend. Weiterhin sollte eine vaginale
Sonographie erfolgen, in der ovarielle Zysten und Adenomyose dargestellt werden
konnen. Goldstandard zur Diagnosesicherung bildet die Laparaskopie mit
anschlieender histologischen Befundung.

Bei Verdacht auf eine rektovaginale Endometriose sollte eine rektale Endosonograhie
zur Diagnostik und Therapieplanung der rektovaginalen Endometriose durchgefuhrt
werden. Hierdurch kann die Infiltrationstiefe der Endometriose in die Darmwand sowie
die Pararektalraume beurteilt werden. Zusatzlich kann die Rektosigmoidoskopie bei
rektovaginaler Endometriose mit Infiltration bis zur Rektummukosa als diagnostisches
Mittel genutzt werden. Als Bildgebung kann des Weiteren bei spezieller Fragestellung
(Adenomyosis uteri) die Magnetresonanztomografie (MRT) des kleinen Beckens zur
Diagnostik herangezogen werden.

Es gibt bis heute keine sicheren laborchemischen Untersuchungsmethoden, um eine
Endometriose zu diagnostizieren. Der Tumormarker CA-125 ist in fortgeschrittenen
Stadien der Endometriose im Blut erhoht. Er ist allerdings nicht spezifisch fir
Endometriose und ist in Stadium | und Il der Endometriose oft im Normbereich, so dass

dieser nur eine eingeschrankte Aussagekraft besitzt [22, 23].

1.1.8 Therapie

Die Endometriose kann chirurgisch und medikamentés behandelt werden. Bei der
Behandlung des Schmerzes ist sowohl die medikamentdse als auch die operative
Therapie wirksam [24-31]. Die Fertilitat kann jedoch nur durch die operative Entfernung
verbessert werden [22, 31, 32]. Die Kombination aus medikamentdsen und operativen
Therapie kann eine Steigerung des Effekts bezuglich der Schmerzlinderung bewirken
[33, 34]. Dennoch sind die Rezidivraten der Endometriose Stadium IlI-IV mit 80 %

innerhalb der folgenden 3-5 Jahre sehr hoch [6].
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Abb. 3: laparoskopisches Bild einer peritonealen Endometriose mit schwarzer, roter

und weilRer Lasion (A) und einer ovariellen Endometriosezyste (B), sowie ein

Sigmaresektat mit infiltrativer rektovaginaler Endometriose (C) [1]

1.1.8.1 medikamentose Therapie

Die Tatsache, dass Endometriose eine hormonabhangige Erkrankung ist, wurde schon
frih therapeutisch genutzt. Zu den derzeit verwendeten hormonellen Therapeutika
zahlen GnRH-Agonisten, die kombinierte Pille und Gestagenmonopraparate. Sie alle
fihren direkt oder indirekt zu einem Ostrogenentzug und damit zum ,Austrocknen® der
Endometrioseherde. Entscheidend fir die Wahl der Therapie sind die Schwere der

Erkrankung, der Kontrazeptionswunsch und das Nebenwirkungsprofil der Medikamente.

Zur Schmerztherapie werden nichtsteroidale Antiphlogistika (z.B. Diclofenac, Ibuprofen,
Paracetamol) oder auch schwache Opioide (z.B. Tilidin, Tramadol) sowie unterstutzend
auch Neuroleptika und trizyklische Antidepressiva bei Endometriosepatientinnen

angewendet [1].
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Auf Grund der Erkenntnis, dass Entwicklung und Fortbestand einer Endometriose nur
unter dem Einfluss von Ostrogen stattfindet, ist die Senkung des Ostrogenspiegels

grundlegendes Prinzip aller eingesetzten Substanzen.

Gonadotropin-Releasing-Hormon-Analoga (GnRH-Analoga) sind zurzeit die effektivste
medikamentdse Therapie der Endometriose [1]. |hre Wirksamkeit wurde in mehreren
Studien nachgewiesen [24, 26, 33]. GnRH-Analoga unterbrechen die hypothalamisch-
hypophysar-gonale Achse. Sie fihren durch die Dauerstimulation zu einer Entleerung
der Hypophyse von LH und FSH. Dies fuhrt zwar initial kurzfristig zu einer Erhéhung der
Ostrogenkonzentration, doch durch die andauernde Einwirkung von GnRH-Analoga
wird aber letztendlich die Anzahl der GnRH-Rezeptoren in der Hypophyse
herunterreguliert, was eine verminderte Sekretion von FSH und LH zur Folge hat.
Daraus resultiert ein hypogonadotroper Hypogonadismus, die Ostrogenkonzentration
entspricht der einer menopausalen Frau. Dies erklart auch die Nebenwirkungen dieser
Therapieform: Hitzewallungen, Amenorrhoe, Haut- und Schleimhauttrockenheit mit
Elastizitatsverlust, Libidoverlust, Schlafstérungen, Mdudigkeit, Kopfschmerzen und
Depressionen. Eine schwerwiegende unerwilnschte Wirkung ist bei langerer
Therapiedauer die abnehmende Knochendichte und infolge dessen das steigende
Osteoporoserisiko. Deshalb sollte die Therapie mit GnRH-Analoga stets von einer add-
back Hormonersatztherapie in niedriger Dosierung begleitet werden. Dies kann die
oben genannten Nebenwirkungen reduzieren ohne die therapeutische Wirksamkeit zu
vermindern [35-37].

Durch den Ostrogenentzug werden das Endometrium und die Endometrioseherde
atrophisch. Es kommt zur Amenorrhoe und zu einer deutlichen Regression der
Endometrioselasionen [38]. Daneben scheint es moglicherweise noch andere
Wirkungsmechanismen zu geben — so konnte zum Beispiel ein Effekt auf
Plasminogenaktivatoren und Matrix-Metalloproteinasen in der Peritonealflissigkeit
nachgewiesen werden [39].

Die mit kombinierten oralen Kontrazeptiva zugefiihrten Steroide (Gestagen + Ostrogen)
hemmen Uber eine negative Ruckkopplung die Freisetzung von FSH und LH aus der
Hypophyse und hemmen dadurch die Ostrogenproduktion in den Ovarien. Die Pille
kann zyklisch oder im non-stop-Modus eingenommen werden. Maoglicherweise

profitieren Endometriosepatientinnen von einer non-stop-Einnahme der Pille. Durch die
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Amenorrhoe vermeidet man blutungsabhangige Beschwerden und reduziert evtl. sogar
auch die Rezidivrate.

Unter den oralen Gestagenmonopraparaten ist Desogestrel (z.B. Cerazette®) wegen
seiner guten ovariellen Suppression das Medikament der Wahl. Seit einiger Zeit ist
Dienogest (Visanne®) als Monopraparat zur Endometriosetherapie in Deutschland
zugelassen, die ovarielle Suppression scheint jedoch schlechter als die von
Desogestrel. Auch Gestagen-Depotpraparate sind fir die Therapie der Endometriose
geeignet. Die Levonorgestrel-haltige Spirale Mirena® findet Anwendung in der Therapie,
v.a. bei der Behandlung der Dysmenorrhoe durch Adenomyosis uteri. Problem der
Gestagenmonopraparate sind die relativ haufig auftretenden Durchbruchblutungen, die

nicht selten zum Abbruch der Therapie fuhren.

Zu den neuen Therapieansatzen zahlen die GnRH-Antagonisten, Antigestagene,
Aromatase-Inhibitoren und COX-2-Inhibitoren, welche sich zum Teil bereits in der
klinischen Erprobungsphase befinden.

GnRH-Antagonisten besetzen kompetitiv die GnRH-Rezeptoren in der Hypophyse und
fuhren zur sofortigen Suppression der gonadotropen Zellen. Dies flihrt zur Hemmung
der Ostrogenproduktion in den Ovarien. In Tierversuche zeigten die GnRH-
Antagonisten gute Wirksamkeit gegen Endometriose, die Wirkung scheint schneller und
verstarkt einzutreten als bei den GnRH-Analoga [38, 40]. Fir die Dauertherapie sind
diese Medikamente aber noch zu teuer.

Das Antigestagen Mifepristone (RU 486), ein selektiver Progesteron Rezeptor
Modulator (SPRM), ist ein Anti-Progesteron und Anti-Glykokortikoid. Es hemmt den
Eisprung und verhindert die Nidation durch Veranderung des Endometriums. Es
konnten in keiner Studie eine Regression der Endometrioseherde gezeigt werden,
allerdings stellte sich eine Schmerzreduktion unter der Therapie dar [38, 41].

Das Enzym Aromatase wandelt die frei zirkulierenden C19-Steroide in Ostrogen um.
Die Stromazellen der Endometriose sind im Gegensatz zum normalen Endometrium in
der Lage Aromatase zu bilden, was lokal zur erhéhten Ostrogenproduktion fiihren kann,
die damit das Fortschreiten der Endometriose férdern. Aromatase-Inhibitoren hemmen
diesen Vorgang [42-44], indem sie die lokale Ostrogenproduktion unterbinden.
Allerdings sind diese nur in Kombination mit zentral hemmenden Hormontherapien

anzuwenden.
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Die COX-2 ist ein mogliches Ziel neuer Behandlungsstrategien mit spezifischen COX-2-
Hemmern [45]. COX-2 ist in Endometriose Uberexprimiert. Zusatzlich kommt es zu einer
vermehrten Expression von COX-2 in Endometriosezellen unter Einfluss von
Ostrogenen. COX-2 fordert (ber Prostaglandin E, -Synthese die Bildung von
Aromatase. Aromtase fiihrt wie oben bereits erwéahnt zu einer Erhéhung von Ostrogen
und damit zur Aufrechterhaltung der Endometriose.

1.1.8.2 operative Therapie

Ziel der operativen Therapie ist die komplette Entfernung der sichtbaren
Endometrioseherde und Adhasionen sowie die Wiederherstellung der Anatomie des
kleinen Beckens. Dabei konnen die Herde reseziert oder destruiert werden. Die
Ovarendometriose in Form des Endometrioms erfordert die Extirpation der Zyste. Von
der Qualitat der Primaroperation hangt der weitere Krankheitsverlauf bzw.
Therapieerfolg ab [1]. Eine absolute Operationsindikation besteht in seltenen Fallen von
sekundaren Organschaden z.B. bei Darm- und Harnleiterstenosen. Da die
Endometriose eine gutartige Erkrankung ist, sollte die operative Radikalitdt und der
therapeutische Nutzen sinnvoll abgewogen werden. Bei den oft jungen Patientinnen, bei
denen die Familienplanung noch nicht abgeschlossen ist, wird ein Organerhalt
angestrebt. Meist kdnnen die operativen Ziele mit der Laparaskopie erreicht werden,
der Erfolg hangt mafRgeblich von dem Koénnen sowie der Erfahrung des Operateurs ab.
Therapie der Wahl bei Endometriosepatientinnen mit unerfulltem Kinderwunsch ist die
chirurgische Entfernung der Endometriose. Prospektive randomisierte Studien konnten
zeigen, dass bei Endometriose rASRM-Stadium | und |l die operative Entfernung zu
einer Verbesserung der Fertilitat fuhrt [49]. In fortgeschritteneren Stadien sprechen
Beobachtungsstudien ebenso fur eine Verbesserung der Fruchtbarkeit durch die
operative Entfernung.

Als letzte Therapieoption der endometriosebedingten Schmerzen steht die
Hysterektomie ohne Adnexentfernung, die jedoch nur im Falle der beendeten
Familienplanung in Betracht gezogen werden kann. Diese bietet v.a. eine Moglichkeit
zur Behandlung der Adenomyosis uteri [1]. Alternativ besteht die Moglichkeit der
Laparatomie, die allerdings mit einer verlangerten Krankenhausverweildauer und einer
erhdéhten Morbiditat der Patientinnen einhergeht.

Zentral fur die Diagnosesicherung ist die Probenentnahme und histologische
Begutachtung.

11
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1.2 COX-2 und VEGF in der Angiogenese

Fur die Entstehung und Progredienz der Endometriose erscheint die Angiogenese
entscheidend. In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen VEGF, einem
wichtigen Wachtumsfaktor fur GefalRe, und COX-2, einem Enzym der
Prostaglandinsynthese, untersucht. Hinweise zum Zusammenspiel zeigen sich in der
Untersuchung von Tumoren. Im Folgenden werden diese beiden Faktoren genauer

dargestellt.

1.2.1 Einflihrung in die Angiogenese

Die Ausbildung eines GefalRsystems ist Voraussetzung fur Wachstum und den Erhalt
eines Gewebs- und Organsystems.

Bei der Neovaskularisation unterscheidet man zwei unterschiedliche Begriffe:

Zum einen beschreibt die Vaskulogenese die Entwicklung des Gefallsystems wahrend
der Embryogenese aus endothelialen Vorstufen, sogenannten Angioblasten [83]. Die
Angiogenese hingegen beschreibt den Prozess der Neubildung von GefalRasten bei
bereits vorbestehenden Gefallen. Der Prozess der Angiogenese ist gut untersucht und
wird in mehrere Schritte unterteilt: Zunachst kommt es zur Degeneration der
Basalmembran der Endothelzellen, im weiteren Verlauf erfolgt die Proliferation und
Aussprossung der Endothelzellen in Richtung eines angiogenen Stimulus. Die
Degradation der Extrazellularmatrix erfolgt durch die Expression von Proteasen, so
dass es zur Einsprossung in das umliegende Gewebe kommt und sich neue
Gefalllumina bilden. Dieser Prozess wird durch das komplexe Zusammenspiel von
Wachstumsfaktoren, Rezeptoren, Zellmatrix- sowie Adhasionsmolekulen gesteuert [84].
Die Angiogenese ist Vorraussetzung fur physiologische Prozesse wie Wachstum,
Wundheilung und Organregeneration und ebenfalls Bestandteil im reproduktiven
System wahrend der Ovulation, Menstruation und der Entwicklung der Plazenta [85,
86].

Die deregulierte Angiogenese ist nachgewiesener Bestandteil der Pathogenese
verschiedenster Erkrankungen, wie rheumatoide Arthritis, Psoriasis, diabetischer
Retinopathie und v.a. auch beteiligt am Wachstum und Progression von Tumoren [86].
Die Angiogenese wird reguliert durch proangiogenetische und antiangiogenetische
Faktoren, welche die physiologische Balance zwischen Inhibition und Stimulation des

Gefallwachstums herstellen. Einer der wichtigsten proangiogenetischen Faktoren ist
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der vascular endothelial growth factor, VEGF. Andere Faktoren, welche ebenfalls neue
Gefalle generieren konnen, sind z. B. fibroblast growth factor FGF-1 und -2, hepatocyte
growth factor HGF, Angiopoitin 1 und 2, transforming growth factor TGF-a und -3, IL-8
und Prostaglandine [87]. Auch das Enzym COX-2 ist durch die Synthese von
Prostaglandinen an der Induktion der VEGF- Expression und damit an der Angiogenese
in Tumorgewebe beteiligt [110-112].

1.2.2 Cyclooxygenase-2 (COX-2)

1.2.2.1 Enzymcharakterisierung

Cyclooxygenase (COX) oder Prostaglandin Hy-Synthase (PGHS) ist ein
Schrittmacherenzym der PG-Synthese. Es katalysiert die ersten beiden Schritte in der
Biosynthese der Prostaglandine aus der Arachidonsaure. Die Cyclooxygenase (COX)
konvertiert als intrazellulare Prostaglandinsyntase in der Biosynthese der
Prostaglandine Arachidonsaure in Prostaglandin G, (PGG;). Mittels spezifischer
Isomerase werden aus dem instabilen PGG, Uber PGH, zellspezifisch Eicosanoide
gebildet: die Prostaglandine PGF,,, PGE; und PGD,;, Prostazyklin PGIl, und
Thromboxan Az (TXA2) [53].

Es existieren zwei gut charakterisierte Isoformen der Cyclooxygenase:
Cyclooxygenase-1 (COX-1) [54] und Cyclooxygenase-2 (COX-2) [55]. Inzwischen
wurden weitere Isoformen, COX-3 und partielle Proteine der COX-1, entdeckt, welche
vor allem zerebral und im Herzen vorkommen, deren genaue Funktion jedoch noch
nicht bekannt ist [66]. COX-1 und COX-2 sind in unterschiedlichen Genen auf
verschiedenen Chromosomen kodiert. Das COX-1-Gen ist auf Chromosom 9 lokalisiert
und das Gen fur COX-2 befindet sich auf Chromosom 1 [67, 68].

COX-1 wird in den meisten Zellen konstitutiv exprimiert [53]. Sie spielt als
,housekeeping enzym“ eine wichtige Rolle in der Vermittlung von physiologischen
Funktionen Uber die Bildung von zellspezifischen Prostaglandinen. Sie sind beteiligt an
der Durchblutung und Funktion der Niere [56], der Kontraktion der glatten Muskeln des
Gastrointestinaltraktes und des Uterus, der Zytoprotektion des Magens und der
Blutgerinnung [57, 58]. Ebenfalls spielen sie eine Rolle in der Entstehung von Schmerz

und Fieber.
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COX-2 hingegen wird in entzundlichen und neoplastischen Geweben durch Onkogene,
inflammatorische Zytokine (IL-1, EGF, TNF-a), Wachstumsfaktoren und Mitogene
induziert [59].

Phospholipid
Physiological Inflammatory
Stimuli: Stimuli:
FPhospholipase
Sites: Cytokines
Stomach Growth
. R . Fact
Platelets Arachidonic Acid aclors
Sites:
Macrophages
COX-1 COX-2 Tumours,
Constitutive Inducible other
Via
Prostaglandin
G:
PGD; PGE:; PGF,, PGl
TXA;

Abb. 4: Synthese der Prostaglandine [69]
COX: Cyclooxygenase

PG: Prostaglandine

TXA,: Thromboxan Az

In wenigen Organen wird die COX-2 konstitutiv exprimiert, so z. B. in Niere, Gehirn und
Ruckenmark. Ein Ausdruck fur die physiologische Bedeutung von COX-2 ist die
Tatsache, dass COX-2-knock-out-Mause schwere Nephropathien entwickeln und nicht
lebensfahig sind [60]. Weiterhin ist COX-2 an der Entwicklung des Thymus, der T-
Zelldifferenzierung [63], dem neonatalen Verschluss des Ductus arteriosus Botalli [64]
und der Regulation des Renin-Angiotensin-Systems und der glomerularen

Hamodynamik [65] beteiligt.
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Ebenfalls scheinen Fertilitat, Ovulation, Implantation und Aufbau der Plazenta von einer
funktionsfahigen Cyclooxygenase-2 abhangig zu sein [56, 61, 62]. COX-2 wird
konstitutiv in Endometrium, im Tubenepithel und in den Granulosazellen des Ovars
exprimiert. Im Endometrium konnte ein zyklisches Muster der COX-2-Expression mit
einer Hochregulation im sekretorischen Endometrium nachgewiesen werden. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass COX-2 in der Regulation der Implantation und

Ovulation eine Rolle spielt.

1.2.2.2 COX-2 und Neoangiogenese, Invasivitat und Proliferation

COX-2-Expression konnte bereits in vielen Karzinomen, unter anderem im Mamma-
und Kolonkarzinom, nachgewiesen werden [70, 71]. Bei Mammakarzinomen liel} sich
eine Korrelation zwischen der Expression von COX-2 und der Uberexpression von
HER2/neu (Human Epidermal Growth Factor Receptor) feststellen [70].

Die Konsequenz einer COX-2-Uberexpression ist die erhdéhte Produktion von
Prostaglandinen und in vielen Tumoren konnte eine hohe Konzentration von
Prostaglandinen (PG) festgestellt werden. Prostaglandine konnen als Mitogene wirken.
So stimulieren PGE4 und PGE; z.B. die Proliferation von Epithelzellen der Mamma.
Jedoch haben sie auch antiproliferativen Effekt auf das Immunsystem: so inhibiert PGE,
die T- und B-Zellproliferation und Zytokinsynthese. Diese prostaglandinvermittelte
Immunsuppression unterstutzt wiederum indirekt die Tumorgenese, indem das
Immunsystem das Wachstum des Tumors nicht limitiert.

COX-2-Uberexpression ist assoziiert mit Entzindung und verschiedenen
Zellfunktionsanderungen in Karzinomen wie Apoptoseinhibition, Proliferation, erhdhte
metastatische Potenz und Neoangiogenese in z.B. Mammakarzinomen [69]. Tumore,
welche COX-2 exprimieren, zeigen klinisch eine starkere Wachstums- und
Angiogenesepotenz, als Tumoren ohne COX-2-Uberexpression [72].

Daraus ergibt sich eine starkere Tumoraggressivitat und einer schlechteren Prognose
fur die Patienten [73].

Die Aktivitat der Cyclooxygenase kann mittels nichtsteroidaler Antirheumatika (NSAR)
bzw. NSAIDs (nonsteroidal anti-inflammatory drugs) wie Aspirin, Ibuprofen, Diclofenac
und Indometacin, welche haufig zur Therapie von Schmerzen und
Entzindungsprozessen eingesetzt werden, inhibiert werden. Diese Substanzen sind
nichtselektive Inhibitoren der COX-1 und -2 und konnen zu chemisch-toxischen
Gastritiden fuhren. Dieses Nebenwirkungsprofil gab Anlass zur weiteren Forschung
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nach selektiven COX-2-Inhibitoren wie Celecoxib, welche eine wesentlich geringere
ulzerogene Potenz als die klassischen NSAIDs, jedoch ahnlich gute tumorpraventive
Wirkung aufweisen [74, 75]. Es wurden einige Medikamente dieser Klasse vom Markt
genommen oder Anwendungsbeschrankungen erganzt, da es in mehreren grolien
Studien mit selektiven COX-2-Inhibitoren zu schweren kardiovaskularen Komplikationen
kam [76, 77].

Passend zu den 0.g. Beobachtungen zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der
Inzidenz von Kolonkarzinomen und der regelmaRigen Einnahme von NSAIDs [70]. Das
konnte mittlerweile auch fur selektive COX-2-Inhibitoren nachgewiesen werden. Bei
Mammakarzinomen zeigt sich eine ahnliche Korrelation. Ebenfalls lie3 sich bei der
familiaren adenomatdsen Polyposis (FAP) unter Einnahme von NSAIDs und selektiven
COX-2- Inhibitoren ein Ruckgang der Grolde, sowie der Anzahl der intestinalen Polypen
feststellen [70]. Dies alles deutet auf einen Zusammenhang zwischen der COX-2-

Expression und der Tumorgenese hin.

1.2.2.3 COX-2 in der Endometriose

Prostaglandine, welche mit Hilfe der Cyclooxygenase lokal produziert werden und in
Entzindungs- und Schmerzprozesse involviert sind, sind wichtig in der Pathogenese
der Endometriose. PGF,, und PGE; werden in Endometrioseherden verstarkt gebildet.
PGE, induziert direkt Schmerz, wohingegen PGF,, Uber Vasokonstriktion und
Uteruskontraktionen das Symptom der Dysmenorrhoe erklart [78]. Es lassen sich
héhere Mengen von Prostaglandinen in der Douglasflissigkeit von Patientinnen mit
Endometriose nachweisen [79]. Die COX bietet einen Angriffspunkt flr nichtselektive
COX-Inhibitoren, welche den Unterbauchschmerz bei Endometriose mildern konnen.
Ota et al. konnte erstmals eine Uberexpression von COX-2 in ovarieller Endometriose
im Vergleich mit eutopen Endometrium beobachten [80]. Dies konnte mittels RT-PCR
bestatigt werden [81]. Fagotti et al. konnte eine Uberexpression von COX-2 in ovariellen
Endometrioseherden im Vergleich mit rektovaginalen und peritonealen Herden
darstellen [82].

Ebenfalls zeigte sich eine erhohte Expression von COX-2 im Endometrium von
Endometriosepatientinnen, zusatzlich jedoch auch eine verminderte Apoptoserate [80].
PGE,, welches durch die Expression von COX-2 vermehrt gebildet wird, induziert die
Bildung von Aromatase [43]. Diese ist in Endometriose hoch exprimiert und zentraler
Baustein der lokalen Ostrogenproduktion in den Endometrioseléasionen. Somit férdert
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COX-2 die Entwicklung und den Fortbestand der Endometriose und bildet damit nicht
nur einen Ansatz fur Schmerztherapeutika, sondern eventuell sogar fur eine kausalen
Rezidivprophylaxe und Progressionshemmung der Endometriose. Aber wie genau
COX-2 die Zellfunktion in Endometriose andert ist noch nicht geklart. Mdglicherweise ist
COX-2 ahnlich wie in Tumoren an der Fahigkeit der Zellen zum invasiven Wachstum,
zur Proliferation und Angiogenese beteiligt.

1.2.3 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

1.2.3.1 VEGF-Familie

Die VEGF-Familie besitzt sechs Glycoproteinmitglieder, welche entscheidend mit an der
Angiogenese und Lymphangiogenese beteiligt sind: VEGF-A, -B, -C, -D, -E und die
Plazentawachstumsfaktoren PIGF-1 und -2 [88]. VEGF-A wurde am intensivsten
untersucht und besitzt aul’erordentliche Wichtigkeit fur die Angiogenese. VEGF-A
wurde erstmal 1983 von Senger et al. als gefalRpermeabilitatsregulierender Faktor
identifiziert und unter dem Namen vascular permeability factor (VPF) publiziert [89].
1989 konnte ein endothelialer Wachstumsfaktor durch Ferrera et al. isoliert werden und
erhielt dann den jetzt gebrauchlichen Namen VEGF [90]. Molekulargenetische

Untersuchungen zeigten, dass VEGF und VPF das gleiche Protein darstellen.

1.2.3.2 VEGF-A
VEGF-A ist ein heparinbindendes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 45 kD

[90]. VEGF-A lasst sich auf Grund unterschiedlicher Splicingvorgange in verschiedene
Isoformen unterteilen, von denen VEGF-As die Hauptisoform darstellt. Diese
Isoformen unterscheiden sich in der molekularen GroRe und in ihrer Fahigkeit an
Heperan-Sulfat-Proteogykanen auf der Zelloberflache zu binden [91]. VEGF-A wird auf

dem kleinen Arm des Chromosom 6 kodiert [92].

1.2.3.3 VEGF-Rezeptoren

VEGF-A vermittelt seinen angiogenetischen Effekt Uber verschiedene Rezeptoren. Zwei
spezifische Rezeptorsysteme wurden auf der Oberflache der Endothelzellen identifiziert
und als Tyrosinkinaserezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 charakterisiert [93]. Ebenfalls
gibt es einen VEGF-Rezeptor-3, der primar mit der Lymphangiogenese assoziiert ist
[94]. Die Mitglieder der VEGF-Familie haben unterschiedliche Bindungsaffinitaten zu

den verschiedenen Rezeptoren; so binden die VEGF-A-Isoformen an VEGFR-1 und -2,
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wahrend PIGF-1 und -2, sowie VEGF-B nur spezifisch an den Rezeptor VEGFR-1
binden. VEGF 5 interagiert weiterhin mit selektiven Corezeptoren, Neuropilin-1 und -2
(NRP) [88], welche von den Endothelzellen exprimiert werden (Abb.4).

VEGF-A VEGF-A VEGF-C VEGF-A"%

VEGF-B VEGF-C VEGF-D VEGF-B

PIGF-1,2 VEGF-D VEGF-E
VEGF-E PIGF-2

e benad bisnnnd nsed bissinisn ad Noainnd eia s e 7
odol 4584 18888048 |AALE | SALLLEL, | AL LY, QMEEE EEEEE

VEGFR-1  VEGFR-2 VEGFR-3 NRP-1
(Fit-1)  (KDR/Flk-1) (Fit-4)

Abb. 5: Bindungsspezifitat der verschiedenen VEGF-Familienmitglieder und deren

Rezeptoren [92]

1.2.3.4 Einblick in die Regulation der VEGF-Genexpression

Verschiedene Mechanismen uber die die VEGF-Genexpression reguliert wird sind
bekannt. Hypoxie reguliert die Expression von VEGF durch Optimierung der mRNA-
Transkription und -Stabilitat. Dies wird vermittelt durch den durch Hypoxie induzierten
Transkriptionsfaktor HIF-1. Ebenfalls fordert Gewebshypoxie die Hochregulation der
Rezeptoren VEGFR-1 und -2 [92].

Auch verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine sind an der Expression des
VEGF-Gen beteiligt. Dazu zahlen EGF (epidermal growth factor), TGF-a (transforming
growth factor), Keratinozytenwachstumsfaktor, IGF-1 und Zytokine wie IL-1 und IL-6
[95].

Auch einige Prostaglandine sind beteiligt an der Angiogenese in Tumoren durch die
Hochregulation von VEGF [96]. So zeigte sich eine Assoziation der an der Entstehung
der Prostaglandine beteiligten Cyclooxigenase-2-Expression und der Progression sowie
Angiogenese bei verschiedenen malignen Tumoren wie Kolon- [72] und
Mammakarzinomen [97].

Einige Onkogene wie src und ras und Tumorsuppressorgene wie p53, p73 sowie das

von Hippel Lindau (vHL)-Gen sind in die Regulation von VEGF involviert. So verhindern
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p53 und p73 die Transkription von VEGF und nehmen dadurch eine regulatorische
Funktion in der Angiogenese ein. Das Tumorsuppressorgen vHL fordert die Proteolyse
bestimmter Faktoren, unter Anderem auch von HIF-1, so zeigt sich bei Fehlen des vHL-
Gen bei klarzelligen Nierenkarzinomen, dass es trotz normooxigeniertem Zustand des
Gewebes zu einer Hochregulation von HIF-1 und damit zu einer
Expressionsverstarkung von VEGF kommt [92].

Eine hohe VEGF-Expression zeigt sich gehauft in verschiedenen endokrinen Organen
(Leydigzellen, Nebennierenrinde, Corpus luteum) oder Organen, die unter hormoneller
Regulation stehen (Ovarien, Uterus). So konnte gezeigt werden, dass die VEGF-
Expression und -Konzentration im Blut positiv mit der Ostrogenrezeptorpositivitat bei

Mammakarzinomen korreliert [92].

1.2.3.5 Wirkung von VEGF auf die Endothelzellen

Die Wirkung von VEGF auf die Endothelzellen zeigt sich in folgenden Punkten:
Permeabilitat der Gefél3e

Wie oben erwahnt wurde VEGF, noch bezeichnet als VPF (vascular permeability
factor), im Zusammenhang mit seiner Potenz der Permeabilitatssteigerung von
Gefallen entdeckt. VEGF ist der potenteste bekannte Induktor vaskularer Permeabilitat

und seine Potenz Ubersteig um ein Vielfaches die von Histamin [92].

Aktivierung von Endothelzellen

Die Wirkung von VEGF zeigt sich in der Veranderung der Zellmorphologie und
Zytoskelettstruktur, sowie in der Stimulation der Migration und des Wachstums der
Endothelzellen. Weiterhin vermittelt VEGF eine Vasodilatation Uber Stickstoffoxid (NO)
und Prostaglandine. Dies konnte nach Injektion von VEGF in Ratten gezeigt werden: es
kam zu Tachykardien, Hypotension und zu einer verminderten Auswurfleistung des
Herzen [88].

Proliferation
VEGF wirkt Uber die Stimulation von VEGF-2-Rezeptoren proliferationsfordernd auf die
Endothelzellen [93]. VEGF stellt damit ein hochspezifisches Mitogen der Endothelzellen

dar.
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Hemmung der Apoptose

In unterschiedlichen Endothelzellen in vivo und in vitro konnte gezeigt werden, dass
VEGF die Apoptose durch die Hochregulation von antiapoptotischen Proteinen wie z.B.
bcl-2 hemmt. Bei Fehlen von VEGF zeigte sich im embryonalen Mausmodell eine
exzessive Apoptose in den retinalen Gefallen, exogen zugefuhrtes VEGF hingegen
schitzte die Gefalde in der Embryoretina vor Apoptose [93].

Invasion und Migration

Der Abbau der Basalmembran ist Vorraussetzung fur die endotheliale Zellmigration und
Invasion und ein wichtiger friher Schritt in der Angiogeneseinduktion. VEGF induziert
einige Enzyme und Proteine, die wichtig sind zur Invasion und Migration der
Endothelzellen. Dazu zahlen die Matrixmetalloproteinasen und Plasminogenaktivatoren,
welche zu einer Degeneration der Extrazellularmatrix und der Basalmembran fuhren,
sodass die Endothelzellen in das umliegende Gewebe einsprossen und sich zu neuen

Gefallen formieren kdnnen [84, 93].

1.2.3.6. VEGF und Tumorgenese

Die Angiogenese ist Voraussetzung fir die Tumorzellproliferation und -invasion sowie
die Metastasierung. Sie sichert die Ernahrung der Zellen mit Sauerstoff und
Nahrstoffen, sowie den Abtransport von Abfallprodukten. Viele Tumoren exprimieren
daher Angiogenesefaktoren. Zum einen kommt es in der Peripherie des Tumors zu
einer erhdohten Hypoxie-unabhangigen VEGF-Expression durch aktivierte Onkogene,
die Teil der ras/MAP-Kinase-Signalkette sind und durch die Inaktivierung von
Tumorsuppressoren wie p53. Es kdnnen zusatzlich Hormone und Wachstumsfaktoren
beteiligt sein. Im Tumor selbst entstehen durch das stetige Wachstum hypoxische
Regionen, in denen hohe VEGF-A-Mengen nahe der nekrotischen Areale exprimiert
werden [98]. Die VEGF-A-Expression korreliert mit einer schlechten Prognose
verschiedener maligner Erkrankungen, so unter anderem bei Mamma-, Kolon-, Ovar-
und Zervixkarzinomen. Die Expression von VEGF-A-mRNA steht im Zusammenhang
mit der Dichte der Gefalle in einigen Tumoren, z.B. in Zervix- und Mammakarzinomen
[92]. Auch Tumormetastasen exprimieren VEGF und zeigen sogar oft eine hdhere
Expression als der Primartumor [92, 99]. Ebenfalls lassen sich erhohte Serum-VEGF-
Spiegel bei Patienten in fortgeschrittenen, metastasierten Tumorstadien feststellen.
Dies kann allerdings nicht als Screeningmethode herangezogen werden, da die VEGF-
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Konzentration ebenfalls vom Gerinnungssystem abhangig ist und damit die Festlegung
auf Normwerte erschwert wird [92].

Das alles zeigt, dass die Menge der von dem Tumor exprimierten VEGF-A im
Zusammenhang mit dem klinischen Outcome steht. Derzeit ist eine Quantifizierung von
VEGF in Tumoren noch keine Routine und es ist unsicher, ob eine solche klinisch
wertvoll und kosteneffektiv die Entwicklung und Prognose der Tumorerkrankung
individuell voraussagen kann [92].

Das Verstandnis von VEGF-A als Schllsselregulator der Angiogenese ist von
besonderem Interesse gerade in Hinblick auf das Potential fur die Therapie in der
Onkologie. Es verwundert nicht, dass viele der antiangiogenetischen Behandlungen
praklinisch und Klinisch ihren Fokus auf die Inhibition der VEGF-Kaskade legen.
Verschiedene Anti-VEGF-Strategien wurden untersucht: neutralisierende Antikorper
gegen VEGF oder VEGF-Rezeptoren, Thyrosin-Kinase-Inhibitoren oder auch Iosliche
VEGFR/VEGFR-Hybride [100, 101]. Weiterhin kann die Inhibition von verschiedenen
Regulatoren der VEGF-Expression und Produktion wie z. B. EGFR, HER-2, COX-2
oder HIF-1a als Strategie zur indirekten VEGF-Regulation und damit zur
Antiangiogenese herangezogen werden [93].

Bei Inhibition der Signaltubertragung durch VEGF konnte die Tumorangiogenese sowie
das Wachstum des Tumors gestoppt werden [100], somit konnte gezeigt werden, dass
VEGF sowie die Rezeptoren vielversprechende Ansatzpunkte fur eine
antiangiogenetische Therapie und damit fur die Therapie von malignen Erkrankungen
liefern. Die Antiangiogenese ist eine neue Alternative und Zusatz zur konventionellen
Krebstherapie [102]. Bereits flur die Krebstherapie zugelassen st der

Angiogeneseinhibitor Bevacizumab (Avastin®).

1.2.3.7 VEGF und Endometriose

Die Angiogenese ist in die Pathogenese der Endometriose involviert. Die Etablierung
eines versorgenden neuen GefalRnetzes ist fiir das Uberleben der Endometriosezellen
entscheidend. Jedes proliferative Gewebe ist jenseits einer Grofle von 0,15-0,25 mm
auf die Neubildung von Gefallen angewiesen [103]. 1997 postulierten Nisolle und
Donnez ein  Modell der Endometriosehistogenese, welches auf der
Transplantationstheorie  basiert. Die in die  Peritonealhohle  gelangten
Endometriumfragmente exprimieren erhoht VEGF-A bei Frauen mit Endometriose, dies

sorgt fir eine vermehrte Vaskularisation der anwachsenden Endometriumfragmente
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[104]. Es kommt zusatzlich zu einer Aktivierung der Makrophagen, die ihrerseits
Angiogenesefaktoren sezernieren [105]. Ebenfalls kommt es zu einer erhOhten
Sekretion von Matrixmetalloproteinasen, welche die Invasivitat der Endometriose
erleichtern und eine Voraussetzung flr die Neoangiogenese darstellen [84]. Bei
Endometriosepatientinnen weist das Douglassekret ein erhohtes angiogenetisches
Potential auf. Insbesondere in der Proliferationsphase zeigten sich erhohte VEGF-
Spiegel in der Peritonealflissigkeit [106]. Donnez et al. stellte eine erhohte VEGF-
Expression im eutropen Endometrium bei Endometriosepatientinnen im Vergleich zu

gesunden Frauen fest [107].

1.2.3.8 Zusammenspiel von VEGF-A und COX-2 in der Angiogenese

Es gibt Hinweise aus der Tumorforschung, dass COX-2 die Angiogenese mitreguliert.

In menschlichen Endothelzellen wird die Expression des COX-2-Gens u.a. durch
Hypoxie reguliert [108, 109], welche ebenfalls VEGF induziert [98]. Das
Expressionsmuster von VEGF und COX-2 stellte sich in Experimenten sehr ahnlich dar.
Bei COX-2-knock-out-Mausen zeigte sich im Kolonkarzinom eine verminderte
Expression von VEGF-mRNA und eine verminderte Gefaldichte [110]. Prostaglandine
konnen die VEGF-Expression regulieren. Dabei steigern sie die Expression von IL-6,
welches die Expression von VEGF hochreguliert. PGE; ist direkt mit der Expression und
Regulation von VEGF assoziiert [111]. Prostacyclin ist Schlisselregulator der VEGF
induzierten Gefallpermeabilitat [112]. Dies deutet alles auf einen wichtigen
Zusammenhang  zwischen der  COX-2-Aktivitat  und VEGF in der

Tumorangiogenesestimulation hin [110].
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1.3 Epitheliale mesenchymale Transition (EMT) und invasives

Wachstum

Endometriose kann invasiv und destruierend wachsen, diese Fahigkeit teilt sie mit
malignen Zellen. Die EMT konnte als Mechanismus fur die Invasivitat und
Metastasierung von Karzinomzellen nachgewiesen werden, moglicherweise spielt die
EMT auch in Endometriosezellen eine Rolle und bietet Erklarung fur das

Wachstumsverhalten. Im Folgenden wird die EMT dargestellit.

1.3.1 Definition der EMT

Die epitheliale mesenchymale Transition spielt eine wichtige Rolle bei der
Embryogenese und der Metastasierung sowie dem invasiven Wachstum von
Primartumoren [113]. Die EMT ist ein Prozess, bei dem epitheliale Zellen ihre Polaritat
und den Zell-Zell-Kontakt verlieren, es kommt zu starken Veranderungen des
Zytoskeletts [114]. Gleichzeitig werden mesenchymale Komponenten exprimiert, die es
den Zellen moglich machen, sich aus ihrem Zellverband zu I6sen, invasiv zu wachsen
(-invasion®), in den Kreislauf zu gelangen (,intravasation) und sich an anderen Orten
abzusiedeln (,extravasation“), dort zu proliferieren und Metastasen zu bilden
(,metastatic growth®) [115, 116]. Es kommt zu einer morphologischen Umgestaltung der
Zellen, sie bekommen mesenchymalen Charakter und exprimieren vermehrt N-
cadherin, Fibronectin, smooth muscle actin (SMA) und Vimentin. Epitheliale Zellmarker
wie E-cadherin, a- und y-Catenin werden hingegen herunterreguliert [113].

Der Verlust der Expression des Adhasionsmolekils E-cadherin war einer der ersten und
charakteristischen Veranderungen, die bei der EMT beschrieben wurden. E-cadherin ist
verantwortlich fur die Formation der Epithelien im Embryo, fur die epitheliale
Zellhomoostase und ist ein zentraler Faktor fur die stabile Zell-Zell-Adh&sion. Dieser
Verlust geht mit einer Erhéhung der Tumorinvasivitat in vitro sowie der Entstehung von
Karzinomen aus Adenomen im Tiermodell einher [114]. Die Expression korreliert invers
mit dem Tumorstadium.

Snail, Slug und Twist sind Transkriptionsfaktoren, die einen repressiven Effekt auf die
Expression von E-cadherin haben und damit mafRgeblich an der Induktion der EMT
beteiligt sind. Sie binden an E-box-Elemente im E-cadherin-Promoter und unterdricken
die Transkription des E-cadherin-Gens. Snail, ein ‘zinc-finger” transkriptionaler

Repressor, wurde als erster Transkriptionsfaktor, welcher an die E-box bindet,
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identifiziert. Twist, ein Mitglied der “basic helix-loop-helix’ (bHLH)-
Transkriptionsfaktorfamilie, konnte bereits in mehreren Karzinomen nachgewiesen
werden, u.a. im Endometriumkarzinom [117]. Hier korrelierte eine starke Expression
von Twist mit einer schlechten Prognose fur die Patientinnen. Die Arbeitsgruppe um
Prof. Weinberg konnte Twist ebenfalls in invasiv-lobularen Mammakarzinomen
nachweisen und mittels Suppression von Twist im Tierversuch einen Ruckgang der
Metastasierung in die Lunge darstellen [116]. Dies macht noch einmal deutlich, welchen
Stellenwert Twist und die anderen Transkriptionsfaktoren Snail und Slug
moglicherweise in der Induktion der EMT und damit bei der invasiven und
metastatischen Potenz von Karzinomen haben, welche ausschlaggebend fur die

Prognose ist.

1.3.2 Zelladhasion und EMT

Die Familie der zellularen Adhasionsmolekil (CAM) wird in 4 Hauptgruppen unterteilt:
Cadherine, Selektine, Mitglieder der Immunglobulinfamilie und Integrine. Bei den
Cadherinen lassen sich E-cadherin, P-cadherin und N-cadherin von einander
unterscheiden [118]. Cadherine sind Ca?*-abhangige, transmembrane Proteine, welche
zwischen Nachbarzellen adharente Verbindungen herstellen [119]. E-cadherin ist das
wichtigste epitheliale Cadherin und verantwortlich fir die stabile Verbindung zwischen
Zellen, es zahlt zu den Typ-1-Cadherinen: Es stellt Interaktionen zwischen Zellen
mittels Adhasionsbindungen zwischen einem oder mehreren Immunglobulindomanen in
ihrer extrazellularen Region her und verbinden die Aktinfilamente des Zytoskeletts
indirekt Uber a- und B-Catenin im Zytoplasma der Zellen. Die Adhasionsverbindungen
zwischen Zellen besteht also aus einem transmembranen Protein, E-cadherin,
intrazellularen Aktinflament-bindenden Proteinen, die Catenine, und Aktinfilamenten
[120].

Die EMT =zeigt sich durch eine reduzierte Expression von E-cadherin und einer
gleichzeitigen erhdhten Expression von N-cadherin. N-cadherin stellt ein schwaches
interzellulares Adhasionsmolekul dar, welches gehauft in Karzinomen hochreguliert wird
[114]. Der Switch von E-cadherin zu N-cadherin bedeutet folglich einen Verlust von
starken zugunsten von schwachen Zell-Zell-Verbindungen. N-cadherin  wird
normalerweise in nervalem Gewebe und Myokard exprimiert und funktioniert dort als
Adhasionsmolekul. N-cadherin-Expression in epithelialen Zellen kann unabhangig von
der Expression von E-cadherin die EMT einleiten und stimuliert die Zellmigration. Die
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aberante Expression von N-cadherin in verschiedenen Karzinomen wie dem
Mammakarzinom geht mit einer erhdhten Invasivitat, metastatischen Potenz und damit
schlechteren Prognose einher [121]. Twist induziert in einigen Karzinomen die

Expression von N-cadherin [122].

1.3.3 Zelladhasionsmolekille und deren Rolle in der Pathogenese der
Endometriose

Gaetje et al. (1997) demonstrierte in einer Studie, dass E-cadherin in Endometrium bei
Frauen mit Endometriose herunterreguliert ist, sowie einen Verlust von E-cadherin in
den Endomerioseherden [123]. Ebenfalls konnte in dieser Studie in vitro die Invasivitat
der Endometriosezellen in einem Kollagen-Gel-Invasions-Assay und deren
Vergleichbarkeit mit Karzinomzellen darstellen. Bei diesen benignen epithelialen Zellen
fehlte E-cadherin, welches als Supressor der Invasion in Karzinomen agiert [124]. Viele
Studien konnten zuvor zeigen, dass die metastatische Potenz von Karzinomzellen mit
der Abwesenheit, Mutation oder Dysfunktion des Adhasionsmolekiils E-cadherin
einhergeht. Diese Ergebnisse wurden ebenfalls in einer weiteren Studie bestatigt [125].

Weiterhin liel3 sich eine Reduktion des gesamten Adhasionskomplexes (E-cadherin, a-
und B-Catenin) in Endometrioselasionen nachweisen [126]. Fujimoto et al. konnten
zeigen, dass die mRNA-Expression von E-cadherin, a- und (-Catenin in
Endometriomen im Vergleich zu normalem Endometrium reduziert ist [127].

Hingegen konnte in anderen Studien keine Suppression der Expression von E-cadherin
in peritonealen Endometrioseherden gezeigt werden [128, 129].

In Epithelzellen der Adenomyosis uteri konnte eine reduzierte E-cadherin-Expression
sowie eine verstarkte Expression des mesenchymalen Markers Vimentin im Vergleich
zu eutopen Endometrium nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine Beteiligung der
EMT in der Adenomyosis uteri hin. Es zeigte sich eine negative Korrelation der E-
cadherin-Expression mit der gemessenen 17B-Ostradiol (E2)-Konzentration im Serum

bei Adenomyosis-Patientinnen [160].
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Endometriose ist eine benigne Erkrankung, teilt jedoch einige Charakteristika mit
malignen Tumoren, wie ein potentiell invasives Wachstum und eine metastatische
Potenz. Vorraussetzung fur das Wachstum von Endometrioseherden ist - wie bei
Tumoren - die Angiogenese. In verschiedenen soliden humanen Tumoren konnte eine
COX-2-Uberexpression mit einer Apoptosehemmung, einer erhéhten proliferativen
Aktivitat und metastatischen Potenz sowie Neoangiogenese assoziiert werden [69]. Die
Ergebnisse aus der Tumorforschung lassen vermuten, dass auch in der Endometriose
COX-2 ein wichtiger Regulator fur die Angiogenese ist. Interessanterweise konnte eine
Hochregulation des VEGF-A durch COX-2-abhangige Prostaglandine in verschiedenen
Zellen, u.a. auch in Endothelzellen nachgewiesen werden. Aber auch eine umgekehrte
COX-2-Induktion durch VEGF wurde in Endothelzellen nachgewiesen, die uber Protein-
Tyrosin-Kinasen vermittelt zu sein scheint [130].

Diese interessante gegenseitige Hochregulation von VEGF-A und COX-2 in Tumoren
konnte moglicherweise auch in der Angiogenese in Endometrioseherden von
Bedeutung sein.

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der COX-2 in Endometriosegewebe und deren
mogliche Bedeutung fur die Angiogenese in Endometrioseherden.

Der Zusammenhang von COX-2-Expression und Angiogenese wurde bis jetzt in den
verschiedenen Formen der Endometriose noch nicht untersucht. Deshalb soll in dieser
Studie die Korrelation der COX-2-Expression mit der Expression von VEGF-A naher
betrachtet werden, um zu sehen, ob COX-2 eine angiogenetische Funktion in der
Endometriose Ubernimmt. Dies wurde mittels Immunhistochemie an peritonealen,
rektovaginalen und ovariellen Herden der Endometriose untersucht. In den peritonealen
Lasionen wurde zwischen so genannten ,aktiven® rotlichen und ,inaktiven“ schwarzen
bis weilllichen Herden unterschieden. In den aktiven Herden lasst sich eine hohere
Gefalldichte nachweisen als in inaktiven Herden. Passend dazu konnte in aktiven
Herden ein hoherer Anteil an unausgereiften Gefallen mittels CD34 und a-smooth
muscle actin (SMA) nachgewiesen werden [131]. Dies spricht fur eine groere
angiogenetische Aktivitdt in den aktiven peritonealen Herden im Vergleich zu den
inaktiven peritonealen Herden. Die COX-2-Expression soll mit VEGF-A korreliert
werden unter der Annahme, dass eine gesteigerte COX-2-Expression in peritonealen

aktiven Herden mit hoher GefalRdichte im Gegensatz zu inaktiven Herden
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nachzuweisen ist. In unsere Untersuchung wurden ebenfalls das Stadium, die Therapie
sowie die Zyklusphase mit einbezogen. Zur genaueren Darstellung und Beurteilung der
Gefalke in der Umgebung der Endometrioseherde wurden exemplarisch
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen auf smooth muscle actin (SMA) und von-
Willebrandt-Faktor (vWF) angefertigt. VWF wird von Endothelzellen gebildet und ist an
dem Prozess der Blutstillung beteiligt. Er dient als Marker zur ldentifizierung von
Endothelzellen. SMA hingegen ist ein Marker fur Myofibroblasten, die nur in reifen
Gefalken vorkommen. Bei der Neoangiogenese lieen sich dann unreife Gefalde, d.h.
ohne bereits bestehenden glatten Muskelzellschicht, angezeigt durch SMA-Expression,
nachweisen.

Wie oben erwahnt teilt die Endometriose weitere Merkmale mit malignen Vorgangen:
die Invasivitat und metastatische Potenz. Die EMT beschreibt einen Prozess, indem
polarisierte Epithelzellen sich zu motilen mesenchymalen Zellen entwickeln. Dies ist
eine Voraussetzung fur invasives Wachstum und Metastasierung. Es konnte bereits in
mehreren malignen Tumoren die Beteiligung der EMT an der Invasivitat und
Metastasierung nachgewiesen werden, dies soll nun in der Endometriose untersucht
werden. Der Nachweis der an der EMT beteiligten Faktoren wie die
Transkriptionsfaktoren Twist, Snail und Slug sowie die veranderte Expression von den
Adhasionsmolekile E- und N-cadherin wirde eine mogliche Erklarung fur die Adhasion
der durch retrograde Menstruation in die Bauchhdhle gelangenden
Endometriumfragmente an das Peritoneum, die Invasivitat und die metastatische
Potenz der Endometriose bieten. Dazu wurden immunhistochemische Farbungen sowie
RT-PCRs zum Nachweis der Faktoren in Endometrioseherden angefertigt. Weiterhin
wurden als Kontrollgruppe Endometriumproben sowohl von Endometriosepatientinnen,
als auch von Patientinnen ohne Endometriose, die auf Grund eines Uterus myomatosus
therapiert wurden, auf die EMT-Faktoren mittels Immunhistochemie und RT-PCR
untersucht. Die Faktoren wurden miteinander korreliert, in der Vermutung, dass die
Transkriptionsfaktoren in der Endometriose ahnlich wie bei malignen Prozessen
exprimiert werden und zu einer reduzierte Expression von E-cadherin sowie einer
erhohten Expression von dem mesenchymalen Marker N-cadherin fuhren. Weiterhin

soll ebenfalls das Stadium, die Therapie sowie die Zyklusphase mit einbezogen werden.
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1.5 Fragestellungen

1. Wird COX-2 in peritonealer, rektovaginaler und ovarieller Endometriose
exprimiert?

2. Wird VEGF-A in peritonealer, rektovaginaler und ovarieller Endometriose
exprimiert?

3. Korreliert die Expression von VEGF-A und COX-2 in Endometriose miteinander
und bietet damit einen Hinweis auf den Einfluss von COX-2 auf die Angiogenese?

4. Steht die Expression von VEGF-A bzw. COX-2 im Zusammenhang mit den
erhobenen klinischen Parametern: Stadium der Erkrankung, hormonellen Therapie und
Zyklusphase?

5. Welche proliferative Aktivitat ermittelt anhand der Expression von Ki-67 zeigt die
Endometriose?

6. Korreliert die Expression von VEGF-A bzw. COX-2 mit der Proliferationsrate der
Endometriosezellen dargestellt durch KI-67-Anfarbung ?

7. Korreliert die Expression von VEGF-A bzw. COX-2 mit dem Aktivitatsgrad der
Endometriose?

8. Zeigen sich neugebildete Gefalde in der Umgebung der Endometrioseherde mit
erhohter COX-2-Expression?

9. Lassen sich die EMT-Faktoren Twist, Snail, Slug, E- und N-cadherin in der
Endometriose nachweisen und bietet der Nachweis der Beteiligung der EMT eine
mogliche Erklarung fur das invasive Wachstum und die metastatische Potenz der
Endometriose?

10. Stehen diese EMT-Faktoren in der Endometriose miteinander in
Zusammenhang?

11. Lassen sich die EMT-Faktoren Twist, E- und N-cadherin in Endometrium
nachweisen?

12.  Zeigen sich Unterschiede der Expression der EMT-Faktoren in Endometriose
und Endometrium?

13.  Wie unterscheidet sich die Expression der EMT-Faktoren im Endometrium von
Patientinnen mit und ohne Endometriose?

14. Zeigen sich Korrelationen zwischen den Faktoren der EMT und den erhobenen

klinischen Parametern: Stadium, hormonelle Therapie und Zyklusphase?
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2. Methodik

2.1 Patientinnen

Die Patientinnen wurden aufgrund einer bestehenden Symptomatik wie
Unterbauchschmerzen, Dysmenorrhoe, Dyspareunie, Dyschezie oder Infertilitat in der
Klinik fur Gynakologie, Campus Benjamin Franklin, Charité Berlin laparaskopiert oder
laparatomiert. Alle Patientinnen waren pramenopausal. Die Zyklusphase wurde durch
Korrelation des angegebenen letzten Menstruationsdatums sowie der histologischen
Begutachtung des entnommenen Endometriums ermittelt. Die Phasen wurden eingeteilt
in eine menstruelle (1.-4.Tag), proliferatorische (5.-14. Tag) und sekretorische (14.-31.
Tag) Zyklusphase. Die Stadieneinteilung der Endometriose erfolgte mittels der
Klassifikation der American Society of Reproductive Medicine (rASRM). Die Angaben
zu klinischen Daten sind in Tabellen im Anhang (Anhang 1-5) zusammengefasst. Die
Endometriumproben wurden durch Kirettagen bzw. Hysterektomien gewonnnen, diese
Proben stammen sowohl von Patientinnen mit Endometriose, als auch von
Patientinnen, die auf Grund eines Uterus myomatosus in der Klinik fur Gynakologie,
Campus Benjamin Franklin, Charité Berlin therapiert wurden.

Fir die immunhistochemische Untersuchung zur Angiogenese wurden 82 Proben von
82 Patientinnen eingeschlossen, dabei handelt es sich um 40 peritoneale, 22 ovarielle
und 20 rektovaginale Endometrioselasionen. Bei 47 Proben haben die Patientinnen
keine hormonelle Therapie erhalten, 30 hingegen wurden hormonell behandelt; bei 18
Proben nahmen die Patientinnen orale kombinierte Kontrazeptive ein, bei 7 Proben
Gestagenmonopraparate und bei 5 Proben GnRH-Analoga.

Zur Immunhistochemie zur EMT wurden 40 Proben von 40 Patientinnen einbezogen; 9
peritoneale, 9 ovarielle, 9 rektovaginale Endometrioseproben, sowie 7 Endometrium-
proben von Frauen mit Endometriose und 6 Endometriumproben von Frauen ohne
Endometriose. Dabei lag bei 24 Proben keine hormonelle Therapie der Patientinnen
vor, bei 16 Proben lag eine hormonelle Behandlung vor (GnRH-Analoga: n=1, orale
kombinierte Kontrazeptiva/Gestagen: n=15).

Zur Untersuchung der EMT-Faktoren mit RT-PCR wurden 15 Endometrioseproben von
14 Patientinnen verwendet; 3 peritoneale, 6 ovarielle, 5 rektovaginale, sowie 1
Adenomyosis-Gewebeprobe. 8 Patientinnen erhielten keine hormonelle Behandlung, 5
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Patientinnen nahmen hormonelle Medikamente ein (GnRH-Analoga: n=1, orale
kombinierte = Kontrazeptiva/Gestagen: n=1, Gestagenmonopraparate: n= 2,
Aromataseinhibitoren: n=1).

Zur Untersuchung der EMT-Faktoren in Endometrium mittels RT-PCR wurden 7 Proben
von 7 Patientinnen ohne hormonelle Therapie verwendet.

Fur die Western Blot-Analyse wurden Primarzellen von 2 ovariellen, 4 rektovaginalen
und 1 peritonealen Endometrioselasion verwendet, alle Proben wurden wahrend der

proliferativen Zyklusphase entnommen.

2.3 Immunhistochemie und Immunfluoreszenz an Gewebeschnitten

2.3.1 Probengewinnung

Far die immunhistochemischen Untersuchungen wurden peritoneale
Endometrioselasionen,  Endometriosezysten des Ovars und rektovaginale
Endometrioseherde sowie Endometriumproben einbezogen, in 4 %iger Formalinldsung
fur 12 Stunden fixiert und in Paraffin eingebettet. Die weitere Untersuchung der
Gewebeproben wurde von der Ethikkommission der Charité vorab genehmigt und unter
folgender Nummer registriert: EA4/026/06. Die Patientinnen waren mit der

Untersuchung der Proben einverstanden.

2.3.2 Herstellung von Gewebeschnitten

Far die Untersuchungen zur Lokalisation von Antigenen im Endometriosegewebe
wurden Paraffinschnitte verwendet. Das Gewebe wurde dazu in Formalin fixiert und
anschlieBend in Paraffin eingebettet. Von den Paraffinblocken wurden mit dem
Mikrotom HM 400R (MICROM International GmbH, Walldorf) 2-5 pm dicke
Stufenschnitte angefertigt und auf Objekttrager SuperFrost® Plus (Menzel-Glaser,
Braunschweig) aufgebracht werden. Diese Schnitte wurden uber Nacht bei 37° C
getrocknet und dann bei Bedarf mehrere Wochen bei 4 ° C gelagert oder sofort fur die

Immunhistochemie und Immunfluoreszenz verwendet.

2.3.3 Entparaffinierung
COX-2, VEGF, Twist, N-cadherin:

Nach vollstandigem Trocknen und Koagulation des Eiwei3es im Trockenschrank (Ehret,

Emmendingen) bei 60°C fur 120 Minuten wurden die Paraffinschnitte zum Herauslosen
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des Paraffins 2 mal 5 Minuten in Xylol (J.T. Baker, Deventer, Holland) gestellt. Danach
wurden sie jeweils 10 Minuten in Aceton (J.T. Baker, Deventer, Holland), in Aceton-Tris
Puffer Gemisch (1:1) und schlieBlich in Tris-Puffer rehydriert (Tab. 1).

Komponente Inkubationsgange/-
dauer

Xylol 2x5min

Aceton 1x10min

Tris-Aceton 1x10min

Tris 1x10min

Tab. 1: Entparaffinierung

E-cadherin, Snail, Slug:
Die getrockneten Paraffinschnitte wurden entparaffiniert mit Xylol und in absteigender
Alkoholreihe und Aqua dest. rehydriert (siehe Tab. 2).

Komponente Inkubationsgange/-
dauer

Xylol 3x5min

Absoluter Alkohol 2x7min

96 % Alkohol 1x5min

70 % Alkohol 1x5min

Aqua dest. -

Tab. 2: Entparaffinierung durch absteigende Alkoholreihe

2.3.4 Antigen-Demaskierungsverfahren an Gewebeschnitten

Zur Antigen-Demaskierung wurde eine Vorbehandlung der Schnitte im Dampfgarer
durchgefuhrt. Bei diesem Verfahren wurden die Schnitte auf den Objekttragern
SuperFrost® Plus (Menzel-Glaser, Braunschweig) in 0,1 M Citratpuffer, pH 6,0 gestellt
und fur 40 Minuten gekocht. Fur die Anfarbung von Twist und N-Cadherin wurden die
Schnitte in ,Target retrieval solution®, pH 9.0 (DakoCytomation, Glostrup, Danemark)
gekocht. Fur die Anfarbung von E-Cadherin, Snail und Slug wurden die Schnitte in 0,01
% EDTA-L6sung, pH 8,0, fir 5 min bei 800 W dann fur 6 min bei 200 W in der
Mikrowelle gekocht. Danach wurden die Gewebeschnitte 20 Minuten bei Raum-
temperatur im Citratpuffer, bzw. in ,Target retrieval solution®, bzw. in 0,01 % EDTA-
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Losung Dbelassen, bevor dann mit der immunhistochemischen oder der

Immunfluoreszenzfarbung fortgefahren werden konnte.

2.3.5 Immunhistochemie

Das Prinzip der Immunhistologie beruht auf der Anfarbung der als Antigen agierenden
Strukturen durch Kopplung mit Antikdrper-Farbkomplexen. Die Anfarbung wird
mikroskopisch beurteilt und als Korrelat zur Expression der untersuchten Faktoren

gewertet.

2.3.5.1 Cyclooxygenase-2 (COX-2)

Endogenes Biotin wurde mittels einer Inkubation mit Avidin und Biotin (Avidin-Biotin-
Blocking-System: DAKO Cytomation, Glostrup, Danemark) geblockt und anschlie3end
wurden die Schnitte mit TBS gewaschen. Weiterhin wurden die Gewebeschnitte mit
fetalem Kalberserum (FKS) (Biochrom, Berlin) fir 30 Minuten vorinkubiert, um
unspezifische Bindungen zu vermeiden. Das Uberschiussige FKS wurde abgetropft und
der primare Antikorper, ein monoklonaler Maus-anti-COX-2-Antikorper (Cayman
Chemical, USA), wurde in einer Verdiinnung von 1:500 in ,Dako® Antibody Diluent with
Background Reducing Agent® (DakoCytomation, Glostrup, Danemark) aufgetragen und
uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach Spulen der Schnitte mit
TBS wurde der sekundare biotinylierte Kanninchen-anti-Maus-Antikorper (Dianova,
Hamburg, Deutschland) in einer Verdunnung von 1:400 fur 40 Minuten bei
Raumtemperatur auf die Schnitte aufgebracht. Nach Spulen mit TBS wurden die
Schnitte mit Streptavidin-AP-Konjugate (1:400) fir 40 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

Nach erneutem Waschen mit TBS wurde die Antigenbindung mit dem Fuchsin
Substrate-Chromogen System (DakoCytomation, Glostrup, Danemark) visualisiert.
AbschlieRend wurde mit Mayers Hamalaunlésung (Merck, Darmstadt, Deutschland) flr
30 Sekunden gegengefarbt und die Schnitte in Kaisers Glyceringelantine (Merck,
Darmstadt, Deutschland) eingedeckelt.

Bei den Negativkontrollen wurde der Primarantikorper durch TBS ersetzt. Als
Positivkontrolle dienten Gewebeschnitte von menstruierendem Endometrium. Die

Auswertung der Farbung wurde von zwei unabhangigen Untersuchern mit einem
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Axiophot Miskroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) vorgenommen und mit der
Canon Power Shot G5 (Canon Deutschland GmbH, Krefeld) fotografiert.

2.3.5.2 VEGF (vascular endothel growth factor)

Die Behandlung der Schnitte gleicht der immunhistochemischen Farbung von COX-2.
Als primare Antikérper wurde rabbit-anti-VEGF (Neo Markers, England) in einer
Verdiinnung von 1:100 in ,Dako® Antibody Diluent with Background Reducing Agent,
(DakoCytomation, Glostrup, Danemark) auf die Paraffinschnitte aufgetragen und Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Als sekundarer Antikorper wurde ein biotinylierter Maus-anti
Kanninchen-Antikorper (Dianova, Hamburg, Deutschland), 1:400 far 40 Minuten,
verwendet. Als Positivkontrolle wurde ein Hamangiom bzw. ein Kardiakarzinom

verwendet.

2.3.5.3 Twist

Die Behandlung der Schnitte gleicht der immunhistochemischen Farbung von COX-2. In
einer Verdiinnung von 1:500 in ,Dako® Antibody Diluent with Background Reducing
Agent® (DakoCytomation, Glostrup, Danemark) wurden die Schnitte mit dem
Primarantikorper Kanninchen-anti-Twist (Santa Cruz Biotechnology) uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Als sekundarer Antikdrper wurde ein biotinylierter Maus-anti-Kanninchen-
Antikérper (Dianova, Hamburg, Deutschland), 1:400 fir 40 Minuten, verwendet. Als

Positivkontrolle wurde Endometriumkarzinomgewebe verwendet.

2.3.5.4 N-cadherin

Die Behandlung der Schnitte gleicht der immunhistochemischen Farbung von COX-2.
Der Primarantikorper Ziege-anti-N-cadherin (Santa Cruz Biotechnology) wurde in einer
Konzentration von 1:300 in ,Dako® Antibody Diluent with Background Reducing Agent"
(DakoCytomation, Glostrup, Danemark) auf die Schnitte aufgebracht und Uber Nacht
bei 4°C inkubiert. Als sekundarer Antikorper wurde ein biotinylierter Kanninchen-anti-
Ziege-Antikorper (DakoCytomation, Glostrup, Danemark), 1:400 fur 40 Minuten,

verwendet.
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2.3.5.5 KI-67

Der monoklonale Primarantikorper gegen Ki-67 (DakoCytomation, Glostrup, Danemark)
wurde in einer Konzentration von 1:2000 auf die Schnitte aufgetragen und anschlieRend
mit der APAAP (Alkalische Phosphatase-anti-Alkalische Phosphatase)-
Detektiermethode (DakoCytomation, Glostrup, Danemark) sichtbar gemacht.

Diese immunhistochemische Farbung sowie die Beurteilung der Schnitte wurden von
der Abteilung fur Pathologie, Charité, Campus Benjamin Franklin freundlicherweise zu
Verfugung gestellt.

2.3.5.6 E-cadherin

Die endogene Peroxidaseaktivitat wurde mit 1 % hydrogener Peroxidase in Aqua dest.
fur 25 min geblockt. Danach wurden die Schnitte mit Aqua dest. und schlief3lich flr Smin
in PBS und 0,1% Tween gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu blockieren
wurden die Schnitte mit Power Block (BioGenex, San Ramon, Kanada) fur 5 min
inkubiert. Anschlieliend wurden die Schnitte mit dem primaren Antikdrper Kanninchen-
anti-E-cadherin (Santa Cruz Biotechnology) in einer Konzentration von 1:100 in PBS fur
30 min bei 37°C inkubiert. Nach dem dreimaligen Waschen mittels PBS-Tween folgte
die Inkubation der Schnitte mit biotinyliertem Ziege-anti-Kanninchen-Antikorper (Santa
Cruz Biotechnology), 1:200, fur 30 min bei 37°C. Nach erneutem Waschen mit PBS-
Tween wurde ein peroxidasekonjugierter Avidin-Biotin Komplex (KPL, Gaithersburg,
MD) fur 30 min bei 37°C aufgetragen. Zur Visualisierung der Antigenbindung wurde
nach dem Spulen mit TBS 3,3 -Diaminobenzidine (DAB) (Sigma, Deutschland) genutzt.
Die Gegenfarbung erfolgte mittels Mayers Hamalaunlosung (Merck, Darmstadt,
Deutschland) fir 30 Sekunden. Es folgte die Entwasserung mittels aufsteigender
Alkoholreihe und Xylol bevor die Schnitte mittels RotiHisto-Kitt (ROTH) eingedeckelt

wurden. Bei den Negativkontrollen wurde der Primarantikorper durch TBS ersetzt.

2.3.5.7 Snail

Die Methodik gleicht der immunhistochemischen Anfarbung von E-cadherin (2.3.5.6).
Die Konzentration des primaren Antikdrpers Kanninchen-anti-Snail betrug 1:50 in PBS
fur 30 min bei 37°C. Der sekundare Ziege-anti-Kanninchen-Antikorper, 1:200, wurde flr

ebenfalls fir 30 min bei 37° auf die Schnitte aufgetragen.
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2.3.5.8 Slug

Die Behandlung gleicht dem Vorgehen bei der Anfarbung des E-cadherins (2.3.5.6). Die
Schnitte wurden mit dem Ziege-anti-Slug Antikorper, 1:50 in PBS, fur 30 min bei 37°C
inkubiert und nach dem Waschen mit PBS-Tween mit dem sekundare Ziege-anti-
Kanninchen-Antikdrper, 1:200 fir 30 min bei 37°C weiterbehandelt.

2.3.5.9 Beurteilung der immunhistochemischen Farbung

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mindestens zweimal zu verschiedenen
Zeitpunkten sowie von unabhangigen Gutachtern beurteilt und mittels eines Scores
eingeteilt; 0: keine Anfarbung, 1+: schwache Anfarbung, 2+: moderate Anfarbung,

3+: starke Anfarbung.

Bei der Auswertung wurden nur Schnitte bericksichtigt, die sowohl Drusen- als auch
Stromazellen enthielten und damit den gangigen pathologischen Kriterien fur die

Endometriose entsprachen.

Dabei wurden die Membran, die Kerne und das Zytoplasma der Epithelzellen und
Stromazellen getrennt voneinander beurteilt.
Die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 erfolgte in %-Angaben der gefarbten

Zellen.

2.3.6 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenzmikroskopie ist ein Verfahren zur Lokalisierung von Proteinen.
Dabei werden spezifische, gegen ein bestimmtes Protein gerichtete Antikdrper mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Wenn der Antikérper an das passende Antigen
gebunden hat, kann dessen Lokalisierung durch Nachweis des Fluoreszenzlichts
ermittelt werden. Je nach Vorbehandlung des Probenmaterials lassen sich sowohl
intrazellulare als auch auf Zelloberflache gebundene Proteine mit dieser Methode
erfassen. Neben der Untersuchung von Gewebsschnitten kdnnen auch lebende Zellen

analysiert werden.

2.3.6.1 VEGF und COX-2

Die Gewebsschnitte wurden nach der Entparaffinierung (siehe Methode bei COX-2-
Immunhistochemiefarbung, 2.3.5.1) und der Antigen-Demaskierung 30 min in ,DAKO

Serum free blocking® (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) vorinkubiert, um
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unspezifische Bindungen abzublocken. Nach mehrmaligem Waschen mit TBS erfolgt
die Inkubation mit einem Gemisch der primaren Antikorper gegen COX-2 und VEGF mit
1,5 % FKS uber Nacht bei 4°C. Der primare COX-2-Antikorper (Cayman chemicals,
USA) wurde in einer Konzentration von 1:500, der VEGF-Antikérper (Neo Markers,
England) in einer Verdunnung von 1:100 in ,Antibody-diluent” (DakoCytomation,
Glostrup, Danemark) auf die Proben aufgetragen.

AnschlieRend wurde 3x mit TBS gewaschen, bevor dann die Zellen fur 1 h mit dem
Gemisch der beiden Sekundarantikdrper Cy™-2-konjugierten-Fab'2 Fragment Ziege-
anti-Maus (Dianova, Hamburg, Deutschland) und Rhodamine Red™-X-konjugiertes 1gG
Esel-anti-Kanninchen (Dianova, Hamburg, Deutschland) in einer Verdinnung von 1:100

bei Raumtemperatur inkubiert wurden.

2.3.6.2 smooth muscle actin (SMA) und von-Willebrandt-Faktor (VWF)

Nach der Entparaffinierung (siehe Methode der COX-2-Farbung, 2.3.3) folgte die
Inkubation mit Proteinase K ready to use (DakoCytomation, Glostrup, Danemark) far 3
min gefolgt von der Antigen-Demaskierung fur 30 min in ,DAKO Serum free blocking®
(DakoCytomation, Glostrup, Danemark). Danach erfolgte zuerst der Auftrag des
primaren Antikorpers gegen SMA mit 1,5 % FKS fur 1 Stunde bei Raumtemperatur.
Nach dem Spulen mit Tris wurden die Schnitte mit dem primaren Antikorper gegen vWF
mit 1,5 % FKS uber Nacht bei 4°C inkubiert. Der SMA-Antikorper (DAKO, Glostrup,
Danemark) wurde in einer Konzentration von 1:50, der vWF-Antikérper (SIGMA,
Deutschland) in einer Verdinnung von 1:1000 in ,Antibody-diluent” (DakoCytomation,
Glostrup, Danemark) auf die Proben aufgetragen.

Nach dreimaligem Waschen mit TBS, wurden die Schnitte mit dem Gemisch aus Cy™-
2-konjugierten-F-(ab)2 Fragment Ziege-anti-Maus (Dianova, Hamburg, Deutschland)

dTM

und Rhodamine Red ™-X-konjugiertes IgG Esel-anti-Kanninchen (Dianova, Hamburg,

Deutschland) in einer Verdunnung von 1:100 fur 1 Stunde inkubiert.

Weiters Vorgehen bei beiden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen:

Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellkerne mit DAPI (Sigma,
Deutschland) in einer Verdinnung von 1:1000 fur 10 min angefarbt, erneut dreimal mit
PBS gewaschen und mit Fluoromount-G eingedeckelt.
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Die Detektion der Proteine erfolgte mit dem Immunfluoreszenzmikroskop (Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) bei einer 40-100fachen Vergrof3erung.

2.4  Zellkultur

2.4.1 Zelllinien

Fir die Untersuchungen wurde die Endometriosezelllinie 12Z verwendet, die uns von
Frau Prof. Anna Starzinski-Powitz, Johann-Wolfgang von Goethe-Universitat, Frankfurt
a.M., freundlicherweise zur Verfugung gestellt wurde. Diese Zelllinie wurde in
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) (Biochrom, Berlin), unter Zusatz von 10 %
fetalem Kalberserum (FKS) (Biochrom, Berlin), 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S)
(Biochrom, Berlin) und 1 % L-Glutamin (Biochrom, Berlin), bei 37°C und 5 % CO.-
Begasung kultiviert.

2.4.2 Gewinnung und Kultivierung von primaren Endometriosezellkulturen

Direkt nach der operativen Entnahme wurde das Endometriosegewebe unter sterilen
Bedingungen in Kulturmedium, bestehend aus Dulbecco’s modified Eagle Medium
(DMEM), 10 % fotalem Kalberserum (FKS), 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) und 1 %
Glutamin, gegeben. Zur Primarkulturherstellung wurden das Endometriosegewebe
zunachst mit phosphategepufferter Salzlésung (PBS) (pH 7,4) gewaschen, dann
zerkleinert und die Gewebesuspension mit 20ml Enzymmix, bestehend aus 1,5 U/l
Dispase (Roche, Grenzach-Whylen, Deutschland) und 0,25 % Collagenase A (Roche,
Grenzach-Whylen, Deutschland) in PBS, versetzt. Das Gewebe wurde bei
Raumtemperatur fir 6 Stunden verdaut. Im Anschluss wurde der Gewebeansatz mit
20ml Kulturmedium verdunnt und fur 10 min bei 1800 rpm zentrifugiert. Danach wurden
die vereinzelten Zellen in Kulturmedium resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser
Waschvorgang wiederholte sich noch zweimal. Die Primarzellen wurden in DMEM mit
4,5g/l Glukose (Biochrom, Berlin), 10 % FKS (Biochrom, Berlin), 1 % Penicillin/
Streptomycin (Biochrom, Berlin) bei 37°C und 5 % CO,-Begasung ausgesat und
kultiviert.

2.4.3 Passagierung

Nachdem ein Konfluenzgrad von ca. 80-90 % erreicht war, wurden die Zelllinie 12Z mit
PBS gespdlt und mit je 2 mL Trypsin/EDTA (0,05 %/ 0,02 %) Lésung pro Kulturflasche
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(75 cm?) bis zum Abldsen der Zellen im Brutschrank inkubiert. Durch Zugabe von
Kulturmedium wurde die Enzymreaktion gestoppt. Die Zellen wurden mit einer Pipette
mechanisch abgeldst, vereinzelt und resuspendiert. Die 12Z wurden in Flaschen mit
Kulturmedium ausgesat (Gesamtvolumen 15 mL). Die Passagierung erfolgte jeweils
von einer auf vier Kulturflaschen.

Die Endometrioseprimarzellen wurden nicht passagiert, da sie sonst ihre
Ostrogenrezeptoren verlieren. Sie konnten maximal 7 Tage in Kultur gehalten werden.
Danach verdrangen die Stromazellen die Epithelzellen und der Mischkulturcharakter

geht verloren.

2.5 Western Blot

Das Western-Blot-Verfahren beruht auf der elektrophoretischen Auftrennung von
Proteinen. Grundlegend dafur ist die aus der Proteingrole resultierende
unterschiedliche elektrische Ladung der Molekule. Die Proteine kénnen anschlie3end
durch die Ankopplung von markierten spezifischen Antikérpern sichtbar gemacht
werden. Damit kann das Vorkommen bestimmter Proteine bekannter Grofe in

Zellkulturen untersucht werden.

2.5.1 Zelllyse fur Western Blot

Die Endometriose-Primarzellkulturen wurden zunachst 3x mit PBS gespult und
anschlieBend mit Lysepuffer fir 20 min unter leichtem Schitteln behandelt. Hierbei
wurde fur die Primarzellen der ,Mammalian Protein Extraction Buffer” (300ul) (Pierce,
Rockford, IL, USA) verwendet. Danach wurden die Proben mit einem Zellschaber von
der Kulturflasche abgekratzt und durch Aufsaugen und Ablassen mit einer 1mL-
Eppendorf Pipette mechanisch homogenisiert. Durch anschlielRendes Zentrifugieren
(15000 Umdrehungen / min) bei 8 °C flr 15 min kam es zur Abtrennung der I6slichen
Proteinfraktion von Zelltratmmern und Abbauresten (Pellet). Das Lysat konnte nun bei —

80 °C gelagert werden.

2.5.2 Proteinbestimmung

Alle Proben missen auf die gleiche Gesamtproteinkonzentration eingestellt werden, um
die Bandenstarke im Western Blot vergleichen zu kénnen.
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Daher wurde eine 3-malige Bestimmung der Proteinkonzentrationen mit dem BCA
Protein Assay Reagentkit (Pierce, Rockford, IL, USA) vorgenommen, dabei diente BSA

als Referenzstandard.

2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Abhangig vom Molekulargewicht des zu analysierenden Proteins wurden fir COX-2 ein
gebrauchsfertiges 10 % Bis-Tris-Gel von Invitrogen verwendet. Die elektrophoretische
Auftrennung der Proteine erfolgte bei 200V fur 50 min. mit Aqua dest. verdinntem
Laufpuffer (NuPage® MOPS SDS Running Buffer (20x), Invitrogen). Der ,Full Range
Rainbow™ Molecular Weight* Marker (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden)
und das ,Biotinylated Protein Ladder Detection Pack® (Cell Signaling Technology, Inc,

Danvers, MA, USA) wurden als molekularer Massenstandard angewendet.

2.5.4 Western Blot

Zur Immunodetektion wurden die durch Elektrophorese aufgetrennten Proteine nun auf
Nitrozellulosemembranen (Protan®, Schleicher & Schiill, Dassel) (ibertragen. Dazu
wurde das Gel in Transferpuffer erst auf Filterpapier Ubertragen um Austrocknung und
Luftblasenbildung zu vermeiden, dann mit der Membran Uberdeckt und als ,Sandwich”
in die Transfereinheit eingebracht. Die Proteinibertragung auf die Membran erfolgte in
Transferpuffer bei 30 V fur 55 min unter Wasserkuhlung.

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Membranen Uber Nacht bei
4-8 °C in 10 % fettfreier Trockenmilch (nonfat dried milk, NFDM; Bio-Rad, Munchen)
gelegt und im Anschluss mit dem Primarantikdrper, fur 1 h bei RT inkubiert. 10ul des
Primarantikdrpers wurden verdunnt mit 10 ml 5 %iger fettfreier Trockenmilch, das
bedeutet eine Konzentration von 1:1000. Zur Entfernung des Uberschussigen
Primarantikorpers wurden die Membranen erst 3x kurz mit Aqua dest. und dann 3x 10
min mit einem 0,5 %igen Tween 20-PBS-Gemisch gespult und anschliefend mit den
Sekundarantikorpern flir 1 h bei RT inkubiert. Hierbei handelte es sich um einen
Peroxidase-gekoppelten Anti-Maus-IgG-Antikorper (Dianova, Hamburg, Deutschland),
die im Verhaltnis 1:5000 in 5 % fettfreier Trockenmilch verdinnt wurden. Es erfolgte ein
abschliefendes 3-5 x 10 min Waschen in PBS mit 0,5 % Tween 20. Danach wurde die

LTM

Blotmembran fir 1 min mit Elektrochromoluminiszenz ,EC Western Blotting

Detection Reagent Kit* (Amersham, Braunschweig) inkubiert. AnschlielRend wird die
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Membran in Zellophanfolie gewickelt, um die Membran feucht zu halten. Die mit dem
zweiten Antikorper gekoppelte Peroxidase setzt das enthaltene Substrat um, dabei
entsteht Energie in Form von Chromoluminiszenz (Photonen). Die freiwerdenden
Photonen schwarzten den aufgelegten Rontgenfilm Hyperfim™ ECL (Amersham,
Braunschweig), auf dem dann nach der Entwicklung die einzelnen Banden sichtbar

wurden.
2.6 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Die RT-PCR ist eine Methode zum Nachweis der Genexpression auf mRNA-Ebene.
Zuerst muss die RNA durch reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden,
dann wird mittels PCR die zuvor erzeugte DNA als Vorlage verwendet, um spezifische
Sequenzen aus dieser zu amplifizieren. Die Produkte der RT-PCR lassen sich mittels

Gelelektrophorese untersuchen.

2.6.1 Gewinnung der RNA aus Primarzellen und Patientengewebe

Die totale RNA der Zelllinien wurde mittels eines Rneasy mini Kit 50 (Qiagen) nach
Herstelleranleitung extrahiert.

Zur Extraktion der Endometrioseherde aus dem intraoperativ entnommenen Gewebe
wurde eine Makrodissektion am Kryostat durchgefuhrt, die durch HE-Farbungen
kontolliert wurde. Die Endometrioseherde sowie die Endometriumproben wurden 20my
dick geschnitten (Gesamtfliche ca. 800mm?). Das Gewebe wurde mit RLT-Puffer
(Qiagen) vermischt und homogenisiert. Anschlie®Bend wurde Mercaptoethanol
hinzugegeben und die RNA mit Hilfe des Rneasy mini Kit 50 (Qiagen) isoliert.

Zur Sicherstellung, dass keine DNA mehr in den Proben vorhanden ist, wurden diese
einer Behandlung mit DNAse (RNase-free DNase Set 50, Quiagen) unterzogen.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde ein BioPhotometer (Eppendorf

Scientific, Hamburg, Deutschland) benutzt.

2.6.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription beschreibt den Vorgang, bei der die zu untersuchende RNA
mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase (reverse Transkriptase) in cDNA
umgeschrieben wird, die dann in der folgenden Polymerasekettenreaktion (PCR, siehe

2.6.3) unter Zugabe von Taq DNA Polymerase amplifiziert werden kann.
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Hierzu wurde das Enzym ,moloney murine leucemia virus (M-MLV)-Reverase

Transkriptase® (Promega, Mannheim, Germany) verwendet.

Tab. 3: Reaktionsansatz flr Reverse Transkriptase

Komponente Volumen

DNA freie RNA 2 ug
Endkonzentration

Oligo (dt) 1 ul

oligonukleotide

dNTP (Sigma- 1 ul

Aldrich, Seelze,

Deutschland)

DMPC-Wasser Ad. 18 pl

Zur Denaturierung der RNA wurde der Ansatz (Tab. 3) fur 5 min auf 65°C erwarmt.
Nach anschlieRender schneller Abkuhlung auf Eis, wurde ein Mix aus Reaktion-Puffer
und RNAsin hinzugegeben und erneut auf 37°C fur 2 min erwarmt. Anschliel3end wurde
unter Ruhren M-MLV-Reverse Transkriptase hinzugeflgt (Tab. 4) und fur eine Stunde
bei 37°C sowie danach fur 15min auf 70°C erwarmt. Die cDNA konnte nun bei -20°C

gelagert werden.

Tab. 4: Master Mix zur Herstellung der cDNA

Komponente Volumen
5x Reaktions- 5 ul
Puffer

RNAsiIn 1l

M- MLV 1 ul

2.6.3 Semiquantitative PCR

Zur Quantifizierung der spezifischen mRNA- Expression (DNA-Aquivalent) wurde die
semiquantitative PCR verwendet. Neben der Amplifikation des zu untersuchenden
Gens wurde zusatzlich das Housekeeping-Gen R-Actin amplifiziert. 3-Actin ist in jeder
Zelle in gleichem Male vorhanden und kann daher als interner Standard hinzugezogen

wurde.
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Zur Durchfuhrung der PCR wurde die cDNA mit einem ,Ready-Mix Taq PCR Reaction
Mix“ (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland), ddH,O sowie folgenden Primern (TIB
MOLBIOL, Berlin, Deutschland) gemischt (Tab. 5):

Twist (527bp):

Snail (557bp):

Slug (533bp):

E-cadherin (420bp):

N-Cadherin (403bp):

3-Actin (335bp):

Tab. 5: PCR-Ansatz

sense: 5-GGG AGT CCG CAG TCT TAC-3°
antisense: 5-CCT GTC TCG CTT TCT CTT T-3°
sense: 5'-CAG ACC CAC TCA GAT GTC AA-3°
antisense: 5-CAT AGT TAG TCA CAC CTC GT-3°
sense: 5-GGT CAA GAA GCATTT CAA C-3°
antisense: 5’-GGT AAT GTG TGG GTC CGA-3’
sense: 5-ATT CTG ATT CTG CTG CTC TTG-3°
antisense: 5°-AGT AGT CAT AGT CCT GGT CTT-3°
sense: 5'-GAT GTT GAG GTA CAG AAT CGT-3°
antisense: 5’-GGT CGG TCT GGA TGG CGA-3°
sense: 5-TTC CTG GGC ATG GAG TCC TGT GG-3’
antisense: 5'-CGC CTA GAA GCATTT GCG GTG G-3°

Komponente Volumen
Ready-Mix Taq PCR 12,5 pl
Reaction Mix

cDNA 2,5 ul
ddH20 9 ul
Primer Mix 1 ul

Es wurde die Heildstartmethode (“hot start”) zur Optimierung der Effektivitat und
Spezifitat der Amplifizierung und Verhinderung der unspezifischen Primeranlagerungen
angewandt. Die PCR-Abschnitte beinhalten die Denaturierung der Matrize, die
Hybridisierung der Primer mit der Einzelstrangmatritze (“Annealing”) und die
Verlangerung (“Elongation”) der Primer mit der Tag-Polymerase (“Extension”).

Die Primerannealing-Temperatur sowie die Zykluszahl variiert in Abhangigkeit von dem

zu untersuchenden Gen. Der Rest des PCR-Ablaufs unterliegt einem festen Schema:
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Tab. 6: Verlaufsschema der PCR fur Twist, Snail, Slug, E- und N-cadherin

Reaktion Zeit Temperatur Zyklenzahl
Initiale 3min 95° 1
Denaturierung

Zyklische Tmin 95° 35
Denaturierung

Primerannealing Tmin 58° 35
Primerextension 2min 72° 35

Finale Elongation | 10min 72° 1

Das PCR-Produkt und ein 1kD DNA-Molekulargewichtsmarker (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) wurden auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen und eine Elektrophorese bei
80V fur 30min durchgefuhrt. Visualisiert wurden die Banden mittels ultraviolettem Licht.
Als Positivkontrolle wurde die Endometriumkarzinomzelllinie Kle (ATCC CRL 1622)
verwendet [117]. Fur die Negativkontrolle wurde anstelle der cDNA Aqua dest.

verwendet.

2.7 Statistische Analyse

Die erhobenen Daten wurden mittels SPSS (Statistical Programm for the Social
Sciences) 14.0 fur Windows analysiert. Die statistische Beratung erfolgte durch Frau Dr.
Gericke, Institut fur Medizinische Informatik, Biometrie und Epidemiologie, Charité,
Berlin. FiUr die deskriptive Statistik wurden Kreuztabellen angefertigt und der Chi-
Quadrat-Test nach Pearson bzw. der exakte Fisher-Test zur Ermittlung des
Signifikanzniveaus genutzt. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 kann von einer
statistischen Signifikanz gesprochen werden.

Ki-67 wurde in Prozentzahlen angegeben. Es wurde der Mittelwert bestimmt. Die Ki-67-
Prozentwerte wurden in einen Score von 0-4 eingeteilt und dann mittels oben
genanntem Verfahren auf einen Zusammenhang mit den anderen untersuchten

Faktoren untersucht.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Western Blot-Analyse von COX-2

Die Western Blot-Analyse ist ein semiquantitatives Verfahren zur Proteinbestimmung,
sodass sich nicht uneingeschrankt aus der Bandenstarke auf den Proteingehalt der
Probe schlieRen lasst. Deshalb wurde bei der Auswertung des Western Blots lediglich
die Tendenz der die COX-2-Expression widerspiegelnden Bandenstarken beschrieben.

Die COX-2-Expression in Primarzellen von 2 ovariellen, 4 rektovaginalen und 1
peritonealen Endometrioselasion wurde mittels Western Blot-Analyse untersucht. Die
aufgetragene Proteinmenge betrug 30ug. Keratinozyten dienten als Positivkontrolle
[132]. COX-2 kann anhand seines molekularen Gewichts von 72 kD identifiziert werden.

In allen Proben wurde die Expression von COX-2 nachgewiesen, wenngleich sich eine

hohe Variation in der Expressionsstarke darstellte (Abb. 6).

HelLa Pat.7 Pat.8 Pat9 Pat.10 Pat.11 Pat.12 Pat.13 +
72 kD— ———————— —

peSyrTe— | — —— — ] —

Abb. 6: COX-2-Western Blot-Analyse von Endometrioseprimarzellen

Legende:
HelLa: HelLa-Zellen: Zervixkarzinom-Zelllinie

Pat.7: ovarielle Endometriose Pat.11: rektovaginal Endometriose
Pat.8: rektovaginale Endometriose Pat.12: rektovaginal Endometriose
Pat.9: ovarielle Endometriose Pat.13: rektovaginal Endometriose

Pat.10: peritoneale Endometriose +: Positivkontrolle: Keratinozyten
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3.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der

Angiogenesemechanismen der Endometriose

Zur Untersuchung der Mechanismen der Angiogenese in Endometriose wurden
peritoneale, ovarielle und rektovaginale Endometrioseherde immunhistochemisch auf
die Expression von COX-2 und VEGF-A untersucht. Zudem wurden in den Schnitte die
Proliferationsrate mittels eines gegen Ki-67 gerichteten Antikorpers bestimmt. Ki-67 wird
im Nukleus der Zellen exprimiert. COX-2 wird im Zytoplasma der Epithel- und
Stromazellen exprimiert. VEGF wird sowohl zytoplasmatisch als auch nuklear in Epithel-

und Stromazellen exprimiert.

3.2.1 Cyclooxigenase-2 (COX-2)-Expression in peritonealen, ovariellen und

rektovaginalen Endometrioseherden (n=72)

34 peritoneale, 21 ovarielle sowie 17 rektovaginale Endometrioselasionen wurden
mittels Immunhistochemie auf die Anwesenheit von COX-2 untersucht.

Von den untersuchten 72 Lasionen zeigten 67 (93 %) Proben eine COX-2-Expression in
den Epithelzellen, 68 % wiesen eine moderate bis starke Farbung auf.

Im Stroma konnte COX-2 in 55,5 % (40 von 72 Proben) nachgewiesen werden, wobei
die Starke von schwach (34,7 %) bis moderat (20,8 %) variierte.

Die COX-2-Expression in Epithel- und Stromazellen aller untersuchten Proben korreliert
signifikant (p-Wert: 0,000), dies bedeutet, dass sich bei erhohter Expression im Epithel
auch eine verstarkte Expression im Stroma zeigte. Dies zeigte sich v.a. in den
untersuchten 34 peritonealen Endometrioselasionen (p-Wert: 0,043). Beim Vergleich
der verschiedenen Endometrioseformen zeigte sich, dass die COX-2-Expression in den
rektovaginalen Proben sowohl im Epithel (p-Wert: 0,025) als auch im Stroma (p-Wert:
0,016) signifikant hoher war, als in den untersuchten ovariellen und peritonealen
Proben. So zeigten alle rektovaginalen Lasionen eine Expression von COX-2, 16 von
17 Schnitten sogar eine moderate bis starke Anfarbung. Bei den ovariellen Proben
waren 90,5 % positiv und bei den peritonealen 91,2 % positiv fur COX-2 im Epithel. 67,6
% der peritonealen Herde und 47,6 % der ovariellen Herde zeigten eine moderate bis
starke Expression in den Epithelien von COX-2. Im Stroma zeigten 58,8 % der
peritonealen Proben, 28,6 % der ovariellen Proben und 82,3 % der rektovaginalen

Proben eine Expression von COX-2 in einer Auspragung von schwach bis moderat.
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Abb. 7: COX-2-Immunhistochemie von peritonealer (A, 20x), ovarieller (B, 40x) und

rektovaginaler (C, 20x) Endometriose

A B
% | Endometriose 80,0% Endometriose
— |l peritoneal [ peritoneal
60,0% [ ovariell [ ovariell
|:| rektovaginal 60,0% | * |:| rektovaginal
40,0% —
40,0% -
0/ =i
20,0% 20,0%
0,0% — — 0,0% =
negativ 1+ 2+ 3+ negativ 1+ 2+
COX-2-Expression im COX-2-Expression im
Epithel Stroma

Diagramm 1: COX-2-Expression in Endometriose:

A: Es zeigt sich eine signifikant starkere Expression von COX-2 im Epithel der
rektovaginalen Endometrioseproben (p-Wert: 0,025). Alle rektovaginalen Herde
exprimieren COX-2, bei Uber 60% zeigte sich eine starke Anfarbung.

B: Es zeigt sich eine starkere COX-2-Expression im Stroma in rektovaginalen
Endometrioseherden (p-Wert: 0,016).
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3.2.2 VEGF-A-Expression in peritonealen, ovariellen und rektovaginalen
Endometrioseherden (n= 80)

Die VEGF-A-Expression wurde an 38 peritonealen, 22 ovariellen und 20 rektovaginalen
Endometrioseproben mittels Immunhistochemie untersucht.

In den Epithelzellen zeigte sich in 77 Proben (96,3 %) eine zytoplasmatische VEGF-A-
Anfarbung. 65 Proben wiesen eine moderate bis starke Anfarbung auf. Die Kerne der
Epithelzellen lieRen sich in 52,6 % (42 von 80 Proben) anfarben und in schwach (n=
11), moderat (n= 11) und stark (n= 20) einteilen.

In den Stromazellen zeigte sich in 68 Proben (85,1 %) eine positive VEGF-A-
Expression im Zytoplasma, die Intensitat der Anfarbung lie3 sich in schwach (26,3 %),
moderat (38,8 %) und stark (20 %) einteilen. Eine VEGF-A-Expression in den Kernen
des Stromas stellte sich in 35 von 80 Proben (43,8 %) dar, in 37,5 % lie® sich eine
moderate bis starke Anfarbung nachweisen.

Es zeigte sich, dass in keiner rektovaginalen Probe VEGF-A in den Kernen exprimiert
wurde, weder im Epithel (p-Wert: 0,000) noch im Stroma (p-Wert: 0,000), hingegen aber
alle rektovaginalen Proben im Zytoplasma des Epithels positiv fur VEGF-A waren. In
ovariellen Herden zeigte sich eine sehr starke VEGF-A-Expression, in 95,5 % lag eine
moderate bis starke Expression im epithelialen Zytoplasma vor und ebenfalls in 90,9 %
im Zytoplasma des Stromas (p-Wert: 0,005).

Es bestand eine starke positive Korrelation zwischen der Expression von VEGF-A in
Zytoplasma der Epithel- und Stromazellen (p-Wert: 0,000). Dies stellt sich besonders
bei den peritonealen (p-Wert: 0,001) und den rektovaginalen (p-Wert: 0,000) Proben
dar. Weiterhin war eine starke Expression von VEGF-A in den Kernen der Epithelien mit
einer hohen Expression in den Kernen des Stromas assoziiert (p-Wert: 0,000). Dies
zeigte sich signifikant in den peritonealen (p-Wert: 0,000) und ovariellen (p-Wert: 0,002)
Endometrioseherden.

Es zeigte sich daruber hinaus, dass die Expression von VEGF-A in Epithelkernen
positiv mit der Expression im stromalen Zytoplasma assoziiert ist (p-Wert: 0,001).
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die VEGF-A-Expression im Zytoplasma der

Epithelzellen mit der Expression in stromalen Kernen (p-Wert: 0,038) korreliert.
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Abb. 8: VEGF-A-Immunhistochemie einer peritonealen (A, 40x), ovariellen (B, 40x) und

rektovaginalen (C, 40x) Endometriose

Tab. 7: COX-2- und VEGF-A-Expression in peritonealen, ovariellen und rektovaginalen

Endometrioselasionen

Getestetes Gewebe Epithel Reak- Intensitdt Stroma Reak- Intensitdt
Antigen tion 1+ 2+ 3+ tion 1+ 2+ 3+
COX-2 Endometriose 67/72 18 25 24 40/72 25 15 -
(93%) (55.5%)
peritoneal 31/34 8 13 10 20/34 12 8 -

ovarial 19/21 9 7 3 6/21 3 3 -
rektovaginal 17/17 1 5 11 14/17 10 4 -
VEGF Endometriose | Zyto- 77/80 12 20 45 Zyto- 68/80 21 31 16
plasma (96.3%) plasma (85.1%)
peritoneal 36/38 7 7 22 31/38 12 9 10
ovarial 21/22 - 7 14 22/22 2 15 5
rektovaginal 20/20 5 6 9 15/20 7 7 1
Endometriose | Kern 42/80 11 11 20 Kern 35/80 5 18 12
(52.6%) (43.8%)
peritoneal 25/38 6 4 15 18/38 2 9 7
ovarial 17/22 5 7 5 17/22 3 9 5
rektovaginal 0/20 - - - 0/20 0 0 0
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Epithelzellen
A
Endometriose
[ peritoneal
60,0% [ ovariell
[ rektovaginal
40,0% —
20,0% -
0,0% — —
negativ 1+ 2+ 3+

VEGF-Expression im
Zytoplasma des Epithels

Stromazellen
* Endometriose
[ peritoneal
60,0% — & ovariell
[ rektovaginal
40,0% —
20,0%
0,0% —
negativ 1+ 2+ 3+

VEGF-Expression im
Zytoplasma des Stromas

[+

100,0% — Endometriose
[ peritoneal
& ovariell
0/ -
80.0% [ rektovaginal
60,0%
40,0% —
20,0%
0,0% —
negativ. schwach  mittel stark
VEGF-Expression in
den Kernen des
Epithels
100,0% — E3 Endometriose
[ peritoneal
. ovariell
0/ -
80,0% [ rektovaginal
60,0%
40,0% —
20,0%
0,0% —
negativ 1+ 2+ 3+

VEGF-Expression in
den Kernen des
Stromas

Diagramm 2: VEGF-A-Expression in Endometriose:

A: Alle rektovaginalen Proben waren positiv fur VEGF-A im Zytoplasma des Epithels.

Hingegen zeigte keine rektovaginale Probe eine Expression von VEGF in den Kernen

der Epithelzellen (B) und der Stromazellen (D). Ovarielle Endometriose zeigte eine

starkere Expression von VEGF-A sowohl im Zytoplasma des Epithels (A) als auch des

Stromas (C) mit einem p-Wert von 0,005.
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3.2.3 Ki-67-Expression in Endometriose (n= 67)

Der Mittelwert der in den Epithelzellen ermittelten Ki-67-Expression lag bei 17,61 % und

in den Stromazellen bei 6,4 %. Der Median lag in den Epithelzellen bei 10 % und in den
In der folgenden Tabelle (Tab. 8) werden die Ki-67-
Expressionsraten in den verschiedenen Formen der Endometriose in einen zweiten
Score von 0-4 (0= 0 %, 1= 1-25 %, 2= 26-50 %, 3= 51-75 %, 4= 76 -100 %) und einen
Score von I-1l, der sich nach dem Mittelwert richtet eingeteilt:

Stromazellen bei 5

Tab. 8: Ki-67-Expression in peritonealer, ovarieller und rektovaginaler Endometriose

eingeteilt in einen Score von 0-4, sowie in einen Score von I-ll, der sich nach dem

Mittelwert richtet

Ki-67-Expression peritoneal ovariell rektovaginal
(n=27) (n=20) (n=20)

Ki-67 Epithel 85,2 % (23) 100 % (20) 100 % (20)

0 (0%) 14,8 % (4) 0 % (0) 0 % (0)

1 (1-25 %) 66,7% (19) 70 % (14) 70 % (14)

2 (26-50 %) 14,8 % (4) 25 % (5) 25 % (5)

3 (51-75 %) 0 % (0) 0 % (0) 5% (1)

4 (76-100 %) 3,7 % (1) 5% (1) 0 % (0)

1 (<18%) 66,7 % (18) 60 % (12) 65 % (13)

1 (>18%) 33,3 % (9) 40 % (8) 35% (7)

Mittelwert 15,3 20,45 18,4

Ki-67 Stroma 778 % (21) |95 % (19) 95 % (19)

0 (0%) 22,2 % (6) 5% (1) 5% (1)

1 (1-25 %) 77,8% (21) |90 % (18) 95 % (19)

2 (26-50 %) 0 % (0) 5% (1) 0 % (0)

3 (51-75 %) 0 % (0) 0 % (0) 0 % (0)

4 (76-100 %) 0 % (0) 0 % (0) 0 % (0)

I (<6 %) 74,1 % (20) 55 % (11) 80 % (16)

I (>6 %) 25,9 % (7) 45 % (9) 20 % (4)

Mittelwert 4,6 10,3 4,95
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Der Mittelwert wurde benutzt um einen Score zu erstellen:

Epithel: | <18 %, Il >18 %

Stroma: | <6 %, Il >6 %

Es zeigte sich, dass 43 von 67 untersuchten Proben (64,2 %) eine Ki-67-Expression im
Epithel von <18 % (l) zeigten, 24 Proben (35,8 %) zeigten eine Expression von >18 %
(IN. Im Stroma zeigten 47 Proben (70,1 %) eine Expression <6 % (I) und 20 (29,9 %)
eine Proliferationsrate >6 % (ll).

Insgesamt zeigten 74,6 %, also 50 von 67 Proben, eine Proliferationsrate <25% im
Epithel. Nur 4,5 % (3 von 67) zeigten eine Ki-67-Expression >50 %. Im Stroma lag die
Proliferationsrate bei 66 Proben (98,5 %) <25 %. Es zeigt sich eine schwéachere

Expression im Stroma als im Epithel der Endometriose.

Br 5 et : hed

s 4%
N RN

Abb. 9: K
(A: 20x , B: 40x)

i-67-Immunhistochemiefarbung von peritonealen Endometrioseherden
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A B
Endometriose 100,0% Endometriose
[ peritoneal [ peritoneal
60,0% [ ovariell = ovariell
[ rektovaginal 80,0% [ rektovaginal
40,0% — 60,0% -
40,0%
20,0%
20,0% -
0,0% —
0 1 26 51- 76 0,0% = —
25% 50% 75% 100% 0 1-25% 26-50%
Ki-67-Expression im Ki-67-Expression im
Epithel Stroma

Diagramm 3: Ki-67-Expression in Endometriose:

A: 74,6 % der Endometrioseproben zeigten eine Proliferationsrate <25 % im Epithel.
Alle rektovaginalen und ovariellen Proben zeigten eine Expression von Ki-67, jedoch
nicht alle peritonealen Proben.

B: Im Stroma zeigten 98,5 % der Proben eine Ki-67-Expression <25 %.

3.2.4 Korrelation der COX-2-Expression und dem Proliferationsmarker Ki-67

Es konnte keine Korrelation zwischen der Expression von COX-2 und Ki-67 festgestellt

werden.

3.2.5 Korrelation der VEGF-A-Expression und dem Proliferationsmarker Ki-67

Es stellte sich keine Korrelation zwischen der VEGF-A-Expression und der Expression

des Proliferationsmarkers Ki-67 dar.

3.2.6 Korrelation zwischen VEGF-A- und COX-2-Expression (n= 70)

In den Epithelzellen konnte ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen der COX-
2 und VEGF-A Expression im Zytoplasma nachgewiesen werden (p-Wert: 0,008) (Tab.
9).

Von den 24 Proben mit einer starken COX-2-Expression im Epithel zeigten 19 (79,2 %)

ebenfalls eine starke VEGF-A-Expression im epithelialen Zytoplasma.
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Abb. 10: Immunhistochemie von COX-2 (A, 40x) und VEGF-A (B, 40x) an zwei
peritonealen Endometrioselasionen

3 VEGF
Zytoplasma

Epithel

2,57 VEGF

Zytoplasma
Stroma

VEGF Kerne
| Epithel

VEGF Kerne
n Stroma

Mittelwert
b
|

negativ 1+ 2+ 3+

COX-2-Expression im
Epithel

Diagramm 4: VEGF-A- und COX-2-Expression: Es zeigte sich ein positiver
Zusammenhang zwischen VEGF und COX-2 im Zytoplasma des Epithels mit p= 0,008.
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Tab. 9: Kreuztabelle zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen COX-2- und
VEGF-A-Expression in Endometrioseepithelzellen (p-Wert: 0,008)

Kreuztabelle

COX-2 Epithel
negativ schwach mittel stark Gesamt
VEGF Zytoplasma negativ Anzahl 1 1 1 0 3
Epithel % von VEGF
Zytoplasma 33,3% 33,3% 33,3% ,0% 100,0%
Epithel
schwach Anzahl 0 2 6 1 9
% von VEGF
Zytoplasma ,0% 22,2% 66,7% 11,1% 100,0%
Epithel
mittel Anzahl 1 9 3 4 17
% von VEGF
Zytoplasma 5,9% 52,9% 17,6% 23,5% 100,0%
Epithel
stark Anzahl 1 6 15 19 41
% von VEGF
Zytoplasma 2,4% 14,6% 36,6% 46,3% 100,0%
Epithel
Gesamt Anzahl 3 18 25 24 70
% von VEGF
Zytoplasma 4,3% 25,7% 357% 34,3% 100,0%
Epithel

3.2.7 Korrelation zwischen VEGF-A und COX-2 mit der Aktivitat der peritonealen
Herde

Es konnte keine Korrelation zwischen der Expression von VEGF-A bzw. COX-2 und
den Aktivitatsgraden der untersuchten peritonealen Endometrioseherde festgestellt
werden. Ebenfalls zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Aktivitdt und der

Proliferationsrate der Endometriose.

3.2.8 Korrelation der Expression von COX-2 und VEGF-A mit der Zyklusphase

der Patientin

Die Zyklusphasen wurden mittels Angaben der Patientinnen zum ersten Tage der
letzten Regel und/oder nach Kdirettage durch pathologische Begutachtung des

Endometriums ermittelt.

COX-2-Expression:

Bei den 20 peritonealen Proben zeigte sich eine deutlich erhéhte COX-2 Expression in
der sekretorischen Phase (p-Wert: 0,042). 12 Patientinnen befanden sich in der
sekretorischen Phase und 8 in der proliferativen Phase. In der Proliferationsphase
zeigte sich lediglich eine schwache bis moderate, jedoch keine starke Anfarbung von
COX-2. Bei den ovariellen und rektovaginalen Proben zeigte sich kein signifikanter

Zusammenhang zwischen Expression von COX-2 und der Zyklusphase.
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Diagramm 6: COX-2-Expression in Korrelation zur Zyklusphase: Es stellte sich eine
starkere Expression von COX-2 in peritonealen Herden in der sekretorischen

Zyklusphase mit einem p-Wert = 0,042 dar.

VEGF-A- Expression:
Es wurden 42 Falle in die Auswertung mit einbezogen. Es lie3 sich keine Korrelation

zwischen der VEGF-A-Expression und der Zyklusphase feststellen.

3.2.9 Korrelation der Expression von COX-2 und VEGF-A mit den Stadien
nach rARSM-Kassifikation

COX-2-Expression:

Es war keine Korrelation der Expression von COX-2 in Epithelzellen und dem Stadium
nachweisbar. Allerdings lie sich eine negative Korrelation fur die COX-2-Expression in
Stromazellen und dem Stadium feststellen, es zeigte sich eine schwachere Expression
in hoheren Stadien (p-Wert: 0,002). Von 28 negativen Proben wurden 16 (57,1 %) in
das Stadium IV nach rARSM eingeteilt. Bei den untersuchten peritonealen Proben
zeigte sich die negative Korrelation, auch hier wurde eine signifikant geringere
Anfarbung von COX-2 in den Stromazellen der Endometriose in hdoheren Stadien
(rARSM l11-IV) beobachtet (exakter Fisher-Test: p-Wert: 0,013).
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VEGF-A-Expression:

Es war keine Korrelation der Expression von VEGF-A in Epithelzellen und dem Stadium
nachweisbar. Es konnte gezeigt werden, dass eine Expression von VEGF-A im
Zytoplasma des Stromas mit der Stadieneinteilung der Endometriose signifikant in
Zusammenhang steht (p-Wert: 0,034). Bei 60,6 % der Schnitte mit moderater bis
starker Anfarbung des Stromazytoplasmas befanden sich die Patientinnen im Stadium
[Il oder IV. Bei 57,2 % der Schnitte mit negativer bis schwacher Expression von VEGF-

A im Zytoplasma des Stromas liellen sich die Patientinnen in die Stadien | und Il

einteilen.
A B
100.0% COX-2im VEGF im
Stroma Zytoplasma
* B negativ 60,0% | *  |des Stromas
80,0% Wi+ B negativ
2+ 1+
60,0% . ]2+
40,0% 3+
40,0%
20,0%
20,0%
0,0% — 0,0% —
FASRM I-Il FASRM IlI-IV rASRM I-l rASRM [lI-IV
Stadium Stadium
Diagramm 5:

A: COX-2-Expression in Korrelation zum rASRM-Stadium: Es zeigten sich in
héheren Stadien (rASRM IIl und V) haufiger Proben ohne COX-2-Expression im
Stroma (p-Wert: 0,013).

B: VEGF-A-Expression in Korrelation zum rASRM-Stadium: Eine moderate bis
starke Expression von VEGF-A im Zytoplasma im Stroma findet sich vermehrt in
héheren Stadien (rASRM IlI-IV), hingegen finden sich negative bis schwache

Expression vermehrt im niedrigeren Stadien (p-Wert: 0,034).
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3.2.10 Korrelation der Expression von COX-2 und VEGF-A mit der hormonellen
Therapie der Patientinnen

COX-2-Expression:

Angaben zur hormonellen Therapie lagen in 68 Fallen vor, 42 Patientinnen (61,8 %)
hatten keine hormonelle Medikation, 16 Patientinnen (23,5 %) nahmen kombinierte
orale Kontrazeptiva ein und jeweils 5 Patientinnen (7,4 %) GnRH-Analoga bzw.
Gestagenmonopraparate.

Es stellte sich kein Zusammenhang zwischen der Expression von COX-2 und der

hormonellen Therapie der Patientinnen dar.

VEGF-A-Expression:

Es lagen Angaben zur hormonellen Therapie in 75 Fallen vor, 46 Patientinnen (61,3 %)
hatten keine hormonelle Medikation, 17 Patientinnen (22,7 %) nahmen kombinierte
orale Kontrazeptiva, 5 Patientinnen (6,7 %) GnRH-Analoga und 7 Patientinnen (9,3 %)
Gestagenmonopraparate ein.

Es zeigte sich keine Assoziation zwischen der Expression von VEGF-A und der

hormonellen Therapie der Patientinnen.

3.3 Ergebnisse der Imnmunfluoreszenzdoppelfarbungen

Abb. 11: COX-2- (A, griin) und VEGF-A- (B, rot) Immunfluoreszenzbilder eines
peritonealen Endometrioseherdes (<), Overlay (C), 40x.

Die Abbildungen 11 und 12 zeigen peritoneale Endometrioseherde (<) mit einer Co-
Expression von COX-2 und VEGF-A im Epithel und Stroma.
In Abbildung 13 zeigt sich in der Nahe eines Endometrioseherdes deutlich ein reifes

Gefaly (*), ausgezeichnet durch seine Muskelschicht angezeigt durch SMA. Weiterhin
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lie® sich ein unreifes Gefall (**), welchem die umgebende Muskelschicht fehlt,

darstellen. Es zeigt sich eine spezifische Anfarbung von vVWF und SMA.

A B C
Abb. 12: COX-2- (A, griin) und VEGF-A- (B, rot) Immunfluoreszenzbilder eines

peritonealen Endometrioseherdes, Overlay (C), 40x

Abb. 13: VWF- (A, rot) und SMA- (B, griin) Immunfluoreszenzfarbung einer ovariellen
Endometriose (=). Im Overlay (C) zeigt sich ein adultes reifes (*) und ein junges

unreifes Gefall (**) in der unmittelbaren Umgebung der Endometriose, 40x.

58



Ergebnisse

3.4 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der EMT

der Endometriose

Zur Untersuchung des invasiven Wachstums und der metastatischen Potenz der
Endometriose wurden mehrere an der EMT beteiligten Faktoren untersucht: die
Transkriptionsfaktoren Twist, Snail und Slug sowie die Adhasionsmolekule E- und N-
cadherin. Weiterhin wurden Endometriumproben von Patientinnen mit und ohne
Endometriose auf die Expression von Twist, E- und N-cadherin untersucht. Die
Expression der Transkriptionsfaktoren Twist, Snail und Slug sowie von N-cadherin
zeigte sich im Zytoplasma der Epithel- und Stromazellen. Twist konnte zusatzlich noch
in den Kernen des Epithels und Stromas nachgewiesen werden. Die E-cadherin-

Expression zeigte sich durch Membrananfarbung in den Epithelien.

3.4.1 Twist-Expression in peritonealen (n=9), ovariellen (n=9) und rektovaginalen

(n=9) Endometrioseherden (n=27) und im Endometrium (n=13)

Im Zytoplasma der epithelialen Zellen konnte in alle untersuchten Endometrioseherde
Twist nachgewiesen werden. 24 von 27 Schnitten (88,8 %) wiesen dabei eine moderate
bis starke Anfarbung auf. In den Epithelzellen lie® sich in 16 von 27 Schnitte (59,3 %)
eine positive Kernfarbung nachweisen, in 9 Schnitten lie} sich eine moderate bis starke
Anfarbung darstellen.

Die Twist-Expression im Zytoplasma der Stromazellen konnte in 23 von 27 Schnitte
(85,2 %) dargestellt werden, wobei hier lediglich 25,9 % der Schnitte eine moderate
oder starke Anfarbung aufwiesen. Die stromalen Zellkerne zeigten eine Twist-
Expression nur in 7 Fallen (25,9 %), wobei 3 Proben eine moderate bis starke Farbung

aufwiesen.

Eine hohe Expression von Twist im Zytoplasma der Epithelzellen war signifikant
assoziiert mit einer hohen Expression in den Kernen des Epithels (p-Wert: 0,005). Eine
erhohte Expression von Twist in der epithelialen Kernen war assoziiert mit einer
erhohten Expression im stromalen Zytoplasma (p-Wert: 0,004). Weiterhin bestand eine
signifikante positive Korrelation zwischen der Expression von Twist in den Kernen und

im Zytoplasma der Stromazellen (p-Wert: 0,000). Ebenfalls stellte sich eine Korrelation
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zwischen der Twist-Expression in den stromalen Kernen und in den epithelialen Kernen
dar (p-Wert: 0,023).

Im Endometrium konnte in 11 von 13 (84,6 %) Proben eine Expression von Twist im
Zytoplasma der Epithelzellen nachgewiesen werden, 76,9 % hauptsachlich im
schwachen bis moderaten Bereich einteilbar. Hingegen zeigte sich nur in einer Probe
eine Kernfarbung im Epithel, 92,3 % waren negativ.

In den Stromazellen waren nur 5 von 13 (38,5 %) Proben positiv fur Twist im
Zytoplasma, 4 Proben zeigten eine schwache Anfarbung. Es zeigte sich keine

Expression von Twist in stromalen Kernen.

3.4.2 Snail-Expression in peritonealen (n=7), ovariellen (n=9) und rektovaginalen

(n=7) Endometrioseherden (n= 23)

Der Transkriptionsfaktor Snail konnte in allen Proben mit einer Ausnahme (95,7 %) im
Epithel und im Stroma nachgewiesen werden. In 78,3 % der Falle liel3 sich eine
moderate bis starke Anfarbung in den Epithelzellen darstellen. Hingegen zeigte sich nur
in 7 Proben (30,4 %) in den Stromazellen eine moderate Anfarbung, es zeigte sich
keine starke Expression.

3.4.3 Slug-Expression in peritonealen (n=6), ovariellen (n=7) und rektovaginalen

(n=7) Endometrioseherden (n= 20)

Eine Expression von Slug im Epithel stellte sich in 16 von 20 Proben (80 %) dar, 10
Schnitte wiesen eine moderate bis starke Anfarbung auf. Im Kontrast dazu zeigte das
Stroma nur in 40 % (8 von 20 Schnitten) eine schwache Farbung.

Es zeigte sich eine positive, signifikante Korrelation der Expression in Epithelzellen und
Stromazellen (p-Wert: 0,003).

3.4.4 N-cadherin-Expression in peritonealen (n=9), ovariellen (n=9) und
rektovaginalen (n=9) Endometrioseherden (n= 27) und im Endometrium (n=
13)

N-cadherin konnte in 26 von 27 Proben (96,3 %) im Epithel nachgewiesen werden,

dabei wiesen 88,9 % eine moderate bis starke Anfarbung auf. In den Stromazellen

konnte N-cadherin in 22 von 27 Proben (81,4 %) dargestellt werden, 77,7 % lagen im

Score-Bereich schwach bis moderat.
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In allen 13 Endometriumproben konnte eine N-cadherin-Expression in den Epithelzellen
nachgewiesen werden, 12 Proben zeigten eine moderate bis starke Anfarbung. 76,9 %
(10 von 13) der Proben zeigten eine stromale, hingegen aber schwache N-cadherin-

Anfarbung.

3.4.5 E-cadherin-Expression in peritonealen (n=8), ovariellen (n=9) und
rektovaginalen (n=8) Endometrioseherden (n= 25) und im Endometrium (n=
12)

In allen untersuchten Endometrioseproben konnte eine E-cadherin-Expression im
Epithel festgestellt werden, dabei wiesen 72 % (18 von 25 Proben) eine starke
Anfarbung auf. Vereinzelte Epithelzellen zeigten keine E-cadherin-Anfarbung. In den
Stromazellen zeigte sich keine Anfarbung.

Alle Endometriumproben wiesen eine E-cadherin-Expression im Epithel auf, 10 von 12
Proben (83,3 %) zeigten eine starke Anfarbung. Es zeigte sich keine stromale

Anfarbung im Endometrium.

E-cadherin N-cadherin Twist Snail Slug

LSS Y e | e S
Abb. 14: Immunhistochemie eines peritonealen Endometrioseherdes zur Darstellung
der Adhasionsmolekile E- und N-cadherin sowie der Transkriptionsfaktoren Twist,
Snail und Slug in peritonealer (A-E), ovarieller (F-J) und rektovaginaler (K-O)
Endometriose, 40x. Vereinzelte Zellen ohne E-cadherin-Anfarbung (= ,F)
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3.4.6 Unterschiede in der Expression der untersuchten Faktoren zwischen

Endometrium (n=13) und Endometrioselasionen (n= 27 )

In den Epithelien zeigten die Adhasionsmolekile E- und N-cadherin &hnliche
Expressionsmuster in Endometrium und Endometrioseldsionen. Sowohl in den
Endometrioseproben als auch im Endometrium lag keine stromale E-cadherin-
Expression vor. N-cadherin konnte in 10 von 13 Endometriumproben im Stroma mit
einer lediglich schwachen Anfarbung nachgewiesen werden, aber in den
Endometrioselasionen im Stroma zeigte sich in 9 von 27 Proben eine moderate bis

starke Expression von N-cadherin.

Abb. 15
Transkriptionsfaktors Twist (A) und den Adhasionsmolekilen E- (B) und N- cadherin
(C), 40x

Immunhistochemie  von  Endometrium  zur  Darstellung des

Es zeigte sich in den untersuchten Endometrioseldsionen eine signifikant hdhere
Expression des Transkriptionsfaktors Twist im Zytoplasma des Epithels und des
Stromas (p-Wert: 0,024) sowie in den epithelialen Kernen (p-Wert: 0,019). Lediglich
eine Probe des Endometriums wies eine starke Twist-Expression im Zytoplasma des
Epithels auf, hingegen zeigten 48,1 % der Endometrioseproben eine starke Anfarbung
im epithelialen Zytoplasma. Nur eine Probe des Endometriums wies eine Expression
von Twist in den Kernen auf, hingegen zeigte sich in 16 von 27 Proben eine
Twistkernfarbung im Epithel der Endometrioseproben. In 8 von 13 Proben des
Endometriums waren die Stromazellen negativ, in den Endometrioseproben zeigten 23
von 27 Proben eine schwache Twist-Expression im Stroma.

Folgende Tabelle (Tab. 10) zeigt die Expression der EMT-Faktoren im Endometrium

und in den Endometrioseherden:
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Tab. 10: Expression der EMT-Faktoren in Endometrium- und Endometrioseproben

Getestetes Gewebe Reaktion Intensitdt Reaktion Intensitdt
Antigen 1+ 2+ 3+ 1+ 2+ 3+
E- Endometriose | Epithel 25/25 - 7 18 Stroma 0/25 - - -
cadherin (100%) (0%)
peritoneal 8/8 - 4 4 - - - -
ovarial 9/9 - 2 7 - - - -
rektovaginal 8/8 - 1 7 - - - -
Endometrium 12/12 - 2 10 0/12 - - -
(100%) (0%)
Frauen mit 5/5 - 2 3 - - -
Endometriose
Frauen ohne 7/7 - - 7 - - -
Endometriose
N- Endometriose | Epithel 26/27 2 7 17 Stroma 22/27 13 8 1
cadherin (96.3%) (81.5%)
peritoneal 9/9 - 1 8 6/9 4 2 -
ovarial 9/9 - 5 4 8/9 3 4 1
rektovaginal 8/9 2 1 5 8/9 6 2 -
Endometrium 13/13 1 6 6 10/13 10 - -
(100%) (76.5%)
Frauen mit 6/6 - 3 3 6/6 6 - -
Endometriose
Frauen ohne 7/7 1 3 3 a4/7 4 - -
Endometriose
Twist Endometriose | Epithel 27/27 3 11 13 Stroma 23/27 16 5 2
Zyto- (100%) Zyto- (85.2%)
peritoneal plasma 9/9 - 2 7 plasma 8/9 4 3 1
ovarial 9/9 1 6 2 7/9 5 2 -
rektovaginal 9/9 2 3 4 8/9 7 1
Endometriose | Kern 16/27 7 6 3 Kern 7/27 4 2 1
(59.3%) (25.9%)
peritoneal 8/9 3 3 2 3/9 2 - 1
ovarial 3/9 3 - - 1/9 1 - -
rektovaginal 5/9 1 3 1 3/9 1 2 -
Endometrium | Zyto- 11/13 3 7 1 Zyto- 5/13 4 1 -
plasma (84.6%) plasma (38.5%)
Frauen mit 5/7 2 3 - -/7 - - -
Endometriose
Frauen ohne 6/6 1 4 1 5/6 4 1 -
Endometriose
Endometrium | Kern 1/13 - 1 - Kern 0/13 - - -
(7.7%) (0%)
Frauen mit 0/7 - - - 0/7 - - -
Endometriose
Frauen ohne 1/6 - 1 - 0/6 - - -
Endometriose
Snail Endometriose | Epithel 22/23 4 14 4 Stroma 22/23 15 7 -
(95.7%) (95.7%)
peritoneal 7/7 - 5 2 7/7 4 3 -
ovarial 9/9 4 5 - 8/9 7 1 -
rektovaginal 6/7 4 2 7/7 4 3 -
Slug Endometriose | Epithel 16/20 6 7 3 Stroma 8/20 8 - -
(80%) (40%)
peritoneal 3/6 2 - 1 1/6 1 - -
ovarial 7/7 2 4 1 4/7 4 - -
rektovaginal 6/7 2 3 1 3/7 3
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Diagramm 7: EMT-Faktoren in Endometriose und Endometrium: Es zeigt sich eine
starkere Twist-Expression in Stroma und Epithel (p= 0,024) in der Endometriose als im
Endometrium. Ebenfalls zeigt sich eine starkere Expression von Twist in den Kernen
des Epithels mit einem p-Wert von 0,019. Die E- und N-cadherin-Expressionsstarke im
Epithel verhalt sich ahnlich im Endometrium und in der Endometriose. N-cadherin zeigt

sich im Stroma in den Endometrioseproben deutlich starker als im Endometriumstroma.

3.4.7 Unterschiede in der Expression der untersuchten Faktoren zwischen

Endometrium von Patientinnen mit (n=7) und ohne (n= 6) Endometriose

Alle 7 Proben des Endometriums von Endometriosepatientinnen waren negativ fur die
Twist-Expression im stromalen Zytoplasma, hingegen lag nur in 1 von 6 Proben (16,7
%) des Endometriums von Patientinnen ohne Endometriose ein negatives Ergebnis fur
die Twist-Expression im stromalen Zytoplasma vor, 5 Proben zeigten ein schwache bis
moderate Anfarbung. Es zeigte sich also eine niedrigere Twist-Expression im stromalen
Zytoplasma in den Endometriumproben von Endometriosepatientinnen im Vergleich zu
Endometrium bei Frauen ohne Endometriose (p-Wert: 0,009). Wegen dieses
Unterschiedes wurde eine Subgruppenanalyse von Twistexpression im stromalen
Zytoplasma im Endometrium von Endometriosepatientinnen und Endometrium von

gesunden Frauen im Vergleich zu Endometriose durchgefuhrt. Auch im Vergleich zu der
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jeweiligen Subgruppe ergab sich eine deutlich hohere Expression von Twist im
stromalen Zytoplasma der Endometrioselasionen. Insgesamt zeigte sich im
Endometrium bei Endometriosepatientinnen eine  geringere bis fehlende
Expressionsstarke sowohl im Epithel als auch im Stroma im Vergleich zum
Endometrium bei Patientinnen ohne Endometriose. Die Kerne des Stromas zeigten in
beiden untersuchten Geweben keine Twist-Expression. Fur E- und N-cadherin zeigten
sich in beiden Gruppen sowohl in der Haufigkeit als auch in der Starke ahnliche
Expressionsmuster im  Epithel. Das Stroma des Endometriums von
Endometriosepatientinnen zeigt in 57,1% eine positive N-cadherin-Abfarbung, die sich
im schwachen Bereich befand. Bei Proben der Gruppe ohne Endometriose zeigten alle

eine schwache N-cadherin-Expression.

3 — Twist
Zytoplasma
_ Epithel

Twist Kerne

Epithel

2— Twist

[ "] Zytoplasma
Stroma
Twist Kerne

%* o Stroma

1 N-cadherin

:I Epithel

Mittelwert
o
1

N-cadherin
= Stroma

0,5 I
E-cadherin
0- o Epithel
Endometrium von Endometrium von rl:l E-cadherin

Patientinnen ohne Endometriosepatientinne Stroma
Endometriose

Gewebe

Diagramm 8: EMT-Faktoren in Endometrium von Patientinnen mit und ohne
Endometriose: Es zeigt sich eine deutlich starkere Expression von Twist im
Endometrium von Patientinnen ohne Endometriose im Vergleich zu Patientinnen mit
Endometriose (p-Wert: 0,009). Es zeigt sich keine Expression von Twist in den Kernen
des Stromas in beiden Gruppen. Ahnliche Expressionsstérken von E- und N-cadherin

im Epithel und Stroma lassen sich darstellen.
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3.4.8 Unterschiede in der Expression der untersuchten Faktoren bei

peritonealen, ovariellen und rektovaginalen Lasionen

Es zeigten sich keine Unterschiede in der Expression der untersuchten EMT-Faktoren

zwischen den verschiedenen Endometrioseformen.

3.4.9 Korrelation der Expression der untersuchten EMT-Faktoren mit der

Zyklusphase

Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Expression der getesteten Antigene

und der Zyklusphase.

3.4.10 Korrelation der Expression der untersuchten EMT-Faktoren mit der

hormonellen Behandlung der Patientinnen

Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Expression der untersuchten

Faktoren und der angewandten Therapie.

3.4.11 Korrelation der Expression der untersuchten EMT-Faktoren mit den Stadien
nach der rASRM-Klassifikation

Es konnte keine Korrelation zwischen der rASRM-Klassifikation und der Expression der

untersuchten Antigene Twist, Snail, Slug, E- und N-cadherin festgestellt werden.

3.4.12 Korrelation der getesteten Antigene untereinander

E-cadherin- und N-cadherin-Expression:

Es zeigte sich bei allen Lasionen mit moderater E-cadherin-Expression eine starke
Expression von N-cadherin, alle Proben mit einer negativen bis moderaten Expression
von N-cadherin wiesen eine starke Anfarbung von E-cadherin auf. Somit zeigte sich
eine signifikante inverse Korrelation fur die Expression von E- und N-cadherin im
Epithel (Fisher-Test: p-Wert: 0,02). Die Stromazellen waren alle negativ fur E-cadherin,
jedoch zeigten 21 von 25 Schnitten eine N-cadherin-Expression, 13 von 25 Schnitten

wiesen eine schwache Anfarbung auf.

Twist- und N-cadherin-Expression:
Es konnte eine signifikant positive Korrelation zwischen der Twist- und N-cadherin-

Expression nachgewiesen werden: So zeigten die 17 Proben mit einer starken
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Anfarbung fur N-cadherin in den Epithelien in 12 Proben eine ebenfalls starke
Expression von Twist im Zytoplasma der Epithelzellen (p-Wert: 0,002).

Von 13 Proben mit einer moderaten bis starken Twist-Expression im Stroma zeigten 12
keine oder eine schwache Expression von N-cadherin (Fisher Test: p-Wert: 0,013). Es
zeigte sich ebenfalls eine negative Korrelation bei der Expression von N-cadherin im
Stroma und der Twist-Expression im Zytoplasma des Epithels. So zeigten bei 13
Proben mit starker Twist-Expression im Zytoplasma des Epithels 12 eine negative bzw.

schwache N-cadherin-Expression im Stroma (p-Wert: 0,011).

100,0% — N-cadherin
Epithel
80,0% . = 0

1+

60,0% E 2+

3+
40,0% —
20,0%
0,0% =

1+ 2+ 3+

Twist-Expression im
Zytoplasma der
Epithelzellen

Diagramm 9: Twist- und N-cadherin-Expression in Endometriose: Es zeigt sich ein

signifikant positiver Zusammenhang zwischen den beiden Faktoren mit p= 0,002.

Twist- und E-cadherin-Expression:
Es stellte sich keine signifikante Korrelation zwischen der Expression von Twist und E-
cadherin dar, jedoch zeigte sich, dass eine schwache Twist-Expression nur in Proben

mit starker E-cadherin-Expression zu finden war.

Twist- und Snail-Expression:
Zwischen den beiden Transkriptionsfaktoren zeigte sich eine positive Korrelation: Die

12 Proben mit einer starken Twist-Expression im Zytoplasma der Epithelzellen zeigten
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in 11 Proben eine moderate bis starke Anfarbung fur Snail im Epithel. Die Proben mit
schwacher Twist-Expression wiesen ebenfalls eine negative bis schwache Expression
von Snail auf (p-Wert: 0,023). Weiterhin zeigen sich bei den 17 Proben mit fehlender
Twist-Expression in stromalen Kernen ebenfalls bei 15 Proben keine bis schwache

Snail-Expression im Stroma, dies erreichte jedoch keine Signifikanz (p-Wert: 0,073).

A B
100,0% — Snail Epithel 100,0% — Snail Stroma
[ Mo
80,0% * E 1+ 80,0% E 1+
]2+ 12+
60,0% 3+ 60,0% -
40,0% 40,0% —
20,0% 20,0% - H
0,0% — 0,0% — T T I_I
1+ 2+ 3+ negativ 1+ 2+ 3+
Twist-Expression im Twist-Expression in
Zytoplasma des Epithels Kernen des Stromas

Diagramm 10: Twist- und Snail-Expression in Endometriose:

A: Es zeigt sich bei verstarkter Twist-Expression auch eine verstarkte Expression von
Snail im Epithel (p-Wert: 0,023).

B: Bei fehlender Twist-Expression im Stroma zeigen sich auch gehauft negative bis

schwache Expressionsstarken fur Snail im Stroma.

Twist- und Slug-Expression:

Es stellte sich keine Korrelation der beiden Faktoren dar.

Snail- und Slug-Expression:

Es konnte keine signifikante Korrelation der beiden Faktoren gefunden werden.

Snail- und E-cadherin-Expression:
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von Snail

und E-cadherin in den untersuchten Endometrioseherden.
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Slug- und E-cadherin-Expression:
Bei der Expression von Slug und E-cadherin liel3 sich keine Korrelation der Faktoren in

der Endometriose feststellen.

A B
100,0% N-cadherin 100.0% N-cadherin
Epithel ' Stroma
Mo WMo
80,0% - o
o 1+ 80,0% i+
]2+ 2+
0/ -
60,0% s+ 60,0% - W3+
40,0% 40,0%
20,0% 20,0%
0,0% = 0,0% =
negativ 1+ 2+ 3+ negativ. = 1+ 2+ 3+
Snail-Expression im Slug-Expression im
Epithel Epithel

Diagramm 11:

A: Snail- und N-cadherin-Expression in Endometriose: Es zeigt sich ein positiver,
signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von N-cadherin und Snail mit
einem p-Wert von 0,004.

B: Slug- und N-cadherin-Expression in Endometriose: Diese beiden Faktoren

korrelieren signifikant miteinander mit einem p-Wert von 0,033.

3.5 Ergebnisse der RT-PCR

3.5.1 Ergebnisse der RT-PCR von Endometrioseprimarzelllinien

In allen Proben der Endometrioseprimarzelllinien konnte mittels der RT-PCR die
Transkriptionsfaktoren Twist, Snail und Slug sowie die Adhadsionsmolekile E- und N-
cadherin nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle wurde die
Endometriumkarzinomzelllinie Kle verwendet. B-Actin diente als interner Standard fur

die zu untersuchenden Gene (Abb. 16).
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Twist

Snail

Slug

E-cadherin

T I L L LT \cocherin
ELLIIYTYITN ...

122 1 2 3 4 5 6 + -

Abb. 16: PCR der EMT-Faktoren von Endometrioseprimarzelllinien
Legende:

: rektovaginaler Endometriose +: Endometriumkarzinom-Zelllinie Kle
: rektovaginaler Endometriose -: Negativkontrolle: H20

: ovarielle Endometriose

. peritonealer Endometriose

: rektovaginaler Endometriose

o O~ WON =

: ovarielle Endometriose

3.5.2 Ergebnisse der RT-PCR von Endometriosegewebe und Endometrium

Bei folgenden in Abb. 17 dargestellten RT-PCRs wurden Endometriosegewebeproben
und auch Endometrium von 8 Patientinnen auf die Expression von Twist, Snail, Slug
und von den Adhasionsmolekulen E- und N-cadherin untersucht. Dabei konnten Twist
und N-cadherin mit einer Ausnahme (siehe Probe 6h¢ in Abb. 17 Il.) sowohl in allen
Proben des Endometriosegewebes als auch im Endometrium der an Endometriose
erkrankten Frauen selbst nachgewiesen werden. Die Transkriptionsfaktoren Snail und
Slug und das Adhasionsmolekul E-cadherin lieRen sich in allen untersuchten Proben
nachweisen (siehe Abb. 17 Ill.).

Es lie® sich kein deutlicher Unterschied in der Expressionsstarke zwischen den
Endometriosegewebeproben und den Endometriumgewebeproben feststellen. In Abb.
17 Il. zeigte sich bei verminderter Twist-Expression auch eine verminderte N-cadherin-

Expression in 2 Proben.
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Twist

N-cadherin

B-Actin

Twist

N-cadherin

B-Actin

E-cadherin

+ th 2k 3k 3h 4k 4h 5k 5h 6k 7k

Abb. 17: PCR der EMT-Faktoren von Endometriose- und Endometriumproben
Legende:

1: peritoneale Endometriose 6: 1) peritoneale, 2) ovarielle Endometriose
2: Adenomyosis uteri 7: rektovaginale Endometriose

3: ovarielle Endometriose 8: rektovaginale Endometriose

4: ovarielle Endometriose +: Endometriumkarzinomzelllinie Kle

5: ovarielle Endometriose - - Negativkontrolle: H,0

h: Endometrioseherd k: dazugehdrige Kurette/Endometrium

Bei der in Abb. 18 dargestelten PCR wurde Endometrium von
Endometriosepatientinnen und von Patientinnen mit Uterus myomatosus zur

Darstellung der Twist-, Snail-, Slug-, E- und N-cadherin-Expression untersucht.
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Twist und Slug konnte in allen untersuchten Proben nachgewiesen werden. Snail
hingegen konnte in allen Proben aul3er Probe 6 nachgewiesen werden. E-cadherin
konnte ebenfalls in allen Proben dargestellt werden, N-cadherin zeigte sich in 6 Proben.
Es stellte sich kein deutlicher Unterschied in der Expression der Faktoren bei den
untersuchten Endometriumgruppen. Alle Faktoren werden sowohl im Endometrium von
Endometriosepatientinnen als auch im Endometrium von Patientinnen mit Uterus
myomatosus exprimiert.

Bei fehlender bzw. schwacher Expression von Twist und Snail zeigte sich ebenfalls eine
schwachere Expression von N-cadherin (siehe Abb. 18: Probe 3 und 6). Weiterhin
zeigte sich bei schwacher Expression von Twist eine schwache bis fehlende Expression
von Snail (siehe Abb. 18: Proben 3 und 6).

Twist
Snail
Slug

E-cadherin

N-cadherin

B-Actin

1 2 3 4 5 6 7 + -

Abb. 18: PCR der EMT-Faktoren von Endometrium von Patientinnen mit Endometriose
und von Patientinnen mit Uterus myomatosus

Legende:

1-3: Endometrium von Patientinnen mit Endometriose

4-7: Endometrium von Patientinnen mit Uterus myomatosus

+:  Positivkontrolle: Endometriumkarzinomzelllinie Kle

Negativkontrolle: H20
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4. Diskussion

Die Potenz der Endometriosezellen zur Angiogenese und zum invasiven Wachstum
konnte bereits in mehreren Studien dargestellt werden und charakterisiert diese
Erkrankung. So teilt die Endometriose als benigne Erkrankung
Wachstumseigenschaften wie wir sie auch bei malignen Krankheiten beobachten
konnen. Die Mechanismen der Pathogenese dieser sehr haufigen Erkrankung in der
Frauenheilkunde sind weitestgehend unbekannt. In dieser Studie wurde sowohl die
Neoangiogenese, als auch das invasive Wachstumsverhalten der Endometriose
betrachtet und verschiedene Faktoren auf ihre Beteiligung an der Entstehung und dem
Fortbestand der Endometriose genauer untersucht, um dadurch ein besseres
Verstandnis der Pathogenese dieser Erkrankung zu erlangen. Wenn durch retrograde
Menstruation Endometrium in die Bauchhohle gelangt, so muss dieses am Mesothel
anhaften konnen und durch Angiogenese wird die weitere Implantation, sowie das
Wachstum der Endometriose gewahrleistet [107]. Diese Mechanismen bilden
Grundvoraussetzungen fur die Entwicklung einer Endometriose, allerdings sind die
genauen Vorgange noch weitestgehend unerforscht. Durch das bessere Verstandnis
der Grundlagen der Entstehung und Progredienz der Endometriose eroffnen sich

maoglicherweise neue und verbesserte Therapieoptionen.

Durch immunhistochemische Untersuchungen konnte die Expression von COX-2 und
VEGF-A in allen drei Formen der Endometriose in deren zellspezifischen
Expressionsmustern dargestellt werden. Mittels Western Blot-Analyse konnte die
Expression von COX-2 in allen 7 Endometrioseprimarzellkulturen bestatigt werden.

Die Expression von COX-2 wurde in 72 Proben von peritonealen, ovariellen und
rektovaginalen Endometrioseherden untersucht. Diese zeigte sich im Epithel deutlich
starker als im Stroma. Im Epithel war die COX-2-Expression in 91,2 %, 90,5 % und 100
% in peritonealen, ovariellen und rektovaginalen Herden positiv. Im Vergleich dazu
zeigte sich im Stroma eine schwachere COX-2-Expression mit niedrigeren positiven
Raten von 58,8 %, 28,6 % und 82,3 % fur peritoneale, ovarielle und rektovaginale
Endometrioseherde. Der Nachweis von COX-2-Expression in Endometriose passt zu
friheren Studien, die deutlich erhdhte Prostaglandinkonzentrationen in der

Peritonealflissigkeit bei Frauen mit Endometriose und in Endometrioselasionen selbst
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feststellen konnten [79, 133]. Ahnliche Ergebnisse konnten in Studien tber die COX-2-
Expression in ovariellen Endometrioseherden dargestellt werden [80-82]. Allerdings
beschrieb Fagotti et al. eine wesentlich geringe Expression von COX-2 im Epithel von
peritonealen und rektovaginalen Endometrioselasionen mit 11,1 % und 13,3 % [82] im
Vergleich zu 91,2 % und 100 % in unserer Studie. In unserer Studie zeigte sich eine
deutlich starkere COX-2-Expression in rektovaginalen Endometrioseherden als in
peritonealen und ovariellen Herden. Die durch eine erhdohte COX-2-Expression
gesteigerte Prostaglandinsynthese v.a. von PGE; fordert die Migration und das invasive
Wachstum sowie das Uberleben der Endometriosezellen [134]. Die starke COX-2-
Expression in rektovaginalen Endometrioseherden stellt eine maogliche Erklarung far
das meist sehr aggressive, infiltrative Wachstumsverhalten dieser Form der
Endometriose dar. Ebenfalls gilt PGE, als potenter Stimulator der Aromatase in
Stromazellen der Endometriose und fordert damit den Fortbestand und das Wachstum
der Endometriose [135].

Die VEGF-Expression wurde an 80 Endometrioseproben mittels Immunhistochemie
untersucht. Bei der Bewertung wurde im Stroma und Epithel die zytoplasmatische und
die Kernfarbung getrennt beurteilt. Im Epithel zeigte sich in 96,3 % im Zytoplasma und
in 52,6 % in den Kernen eine VEGF-Expression. Im Stroma lag in 85,1 % im
Zytoplasma und in 43,8 % in den Kernen eine VEGF-Expression vor. Vergleicht man
die VEGF-Expression in den verschiedenen Formen der Endometriose, zeigt sich v.a.
eine sehr starke VEGF-Expression im Zytoplasma der Epithel- und Stromazellen in
ovariellen Herden (siehe Tab. 7). Auffallig ist die fehlende Expression von VEGF in
Kernen des Stromas und des Epithels in rektovaginalen Endometrioseproben. Die
VEGF-Expression zeigt sich starker und haufiger in Epithelzellen als in Stromazellen.
Ceyhan et al. Dbeschrieb ebenfalls eine VEGF-Expression in ovariellen
Endometrioseherden, jedoch zeigte sich dort eine starkere Expression im Stroma als im
Epithel [136], die sich hier nicht darstellen liel}. Donnez et al. beschrieb eine VEGF-
Expression in peritonealen Herden. Er konnte darstellen, dass die Expression verstarkt
in roten aktiven im Vergleich zu schwarzen Herden vorliegt. Ebenfalls zeigte sich in der
Studie eine erhohte VEGF-Expression im Endometrium von Frauen mit Endometriose in
der spaten sekretorischen Zyklusphase. Dies unterstutzt die Annahme, dass das
Endometrium selbst eine wichtige Rolle in der Histogenese der Endometriose spielt

[107]. Eine starke VEGF-Expression wurde auch im menstruierenden Endometrium
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nachgewiesen [137]. Dies konnte die Implantationsfahigkeit der Endometriosezellen
begunstigen. In anderen Studien konnten Angiogenesefaktoren und VEGF [106]
verstarkt bei Frauen mit Endometriose in der peritonealen FlUssigkeit nachgewiesen
werden. Eine Ursache konnte die VEGF-Sekretion durch Epithel- und Stromazellen der
Endometriose sein. Die Expression von VEGF im Zytoplasma der Epithel- und
Stromazellen steht signifikant im Zusammenhang miteinander, ebenfalls liel} sich eine
signifikante Assoziation zwischen der Expression in den Kernen im Epithel und Stroma
feststellen.

Williams et al. demonstrierte, dass Tumorwachstum abhangig von COX-2 ist und COX-
2 die GefalRversorgung im Tumor mit reguliert [110]. COX-2 scheint wesentlich an der
Angiogenese in Tumoren beteiligt zu sein. In unserer Studie konnten wir eine
signifikante Korrelation zwischen der Expression von VEGF und COX-2 darstellen. Dies
deutet darauf hin, dass beide Faktoren eine Rolle in der Angiogenese der Endometriose
spielen und sich moglicherweise gegenseitig regulieren. Dieses Ergebnis unterstutzt die
Aussage, dass der potentielle Mechanismus von COX-2 in der Entwicklung und dem
Wachstum der Endometriose dessen angiogenetischer Effekt ist. Eine Korrelation
dieser beiden Faktoren wurde ebenfalls in einer anderen Studie bei ovarieller
Endometriose nachgewiesen. Die VEGF-Expression stellte sich dort hauptsachlich im
Stroma dar, hingegen die COX-2-Expression v.a. verstarkt im Epithel. Dieses Ergebnis
unterscheidet sich von unserem: die COX-2- und VEGF-Expression sind im Epithel der
Endometrioseherde starker als im Stroma. Ebenfalls konnte in der Studie die
Gefaldichte mit der VEGF- und COX-2-Expression korreliert werden, was deutlich
macht, welchen Stellenwert diese beiden Faktoren flr die Angiogenese in der
Endometriose mdoglicherweise haben [136]. Anhand von exemplarisch angefertigten
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von vVWF und SMA konnten wir zeigen, dass sich in
unmittelbarer Nahe der Endometrioselasionen unreife Gefale finden lassen. Dies weist
auf eine angiogenetische Potenz der Endometriose hin, die ebenfalls durch die COX-2
beeinflusst zu sein scheint. Diese Ergebnisse weisen insgesamt darauf hin, dass die
COX-2 ahnlich wie in Tumorzellen an der Angiogenese der Endometriose beteiligt ist.
Die Endometriosezellen fordern durch die Expression von Faktoren wie COX-2 und
VEGF die Generierung von neuen Gefallen zur besseren Versorgung und damit den

Fortbestand sowie das Wachstum.
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In  den Epithelzellen der peritonealen Endometrioselasionen wurde eine
Zyklusabhangigkeit mit einer signifikant hoheren COX-2-Expression wahrend der
sekretorischen Phase festgestellt (p-Wert: 0,042). Dies spiegelt partiell die
Zyklusabhangigkeit der COX-2-Expression in eutopem Endometrium wider, hier steigt
die Expression wahrend der sekretorischen Phase und hat ihren Hohepunkt in der
menstruellen Phase [80, 138]. Wir konnten wie Ota et al. keine Zyklusabhangigkeit fur
die COX-2-Expression in ovariellen Lasionen feststellen [80]. Eine mdgliche Erklarung
fur das Fehlen von Zyklizitat der ovariellen Endometriose bietet das Vorhandensein
eines komplett anderen Milieus in den Ovarien mit sehr hohen Steroidkonzentrationen.
In den rektovaginalen Endometrioseherden konnte ebenfalls keine Zyklusabhangigkeit
der COX-2-Expression festgestellt werden.

Die VEGF-Expression in den Endometrioseproben zeigte keinen Zusammenhang mit
der Zyklusphase der Patientinnen.

Es konnten keine Unterschiede der Expression von COX-2 und VEGF bei Frauen mit
und ohne hormonelle Behandlung gefunden werden. Dies kann unterschiedliche
Grinde haben: Es bestehen unter Umstanden unterschiedliche regulatorische
Mechanismen der Steroidrezeptoren bzw. inaktive Rezeptoren in der Endometriose. So
lasst sich die Progesteronresistenz durch die reduzierte Anzahl an
Progesteronrezeptoren in Endometrioselasionen erklaren. Weiterhin konnte Attia et al.
zeigen, dass der inhibierende Progesteronrezeptor PR-A, aber nicht die stimulierende
Isoform PR-B in Endometrioselasionen vorhanden ist. Dies konnte die
Progesteronresistenz in der Endometriose zusatzlich erklaren [139]. Maoglicherweise
besteht durch die starke lokale Ostrogenproduktion innerhalb der Endometriose eine
erhdhte Resistenz fur zirkulierende Hormone. Im Endometrium zeigt Progesteron eine
antidstrogene Wirkung durch die Induktion von 17p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
(HSD) 2, welches das biologisch potente Ostradiol in das schwéchere Ostron
katalysiert. Dieses Enzym fehlt in den Endometriosezellen, sodass Ostrogen nicht
inaktiviert wird und zusammen mit einer verstarkten Aromataseaktivitat fur die erhdhten
Ostrogenkonzentrationen in der Endometriose verantwortlich sind und damit die
Endometriose erhalt. Die Aromatase wird stimuliert durch PGE,, welches seinerseits
durch einen positiven Feedback-Mechanismus wieder durch Ostrogene stimuliert wird.
Dies bedeutet, dass die lokale Ostrogenproduktion durch die COX-2-Expression

reguliert wird [78]. Obwohl die hormonelle Behandlung der Endometriose effektiv die
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Schmerzen reduziert und das Rezidivrisiko senken, kann diese bei den meisten
Patienten aber nicht das Wiederauftreten und die Progression dieser Erkrankung
verhindern [140]. Deshalb ist ein genaueres Verstandnis der Pathogenese auch
unbedingt erforderlich, um diese Erkrankung besser zu behandeln.

Entgegen unseren Erwartungen konnte kein Zusammenhang zwischen der Expression
von COX-2 und VEGF im Epithel und der Stadieneinteilung feststellt werden. Aufgrund
der vielen durch COX-2 kontrollierten Zellfunktionen wurde eine verstarkte COX-2-
Expression in hoéheren Stadien vermutet. Im Zytoplasma des Stroma zeigte sich
allerdings eine erhodhte VEGF-Expression in rASRM-Stadium Il und IV. Far COX-2
zeigte sich aber im Stroma eine negative Korrelation mit den Stadien; so war in
niedrigeren Stadien (I und Il) eine starkere COX-2-Expression zu sehen.

Die Klassifikation der Endometriose, welche in dieser Studie verwendet wurde, basiert
auf der zurzeit gangigen Klassifikation nach rASRM [11]. Diese Einteilung erfasst
allerdings das Gesamtbild der Endometriose schlecht, so wird z.B. der infiltrative
Charakter der Endometriose nicht mit einbezogen. Es muss in Betracht gezogen
werden, dass diese Ergebnisse die Defizite der verwendeten Klassifikation zur
Stadieneinteilung der Endometriose widerspiegeln.

Im Gegensatz zu anderen Studien konnte in dieser Studie Uberraschenderweise kein
Zusammenhang von COX-2 und VEGF mit den Aktivitatsgraden der peritonealen
Endometriose hergestellt werden. Fir die peritoneale Endometriose ist die
Transplantationstheorie nach Sampson weitestgehend akzeptiert, die peritonealen
Herde sind das Ergebnis der Implantation von durch retrograde Menstruation in den
Bauchraum gelangender Endometriumfragmente [13]. Entscheidend fir die Entwicklung
einer Endometriose sind das erfolgreiche Anheften an das Mesothel, die Invasion der
endometrialen Zellen und das Etablieren der Gefaldversorgung. Die unterschiedlichen
Aspekte der peritonealen Endometrioseherde - rot, schwarz und weil} - reprasentieren
wahrscheinlich die verschiedenen Entwicklungsschritte in der Evolution der
Endometriose. In friheren Studien wurden eine verstarkte Vaskularisation und eine
erhdhte mitotische Aktivitat in roten Lasionen im Gegensatz zu schwarzen und weil3en
Herden festgestellt. Dies stellt moglicherweise den ersten Schritt der frihen
Implantation der endometrialen Zellen dar und bildet somit die erste Stufe der
Endometriose. Eine geringere Gefallversorgung und reduzierte bis fehlende mitotische

Aktivitat in weilRen Herden im Vergleich mit roten Herden lasst vermuten, dass sich

77



Diskussion

diese Lasionen im Ruhezustand befinden [141, 142]. Eine starke Expression von COX-
2 in roten peritonealen Lasionen wurde eine wichtige Rolle der COX-2 in der Invasion
und Angiogenese der frihen Entwicklungsphase der Endometriose vermuten lassen.
Dies konnten wir in unserer Untersuchung entgegen der Erwartung nicht darstellen.

Die hohe Expression von COX-2 in Endometriose weist dennoch auf eine moglich
wichtige Rolle der COX-2 in der Invasivitat und der Angiogenese dieser Erkrankung hin.
Die Ergebnisse dieser Studie stellen den ersten Beweis flir eine Korrelation zwischen
COX-2 und VEGF in allen drei Formen der Endometriose dar und deuten darauf hin,
dass COX-2 an der Neoangiogenese und damit an der Entstehung und Progredienz der
Endometriose beteiligt ist. Sowohl COX-2 als auch VEGF stellen Angriffspunkte fur die
therapeutische Intervention bei Endometriose dar. Durch den fehlenden Einfluss der
hormonellen Therapeutika auf COX-2- und VEGF-Expression in unserer Studie, lasst
sich mutmalen, dass selektive COX-2-Inhibitoren, aber auch VEGF-Inhibitoren eine
zusatzlich spezifische Therapie der Endometriose bieten. Bereits mehrere Studien
zeigten gute Erfolgsaussichten bei der Verwendung dieser Medikamente.

Die gesteigerte Proliferation von ektopen Zellen scheint eine Vorraussetzung fur ihr
Fortbestehen darzustellen, jedoch wird die Proliferation in Endometrioseherde in
Studien unterschiedlich beschrieben. Verschiedene Autoren haben eine erhohte
Proliferationsrate  im Endometrium von Endometriosepatientinnen [143] und
Endometriose [144] darstellen konnen. Andere Studien zeigten jedoch widersprichliche
Ergebnisse. Jones et al. fand eine reduzierte Proliferationsrate in Endometriose [145]
und Nisolle et al. konnte keine Unterschiede in der Proliferationsrate zwischen
Endometrium und Endometriose feststellen [146].

Zur Darstellung der Proliferationsrate in Endometriose wurde in unserer Studie Ki-67 als
Marker verwendet. Ki-67 ist ein Kernprotein, welches wahrend der spater G1-, S-, M-
und G2-Phase des Zellzykluses exprimiert wird. Wir konnten einen Mittelwert von 17,61
% in den Epithelien und 6,4 % in den Stromazellen in Endometriose darstellen. Diese
Raten wirken im Vergleich mit in anderen Studien festgestellten hoheren Werten in
Endometrium sehr gering. Scotti et al. konnte eine durchschnittliche Proliferationsrate
von 38% in Epithelzellen von Endometrium von Frauen mit und ohne Endometriose
dargestellt, jedoch eine signifikant schwachere Proliferation in epithelialen
Endometriosezellen nachweisen. 18 von 24 Proben waren dabei negativ und die 6

positiven zeigten eine durchschnittliche Proliferationsrate von nur 1,2 %. Im Stroma der
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Endometriumproben von Frauen mit und ohne Endometriose zeigte sich bei Scotti et al.
eine Proliferation im Durchschnitt von 10 % und im Endometriosestroma lag keine Ki-
67-Expression vor [126].

Unsere Ergebnisse zeigen geringfugig hohere Proliferationsraten fur die Endometriose,
jedoch bleiben diese ebenfalls sehr gering.

Ahnlich wie bei Scotti et al. konnte keine gesteigerte, sondern eher eine erniedrigte
Proliferationsrate nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stitzen nicht die
Vermutung, dass eine erhohte Proliferationsaktivitat an der Pathogenese der
Endometriose beteiligt ist. Moglicherweise besitzt die Endometriose einen mehr
invasiven als proliferativen Charakter. Es zeigten sich in unserer Studie keine
Zusammenhange zwischen der Ki-67-Expression und der Expression von COX-2 in
Endometriose, wie es sich in Karzinomzellen darstellen lie®. Dort scheint die COX-2
ebenfalls an der Proliferationssteigerung von Karzinomzellen beteiligt zu sein. Ebenfalls
zeigte sich kein Zusammenhang zwischen Ki-67 und VEGF, sowie mit den
Aktivitatsgraden der peritonealen Endometriose.

Diese Ergebnisse implizieren, dass die Endometriosezellen nicht hyperproliferativ sind.
Ebenfalls scheint die COX-2 in Endometriose nicht wie in Tumorzellen an der
Proliferation beteiligt zu sein.

Die ektopen Endometriumfragmente bendtigen invasive Eigenschaften, um einen
stabilen Kontakt mit ihrer Umgebung herzustellen. Die Endometriose kann trotz ihrer
Benignitat invasiv wachsen und zeigt metastatische Potenz. Es ist unklar, warum einige
Endometriosezellen invasiv wachsen und es sogar zu lymphogenen Streuung kommen
kann, wie kurzlich dargestellt werden konnte [147, 157]. Aber vielleicht ist die geringe
proliferative Potenz bei gegebener invasiver Potenz gerade ein Mechanismus, der

Endometriose zu einer benignen und eben nicht malignen Erkrankung macht.

Die EMT definiert einen Entwicklungsprozess, in dem stationare polarisierte
Epithelzellen sich in motile mesenchymale Zellen verwandeln. Dieser Prozess wurde
erstmals 1982 von Greenburg und Hay [148] beobachtet und es besteht Einigkeit, dass
dieses zellulare Programm groRen Stellenwert in der Morphogenese wahrend der
Embryogenese besitzt. Spater konnte die EMT als potentieller Mechanismus fur die
Entwicklung eines invasiven Karzinoms aus einem soliden Tumor im frihen Stadium

verantwortlich gemacht werden. Die Streuung von Zellen, sowohl in der Embryogenese,
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als auch bei Karzinomen, beruht auf zwei wesentlichen Schritten: das Auflosen des
Zell-Zell-Kontaktes durch Verlust der interzellularen Verbindungen und die Fahigkeit zur
Motilitat. Dies ermdoglicht es einzelnen Zellen die Basalmembran zu durchbrechen,
invasiv zu wachsen und durch Intra- und Extravasation Metastasen zu bilden. An
diesem Prozess sind Transkriptionsfaktoren wie Twist, Snail und Slug sowie die
Adhasionsmolekule E- und N-cadherin beteiligt. In der Annahme, dass die EMT auch in
der Endometriose eine Rolle in der Entstehung und Progredienz spielt, wurden
Endometrioseherde und Endometrium erstmals mittels Immunhistochemie und RT-PCR
auf die an der EMT beteiligten Faktoren wie Twist, Snail, Slug, E- und N-cadherin
untersucht.

In der vorliegenden Studie konnten wir Unterschiede in der Expression der
Adhasionsmolekule E- und N-cadherin sowie von Twist in Endometrioselasionen und
Endometrium feststellen: Es zeigte sich eine starkerer Twist-Expression in den
Endometrioseproben als im Endometrium sowohl in den Epithel als auch in den
Stromazellen. N-cadherin ist deutlich starker in Endometriosestromazellen vorhanden
als im Stroma des Endometriums. Im Epithel zeigten E-cadherin und N-cadherin

ahnliche starke Expressionsmuster in den beiden untersuchten Geweben.

Es wurde postuliert, dass in der Endometriose, ahnlich wie in Tumorzellen, die E-
cadherin-Herunterregulierung moglicherweise einen Mechanismus darstellt, welcher es
den Endometriumzellen erlaubt, sich aus ihrem Verband zu I6sen und wie in
Sampson’s Transplantationstheorie beschrieben an anderen Stellen anzuheften,
invasiv. zu wachsen und Endometrioseherde zu bilden. Diese Hypothese wird
unterstitzt durch einige Studien, welche eine signifikante Downregulation von E-
cadherin in Endometriosezellen im Vergleich zu Endometrium feststellen konnten [123,
127]. Eine Studie konnte eine geringere Expression von E-cadherin und zusatzlich
vereinzelt E-cadherin-negative Zellen in der sonst positiven Endometriosedruse zeigen.
Dabei konnte mittels eines Kollagen-Invasionsassays dargestellt werden, dass einige
Endometriosezellen eine starke invasive Kapazitat besitzen, welche mit der von
malignen Tumorzellen vergleichbar ist. Diese Zellen waren fur E-cadherin negativ [125].
In unserer Studie konnte wie bereits oben erwahnt keine generelle Downregulation von
E-cadherin in Endometrioseherden festgestellt werden, aber wir konnten ebenfalls

vereinzelte E-cadherin-negativen Zellen in den E-cadherin-positiven Drisen
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nachweisen. Unsere Ergebnisse stimmen mit denen von anderen Autoren Uberein,
welche eine sehr moderate oder eine fehlende Differenz zwischen der E-cadherin-
Expression in Endomertiose und Endometrium darstellen konnten [128, 129].
Mdglicherweise ist der Verlust von E-cadherin nicht an der Pathogenese der
Endometriose beteiligt [128].

Die Anwesenheit von E-cadherin alleine impliziert jedoch nicht, dass dieses seine
Funktion vollstandig entfalten kann. Der Funktionsverlust ist ein Charakteristikum der
EMT, dies geschieht durch Mutation des R-Catenin-Gens, sowie durch veranderte
Phosphorylierung der Tyrosine des Cadherin-Catenin-Komplexes [116]. [3-Catenin
verbindet die zytoplasmatische Domane von E-cadherin Uber weitere Adapterproteine
an Aktinfilamente und ist somit am Aufbau des Zytoskeletts beteiligt. Neben der
strukturellen Rolle von R-Catenin in der Zelle, reguliert dieses die Adhasionsfunktion der
Cadherine. Freies zytosolisches R-Catenin kann im Kern die Transkription Uber
LEF/TCF (lymphoid enhancer binding factor/ T-cell specific factor) aktivieren. Es gibt
Hinweise, dass die EMT-Transkriptionsfaktoren Twist und Slug Uber diese von B-
Catenin vermittelte Transkription reguliert werden [149, 150]. Die Datenlage zur
Expression von 3-Catenin in Endometriose ist unzureichend und widerspruchlich. So
konnte in Studien eine Reduktion des gesamten E-cadherin-R-Catenin-Komplexes in
Endometrioselasionen festgestellt werden [126, 129]. Shaco Levy et al. konnte eine
alleinige Reduktion von R-Catenin ohne zusatzliche Reduktion von E-cadherin in
Endometriose feststellen [151]. Der Funktionsverlust des Adhasionsmolekils E-
cadherin kann eine Folge von Genpolymorphismen sein und in einer Studie von Shan et
al. konnte gezeigt werden, dass bestimmte E-cadherin-Genpolymorphismen in
Zusammenhang mit dem Risiko einer Erkrankung an Endometriose stehen [152].
Wahrscheinlich ist der Verlust von E-cadherin kein generelles und zuverlassiges
Merkmal der Endometriose. Dies spiegelt sich auch in unseren Ergebnissen wieder, so
zeigten sich ahnliche Ergebnisse der E-cadherin-Expression in den drei Formen der
Endometriose, ebenso zeigten sich keine Zusammenhange der Expression mit dem
Stadium der Erkrankung. Unsere Ergebnisse unterstreichen, dass E-cadherin nicht als
Marker fur Dedifferenzierung und invasives Wachstumsverhalten von Endometriose-
zellen dienen kann. Ausgeschlossen ist damit jedoch nicht die Moglichkeit, dass E-

cadherin in friher Entwicklungsstufen der Endometriose herunterreguliert ist.
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N-cadherin, als mesenchymaler Marker, ist wichtig fur die Migration von Zellen wahrend
der Embryogenese, aber auch in pathophysiologischen Prozessen, z.B. in der
Karzinogese. Niemann et al. konnte in Mammakarzinomzellen nachweisen, dass N-
cadherin die Motilitdt dieser Zellen induzieren kann, auch wenn diese stark E-cadherin
positiv waren. Die Herunterregulierung von E-cadherin korreliert nicht zwangslaufig mit
invasivem Wachstum und metastatischer Potenz, jedoch zeigen Zellen mit N-cadherin-
Expression einen invasiven Charakter. Dies impliziert, dass N-cadherin sich in diesem
Zusammenhang dominant Uber E-cadherin darstellt und es kann postuliert werden,
dass sich die Cadherine in verschiedenen Zellen unterschiedlich verhalten [153]. Hazan
et al. konnte bestatigen, dass der metastasierende Effekt von N-cadherin dominant tber
der tumorsuppressiven Funktion von E-cadherin ist: Gut differenzierte E-cadherin
positive MCF-7 Mammakarzinomzellen bekamen durch exogene Expression von N-
cadherin mittels Transfektion einen invasiven und metastatischen Charakter [154].

In dieser vorliegenden Studie konnten wir eine moderate bis starke N-cadherin-
Expression in  Epithelzellen aller untersuchten @ Endometrioseherde und
Endometriumproben nachweisen. In den Stromazellen der Endometrioselasionen lag
eine hohere Anzahl von N-cadherin-positiven Zellen im Vergleich mit den
Endometriumproben vor, mit 81.5% versus 76.5%. Weiterhin zeigte sich eine deutlich
intensivere N-cadherin-Expression in den Stromazellen der Endometrioseherde (p-
Wert: 0,017). Interessanterweise konnten wir eine inverse Korrelation zwischen den
beiden Adhasionsmolekilen E- und N-cadherin in Endometriose feststellen (p-Wert:
0,02). In Karzinomzellen gilt dieser Switch von E-cadherin zu N-cadherin als Merkmal
der EMT. Die inverse Korrelation der beiden Adhasionsmolekule weist moglicherweise
auf eine Interaktion der beiden Molekille in der Endometriose hin, auch wenn wir wie
oben erwahnt in unserer Studie keine Herunterregulierung der E-cadherin-Expression in
Endometriose nachweisen konnten. Rosivatz et al. konnten in Kolonkarzinomzellen
ebenfalls keine Herunterregulation von E-cadherin bei gleichzeitiger Expression von N-
cadherin nachweisen. In diesen Zellen konnte die Transkriptionsfaktoren der EMT
Twist, Snail 1 und Sip 1 nicht dargestellt werden, sodass dort postuliert wurde, dass bei
einer Co-Expression von E- und N-cadherin diese nicht auf transkriptionalem Wege
reguliert werden [155]. Auch hier erscheint N-cadherin dominant Uber der Funktion von

E-cadherin zu sein, ahnlich wie in Mammakarzinomzellen.
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Wir konnten eine signifikante Hochregulierung von Twist in Endometriosezellen, sowohl
in Epithel- als auch Stromazellen, im Zytoplasma und Kern im Vergleich mit
Endometriumproben nachweisen. Weiterhin konnten wir tendenziell eine starkere Twist-
Expression in Endometrioseherden mit geringerer E-cadherin-Expression feststellen,
dies erreichte jedoch keine Signifikanz. Twist wurde anfanglich im Zusammenhang mit
seiner Rolle in der Differenzierung des Mesoderms und der Morphogenese in
Drosophila-Fliegen identifiziert. Mittlerweile wurde deutlich, dass Twist eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der Tumoren spielt. So konnten Rosivatz et al. als Erste
zeigen, dass eine Twist-Expression mit einer hohen N-cadherin-Expression in diffusen
Magenkarzinomzellen einhergeht [156]. Twist ist hochreguliert in verschiedenen
Karzinomen, so z.B. in Mamma-, Kolon- und Prostatakarzinomen. Die Gruppe um Prof.
Weinberg konnte im Mausmodell zeigen, dass Twist flr die Intravasation und
Metastasierung von Mammakarzinomzellen verantwortlich ist. Die exogene Induktion
von Twist fuhrte durch Verlust von E-cadherin zur Auflosung der Zell-Zell-Adhasion und
Zellmotilitat, also Merkmale, die typisch fur den Prozess der EMT sind. Die exogene
Induktion von E-cadherin kann interessanterweise diesen von Twist angetriebenen
Prozess nicht mehr stoppen. Weiterhin konnten diese Autoren darstellen, dass in
lobularen Mammakarzinomzellen Twist hochreguliert ist, wahrend Uber die Halfte dieser
Karzinome E-cadherin-Mutationen aufweisen [116]. Twist, zusammen mit anderen
Transkriptionsfaktoren wie Snail, Slug, SIP1 und ZEB-1, bewirkt mdglicherweise die
transkriptionale Repression von E-cadherin vermittelt Uber E-Box-Elemente in der
Promotorregion. Twist ist in Mammakarzinomzellen nach shRNA-vermitteltem E-
cadherin-Verlust hochreguliert. Die Twist-Inhibition in diesen E-cadherin-negativen
Karzinomzellen fluhrte zu einer signifikanten Reduktion des invasiven und
metastatischen Verhaltens der Zellen. Dies lasst vermuten, dass Twist moglicherweise
ebenfalls Auswirkungen auf die zellulare Funktion im Zusammenhang mit dem Verlust
von E-cadherin in humanen Mammakarzinomzellen hat.

Die Hochregulation von Twist in den Endometrioseherden im Vergleich zum
Endometrium, die Twist-Hochregulation in den Endometrioselasionen mit geringerer E-
cadherin-Expression sowie die starke N-cadherin-Expression in Endometrioselasionen
und die inverse Korrelation mit E-cadherin passen zu den in humanen Karzinomzellen

festgestellten Ergebnissen bei Untersuchungen der EMT.
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Weiterhin haben wir die Transkriptionsfaktoren Snail und Slug untersucht, welche als
direkte Suppressoren von E-cadherin in Tumorzellen gelten und moglicherweise einen
genaueren Aufschluss Uber die fehlende Herunterregulation von E-cadherin in
Endometriose geben kdnnen. Snail und Slug kénnen direkt an die E-Box des E-
cadherin-Promoters binden und dessen Transkription unterdricken. lhre Repressions-
funktion ist unterschiedlich: so scheint die Funktion von Snail verstarkt in der initialen
Phase des invasiven Prozesses zu liegen, Slug hingegen scheint fur die Erhaltung des
malignen Geschehens durch dauerhafte Repression von E-cadherin verantwortlich zu
sein.

Snail konnte in 95,7 %, in 22 von 23 Proben, sowohl im Epithel, als auch im Stroma in
Endometriose nachgewiesen werden, Slug konnte in 80 % (16/20) in Epithelzellen der
Endometriose und zu geringerem Prozentsatz von 40 % (8/20) auch in Stromazellen
dargestellt werden. Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen der Expression von
Snail bzw. Slug und der Expression von E-cadherin in Endometriose feststellen.

Die Expression der Transkriptionsfaktoren Twist, Snail und Slug, sowie die Expression
der Adhasionsmolekile E- und N-cadherin in Endometriose und Endometrium konnte
zusatzlich mittels RT-PCR dargestellt werden. Alle untersuchten Faktoren konnten in
den Endometrioseprimarzellen (Abb. 16, 3.5.1) nachgewiesen werden.

In Abb. 17 Bild Il (siehe 3.5.2) zeigte sich in 2 Fallen bei einer schwacheren Expression
von Twist ebenfalls eine schwachere Bande fur N-cadherin in der peritonealen
Endometrioseprobe 6 und in der rektovaginalen Endometrioseprobe 7. Es liel3 sich kein
Unterschied zwischen den Endometriose- und den dazugehorigen Endometriumproben
in der Expression der EMT-Faktoren abgelesen an der Bandenstarke feststellen. Die in
Abb. 18 (siehe 3.5.2) dargestellte RT-PCR zur Untersuchung von Endometrium von
Patientinnen mit und ohne Endometriose konnte Twist, Slug und E-cadherin in allen
Proben nachgewiesen werden. Snail und N-cadherin zeigten sich in allen auller einer
Probe. Es zeigte sich kein Unterschied in der Expression der Faktoren in den beiden
untersuchten Endometriumgruppen. Lag eine reduzierte Expression von Twist vor, so
zeigte sich ebenfalls eine reduzierte bis fehlende Expression von Snail in 2 Proben.
Durch die RT-PCR an Endometriumgewebe konnten wir zusatzlich noch einen Hinweis
auf die Hochregulation der beiden weiteren Transkriptionsfaktoren Snail und Slug
liefern, welche nicht mittels Immunhistochemie untersucht wurden. Da es sich bei der

RT-PCR um ein semiquantitatives Verfahren handelt, ist eine genaue Bestimmung der
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Starke der Expression nicht moglich, lediglich die Beurteilung der Bandenstarken
bestimmt das Expressionsmal3. Diese Ergebnisse aus der RT-PCR stutzen insgesamt
unsere Ergebnisse aus der Immunhistochemie, dass EMT mdglicherweise eine Rolle in
der Pathogenese der Endometriose spielt. Es zeigen sich Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen der Expression von Twist und N-cadherin. Auch in den PCR
zeigt sich keine Downregulation von E-cadherin in Endometriose, sondern ebenfalls
eine starke Expression der RNA.

In dieser Untersuchung konnten die Transkriptionsfaktoren der EMT erstmals in der
Endometriose charakterisiert werden. Dadurch eroffnet sich moglicherweise ein neues
Verstandnis der Pathogenese der Endometriose und eine mogliche Erklarung fur die
Entstehung und das invasive Wachstum der Endometriose. Weiterhin konnten wir die
EMT-Faktoren auch im Endometrium nachweisen. Das Endometrium stellt ein
besonderes Gewebe dar, da es verschiedene Faktoren exprimiert, die sonst nur in der
Embryogenese oder in der Tumorgenese nachgewiesen werden. Es sollten weitere
Studien am gesunden Endometrium bezlglich der EMT-Transkriptionsfaktoren sowie
der Adhasionsmolekile auch unter Einbezug der Zyklusphase erfolgen, um neue
aufschlussreiche Erkenntnisse Uber dieses Gewebe, aber auch uber die Endometriose
zu erlangen. Dies konnte helfen die Pathogenese dieser Erkrankung besser zu
verstehen und damit weitere mogliche Angriffspunkte flr zukinftige Therapiekonzepte
liefern.

Wir konnten zeigen, dass Endometriose und Endometrium Gewebe darstellen, welche
die Transkriptionsfaktoren der EMT Twist, Snail und Slug bei gleichzeitig hoher E-
cadherin-Expression exprimieren. Dies unterliegt der Vielfaltigkeit der EMT-Regulation
abhangig von Zelltypus und —Zusammenhang. Die Co-Expression von E- und N-
cadherin ebenso wie die hohe Expression von Twist im Endometrium unterstitzt die
Vermutung, dass der Prozess der EMT moglicherweise Teil an den stark dynamischen
zyklischen Veranderungen des Endometriums hat. Das Endometrium ist bisher das
einzige Gewebe, in welchem die EMT moglicherweise eine Rolle in physiologischen
Prozessen des Erwachsenen spielt.

Die ahnliche Expression der getesteten Antigene in Endometriose und Endometrium
kann als Hinweis gewertet werden, dass Endometriosezellen, wie bereits in Sampson’s
Implantationstheorie postuliert, von Endometrium stammen. Die Hochregulation von

Twist in epithelialen und stromalen Zellen, sowie die N-cadherin-Hochregulation in
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stromalen Zellen der Endometriose weist moglicherweise darauf hin, dass die
Veranderung in der EMT-Regulation in endometrialen Zellen Voraussetzung fur die
Bildung von Endometrioselasionen darstellt. Die starke E-cadherin-Expression ist unter
Umstanden ein Mechanismus, durch welchen die Endometriose ihren Charakter als
primar benigne Erkrankung beibehalt. Dies unterscheidet moglicherweise eine benigne
Zelle, wie die Endometriosezelle, von einer malignen Zelle, wie der

Endometriumkarzinomzelle.
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5. Zusammenfassung

Fur diese Dissertation wurde experimentelle Grundlagenforschung zur Steuerung und
Bedeutung der Angiogenese und Invasivitdt von Endometriosezellen durchgefihrt.
Angiogenese spielt eine SchlUsselrolle in der Pathogenese der Endometriose.
Cyclooxygenase-2 (COX-2) wird in Endometriose exprimiert und ist in Tumoren
assoziiert mit der Angiogenese. Um darzustellen, ob die COX-2 ahnlich wie in Tumoren
eine Rolle in der Angiogenese spielt, wurde der Zusammenhang zwischen COX-2 und
VEGF-A Expression in Endometriose untersucht.

Dazu wurden immunhistochemische Untersuchungen von COX-2 und VEGF an
peritonealen, ovariellen und rektovaginalen Endometrioselasionen durchgeflhrt.
Zusatzlich wurden exemplarisch Immunfluoreszenzdoppelfarbungen fur COX-2 und
VEGF, sowie fur SMA und VWF zur genaueren Diskriminierung der die Endometriose
umgebenden Gefalde in unreife und reife Gefalte angefertigt.

COX-2 und VEGF-A wurden in Epithelzellen in 93 % und 96,3 % exprimiert. Die
Expressionen der beiden Faktoren waren im Stroma signifikant geringer mit 55 % fur
COX-2 und 85,1 % im Zytoplasma fur VEGF. Die Expression von VEGF in den Kernen
lag bei 52,6 % in Epithelien und 43,8 % im Stroma.

Es zeigte sich ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen der Expression von
COX-2 in den Epithelzellen und VEGF im Zytoplasma der Epithelzellen (p-Wert: 0,008).
In den rektovaginalen Lasionen zeigte sich eine signifikant starkere COX-2-Expression
im Vergleich mit ovariellen und peritonealen Herden im Epithel (p-Wert: 0,025) und im
Stroma (p-Wert: 0,016). Es konnten neugebildete Gefalte in Endometrioselasionen mit
COX-2-Expression mittels Immunfluoreszenzdoppelfarbung nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen vermuten, dass COX-2 ahnlich wie in Tumoren
auch in der Endometriose mit der Expression von VEGF und damit mit der Angiogenese
assoziiert ist. Die Korrelation der beiden Faktoren, sowie der Nachweis von
neugebildeten Gefallen in der Endometriose mit Expression von COX-2 deutet darauf
hin, dass COX-2 eine wichtige Rolle in der Angiogenese der Endometriose spielt und
modglicherweise einen bestimmenden Faktor in der Pathogenese dieser Erkrankung
darstellt. Damit bietet COX-2 einen vielversprechenden Angriffspunkt fuar die

medikamentose Intervention der Endometriose.
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Endometriose ist eine benigne Erkrankung, welche jedoch Charakteristika wie das
invasive Wachstum und die metastatische Potenz mit malignen Erkrankungen teilt.
Dazu wurde die potentielle Rolle der EMT in der Pathogenese der Endometriose
untersucht. Epitheliale mesenchymale Transition (EMT) beschreibt einen Prozess, in
dem es zum Verlust der epithelialen Charakteristika von Epithelzellen zu Gunsten eines
mesenchymalen Phanotyps der Zelle kommt. Die EMT spielt eine entscheidende Rolle
in der Embryogenese, konnte aber auch in Zusammenhang mit invasivem und
metastatischem  Wachstum  von  Karzinomzellen  gebracht werden. Die
Transkriptionsfaktoren  Twist, Snail und Slug induzieren die EMT durch
Herunterregulation des Adhasionsmolekuls E-cadherin. E-cadherin ist verantwortlich fur
die stabile Zell-Zell-Adhasion. Twist fuhrt ebenfalls zu einer Expression von N-cadherin,
welche mit einem erhdhten invasiven Potential von Tumorzellen und damit auch mit
einer schlechteren klinischen Prognose assoziiert ist.

Die Expression der Transkriptionsfaktoren Twist, Snail und Slug sowie der
Adhasionsmolekile E- und N-acdherin wurde mittels Immunhistochemie an
peritonealen, ovariellen und rektovaginalen Endometrioseherden untersucht. Ebenfalls
wurden immunhistochemische Untersuchungen an Endometriumproben far Twist, E-
und N-cadherin angefertigt. Zusatzlich wurden RT-PCRs zur Untersuchung der
Faktoren in Endometriose und Endometrium durchgefihrt.

Twist, Snail, Slug, E- und N-cadherin wurden in Epithelzellen in 100 %, 95,7 %, 80 %,
100 % und 96,3 % von allen untersuchten Endometrioseproben exprimiert. Twist zeigte
sich zusatzlich in 59,3 % in epithelialen Kerne. Die Expression aller Faktoren war in
Epithelzellen starker als in Stromazellen, E-cadherin stellte sich in Stromazellen nicht
dar. Es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen E- und N-cadherin (p-Wert:
0,02). Jedoch zeigte sich keine Korrelation der Expression von E-cadherin und den
Transkriptionsfaktoren Twist, Snail und Slug in Endometriose. Es liel3 sich ein positiver
Zusammenhang zwischen Twist und N-cadherin feststellen (p-Wert: 0,002).
Erstaunlicherweise zeigte sich keine Herrunterregulation von E-cadherin in
Endometriose. In der RT-PCR konnten alle untersuchten Faktoren nachgewiesen

werden.

88



Zusammenfassung

Im Endometrium wurde Twist, E- und N-cadherin in 84,6 %, 83,3 % und 100 % im
Zytoplasma des Epithels der untersuchten Proben nachgewiesen. Twist konnte
ebenfalls in den Kernen des Epithels in 7,7 % der Proben dargestellt werden. Im Stroma
lag eine wesentlich geringere Expression der untersuchten Faktoren vor, E-cadherin
konnte als epithelialer Marker nicht in Stromazellen dargestellt werden. Im Vergleich mit
den Endometriumproben zeigte sich bei der Endometriose eine signifikant starkere
Expression von Twist in den Epithelzellen (p-Wert: 0,024). Zusatzlich zeigte sich eine
starkere Expression von N-cadherin im Stroma der Endometriose im Vergleich zu
Endometrium.

Die Faktoren der EMT werden in Endometriose und Endometrium exprimiert. Dies ist
der erste Nachweis der EMT-Transkriptionsfaktoren in einer benignen Erkrankung wie
der Endometriose, sowie in einem adulten Gewebe wie dem Endometrium. Die
Hochregulation von Twist und N-cadherin in der Endometriose weist moglicherweise auf
eine Beteiligung der EMT in der Pathogenese der Endometriose hin und ist ein
mdglicher Mechanismus, der das invasive Wachstum und die metastatische Potenz
dieser Erkrankung mitreguliert. Vielleicht spielt die EMT auch eine Rolle in der
physiologischen Zyklizitat des Endometriums. Die fehlende Herunterregulation von E-
cadherin oder die gleichzeitige Expression klassischer EMT-Faktoren ist evtl. ein
Mechanismus Uber den die Endometriose trotz des invasiven Potentials ihren benignen
Charakter behailt.
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7. Anhang

Anhang

1:

Patientinnen
n= 82

Gewebe

peritoneal 40
ovariell 22
rektovaginal 20
Alter (Mittelwert) 34,4
rASRM-Stadium

Stadium | 13
Stadium I 14
Stadium Il 12
Stadium IV 22
extragenital 20
fehlende Angaben 1
Zyklusphase

Menstruelle Phase 1
Sekretorische Phase 20
Proliferatorische Phase | 22
fehlende Angaben 4
Therapie

keine 47
GnRH-Analoga 5
Orale kombinierte 18
Kontrazeptiva

Gestagen- 7
Monopraparate

fehlende Angaben 5

Immunhistochemie von COX-2 und VEGF-A

klinische Daten der Endometriosepatientinnen

der

Proben zur
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Patientinnen

n= 40
Gewebe
peritoneal 9
ovariell 9
rektovaginal 9
Endometrium von 7
Endometriosepatientinnen
Endometrium von 6
Patientinnen mit Uterus
myomatosus
Alter (Mittelwert) 36,85
rASRM-Stadium
Stadium | 9
Stadium |l 5
Stadium I 9
Stadium IV 10
fehlende Angaben 1
Zyklusphase
Menstruelle Phase 0
Sekretorische Phase 8
Proliferatorische Phase 14
fehlende Angaben 2
Therapie
Keine 24
GnRH-Analoga 1
Orale kom. Kontrazeptiva/ | 15
Gestagen- Monotherapie
fehlende Angaben 0

Anhang 2: Klinische Daten zu den Endometriose- und Endometriumproben fur die

Immunhistochemie von Twist, Snail, Slug, E-cadherin, N-cadherin
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Patientinnen
n=6
Gewebe
peritoneal 1
ovariell 2
rektovaginal 3
Alter (Mittelwert) 32,5
rASRM-Stadium
Stadium | 0
Stadium | 0
Stadium Il 2
Stadium IV 4
fehlende Angaben 0
Zyklusphase
Menstruelle Phase 0
Sekretorische Phase 1
Proliferatorische Phase | 2
fehlende Angaben 0
Therapie
keine 3
GnRH-Analoga 1
Orale kombinierte 1
Kontrazeptiva
Gestagen- 1
Monotherapie
fehlende Angaben 0

Anhang 3: Klinische Daten der Endometriosepatientinnen der Proben zur Herstellung

von Primarzellkulturen fur die PCR zur EMT

105



Anhang

Patientinnen

n=8
Gewebe
peritoneal 2
ovariell 4
rektovaginal 2
Adenomyosis uteri 1
Alter (Mittelwert) 34
rASRM-Stadium
Stadium | 1
Stadium I 0
Stadium Il 3
Stadium IV 3
fehlende Angaben 1
Zyklusphase
Menstruelle Phase 0
Sekretorische Phase 2
Proliferatorische Phase | 2
fehlende Angaben 1
Therapie
keine S
Aromataseinhibitor 1
Orale kombinierte 0
Kontrazeptiva
Gestagen-Monotherapie | 1
fehlende Angaben 1

Anhang 4: Klinische Daten der Patientinnen der Proben von Endometriosegewebe fur
die PCR zur EMT
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Patientinnen
n=7
Gewebe
Endometrium von 3
Endometriosepatient-
innen
Endometrium von 4
Patientinnen ohne
Endometriose
Alter (Mittelwert) 38,1
rASRM-Stadium  bei
Endometriose (n=3)
Stadium | 0
Stadium I 0
Stadium Il 1
Stadium IV 0
fehlende Angaben 2
Zyklusphase
Sekretorische Phase 2
Proliferatorische Phase
fehlende Angaben 4
Therapie
keine
GnRH-Analoga 0
Orale kombinierte 0
Kontrazeptiva
Gestagen- 0
Monopraparate
fehlende Angaben 0

Anhang 5: klinische Daten zu Endometriumproben fur die PCR zur EMT
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Primarantikorper

gerichtet gegen
Bezeichung Spezies Hersteller Ca.-No
monoklonal mouse anti-
COX-2 Mensch Cayman chemicals , USA 160112
Verdunnung 1:500
polyklonal rabbit anti- RB-9031-
VEGF Mensch Neo Markers, UK PO
Verdunnung 1:100
monoklonal mouse anti- DakoCytomation, Glostrup,
Ki-67 Mensch Danemark M7187
Verdunnung 1:2000
polyklonal rabbit anti-
Twist Mensch Santa Cruz Biotechnology |sc-15393
Verdiunnung 1: 500
polyklonal gaot anti-N-
cadherin Mensch Santa Cruz Biotechnology |sc-1502
Verdunnung 1:300
Polyklonal rabbit anti-E-
cadherin Mensch Santa Cruz Biotechnology |Sc-7870
Verdunnung 1: 100
polyklonal rabbit anti- Sc-10433
Snail Mensch Santa Cruz Biotechnology
Verdinnung 1: 50
polyklonal rabbit anti-Slug | Mensch Santa Cruz Biotechnology |Sc-15391
Verdinnung 1: 50
Sekundarantikorper

gegen
Name Primarantikorper | Hersteller Ca.-No
Biotin-SP-konjugiertes Kaninchen anti- | Dianova, Hamburg, 315-065-
lgG Maus Deutschland 045
Verdunnung 1:400
Biotin-SP-konjugiertes Maus anti- Dianova, Hamburg, 211-065-
lgG Kaninchen Deutschland 109
Verdunnung 1:400
Biotin-SP-konjugiertes Kaninchen anti- | DakoCytomation, Glostrup,
lgG Ziege Danemark E0466
Verdunnung 1:400
Biotin-SP-konjugiertes Ziege anti-
IgG Kaninchen Santa Cruz Biotechnology |sc-2040

Verdunnung 1: 200

Anhang 6: Verwendete primare und sekundare Antikorper fur die Immunhistochemie
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Primarantikorper

gerichtet gegen

Bezeichung Spezies Hersteller Ca.-No
monoklonal mouse anti-
COX-2 Mensch Cayman chemicals, USA | 160112
Verdunnung 1:500

RB-9031-
polyklonal rabbit anti-VEGF | Mensch NeoMarkers, UK PO
Verdunnung 1:100

DakoCytomation,
monoklonal anti-SMA Mensch Glostrup, Danemark MO0851
Verdinnung 1:50
polyklonal anti-vWF Mensch Sigma, Deutschland F3520
Verdinnung 1:1000
Sekundarantikorper
gegen

Name Primarantikorper |Hersteller Ca.-No
Cy'™2-konjugierte F(ab')2 Dianova Hamburg, 115-226-
Fragment Ziege anti-Maus Deutschland 062
Verdinnung 1:100
Rhodamine Red™-X- Dianova,Hamburg, 711-295-
konjugiertes 1gG Esel anti-Kaninchen | Deutschland 152

Verdunnung 1:100

Anhang 6: Verwendete primare und sekundare Antikorper fur die Immunfluoreszenz
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Losungen, Puffer und Medien

Lésungen

Enzymmix (Gewebeverdau)

20 %ige Paraformaldehydlosung

5 %/ 10 % Trockenmilch-Losung (NFDM)

Puffer

Die pH-Einstellung erfolgte mit HCI/NaOH.

PBS (phosphate buffered saline) pH 7,6

50mM Tris Puffer pH 7,4-7,6 (5L)

10mM Citratpuffer pH 6,0

Losung A

Lésung B

0,5 mg Collagenase A
0,33 mg Dispase 1
in 20 mL PBS

0,4 g Paraformaldehyd
ad 10 mL PBS

59g/10 gin 100mL PBS/Tween 0,5 %

PBS Dulbecco Instamed in Aqua dest.

34,25 g Trizma®HCI
4 g Trizma®Base
43, 9 g NaCl

0,1 M Zitronensaure (21.01g in 1000
mL Aqua dest.)

0.1 M NaCitrat (29,41g in 1000 mL
Aqua dest.)

18mL Lésung A und 82 mL Lésung B ad 1000 mL Aqua dest.

1fach TAE-Puffer (pH 8,0)

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
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CMR Puffer (Zelllyse Westernblot)

Transferpuffer

Waschpuffer (Western Blot)

Medien

Wachstumsmedium

CMR Complete mini reagent (1 Tabl.)
5 ug 200 yM Sodium Orthovanadat
10 ul IGEPAL

50 mM Tris-HCI Puffer ad 10 ml

50 mL NuPage® Transfer Buffer (20x)
200 mL Methanol
750 mL Aqua bidest.

0,5% Tween-20 in PBS oder
0,1% Tween-20 in PBS

Dulbecco’s modified Eagle Medium
(DMEM)

10 % FKS

1 % Penicillin/Streptomycin (10000 U /
10000 pg/mL)

1 % Glutamin (200 mM)
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Gerate und Reagenzien

Gerate

Accu Jet (Pipettierhilfe)
Analysenwaage Navigator TM
Autoklav, Varioklav Typ 400
Axiophot Fluoreszenzmikroskop
Axiovert 25 Lichtmikroskop
Bidestanlage GFL 2102

BioPhotometer

Brutschrank

Canon PowerShot G5

Dampfgarer

Douncer

Elektophoreses power supply 300V-
500mA E835

Elektrophoresekammer Sub-Cell® GT
Flow bench NU 425-400

Gene Genius Bio imaging system
GeneSnap 6.05
Heizschrank/Warmeschrank
Magnetraher mit Heizplatte KMO 2 basic
Magnetrihrer MR 2002

Master cycler gradient

Microtom/ Kryostat HM 560
Mikroliterzentrifuge Biofuge fresco
Mikrotom HM 400R

Mikrowelle

Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter pH 300

Power Ease Power Supply

Brand, Wertheim

Ohaus, Giessen

H+P Labortechnik, Oberschlei3heim
Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen

GFL, Burgwedel

Eppendorf Scientific, Hamburg,
Deutschland

Heraeus, Hanau

Canon Deutschland GmbH, Krefeld
Braun, Melsungen

Zeiss, Jena

Consort, Belgien

Bio-Rad, Minchen

NuAire, Plymouth, MN, USA

Syngene, Cambridge, UK

Synoptics LTD, Cambridge, UK
Heraeus, Hanau

Janke und Kunkel, Taufen

Heidolph, Schwabach

Eppendorf, Hamburg

MICROM International GmbH, Walldorf
Heraeus, Hanau

MICROM International GmbH, Walldorf
Panasonic, Hamburg

Zeiss, Jena

Hanna Instruments, Kehl am Rhein

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Prazisionswaage 2001 MP2
Research Pipetten

RNase-free zone Bench
Schuttelwasserbad

Schuttler 3005

Schiuttler IKA-VIBRAX-VXR
Schwenker Rotamax 120
Spektrophotometer UV-VIS 1202
Sterilisator

Thermomixer 5436

Tischzentrifuge (Laborfuge A)
Tischzentrifuge eppendorf centrifuge
5415D

Tissue cool plate COP 20
Trockenschrank

Ultracentrifuge Optima L-90K
Ultra-Turrax

Universalzentrifuge Labofuge 400R, Rotor
701 Ti

Vortex (Genie 2)

XCell ™ Blot Module Kit CE Mark
XCell SureLock™ Mini-Cell

Sartorius, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Gelaire Flow Laboratories, Kirkham, UK
GFL, Burgwedel

GFL, Burgwedel

Janke und Kunkel, Taufen
Heidolph, Schwabach
Shimadzu Europa, Duisburg
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Medite GmbH, Burgdorf

Ehret, Emmendingen

Heraeus, Hanau

Janke & Kunkel, Staufen
Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Scientific Industries, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Reagenzien, gebrauchsfertige Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

1kd DNA Molekulargewichtsmarker
3, 3 -Diaminobenzidine DAB

Aceton

Aerosol Resistant Tips verschiedene Grol3en

Agarose

Alkaline Phosphatase anti Alkaline Phosphatase-

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Sigma, Deutschland

J.T. Baker, Deventer, Holland
Molecular BioProducts, San
Diego, CA, USA

DakoCytomation, Glostrup,
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Detektiermethode
BCA™ Protein Assay Kit

Biotinylated Protein Ladder Detection Pack

Calcium Chlorid (CaCly)

CMR Complete mini reagent

Dako® Antibody Diluent with Background
Reducing Agent

Dako® Protein Block Serum-Free, Ready-to-Use

Deckglaschen

DermacClean,

nicht sterile Einmal-Untersuchungshandschuhe
Diamino-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI)

Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(N82HPO4 X 2 Hzo)

Dispase 1

Disposable Scalpel sterile

dNTP

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
ECL™ Western Blotting Detection Kit

Eppendorf T.I.P.S., verschiedene Grdssen
Ethanol (96 %) reinst
Ethanol (70 %)

Danemark

Pierce, Rockford, IL, USA
Cell Signalling Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

DakoCytomation, Glostrup,
Danemark

DakoCytomation, Glostrup,
Danemark

Menzel-Glaser, Braunschweig
Ansell, Minchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Feather Safety Razor Co., pfm,
Kdln
Sigma-Aldrich,Seelze,
Deutschland

Biochrom, Berlin
Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK
Eppendorf, Hamburg
Merck, Darmstadt
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Falcon Serologische Pipetten 1, 5, 10 und 25 mL  Becton Dickinson Labware,,

Falcon Tubes 25 und 50 mL

Fetales Kalberserum

Fluoromount-G

Fuchsin Substrate-Chromogen-System

Full Range Rainbow

Glyceringelatine
Hyperfilm™ ECL

Ipegal CA-630
Isopropanol

Kaisers Glyceringelatine

Kollagenase A
L-Glutamin (200 mM)
M-MLYV reverse transcriptase

Magnesiumchlorid (MgClz ) min 99,0 %

Mayers Hamalaunldsung

Mercaptoethanol

Methanol

M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent

Natriumchlorid (NaCl) min 99,5 %

Franklin Lakes, NJ USA
Becton Dickinson Labware,,
Franklin Lakes, NJ USA
Biochrom, Berlin

Southern Biotech, Birmingham,
AL, USA

DakoCytomation, Glostrup,
Danemark

Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK

Merck, Darmstadt

Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Biochrom, Berlin

Promega, Mannheim, Germany
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich,Seelze,
Deutschland

Merck, Darmstadt

Pierce, Rockford, IL, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
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Natronlauge (NaOH)

Nitrocellulose Membran

Novex™ Tris-Acetate SDS Running Buffer (20x)
Nunc EasyFlask™ 25, 75, 150 cm?
Nunclon™ Zellkulturschalen 8,8 und 21,5 cm?
NuPage® Antioxidant

NuPage® LDS Sample Buffer (4x)

NuPage® MOPS SDS Running Buffer (20x)
NuPage® Novex Bis-Tris Gel 10%

NuPage® Sample Reducing Agent (10x)
NuPage® Transfer Buffer (20x)

Objekttrager SuperFrost® Plus

Oligo (dt) oligonukleotide

Parafilm

Paraformaldehyd

Pasteur Pipetten

PBS Dulbecco (1x) ohne Ca?*, Mg®*

PBS Dulbecco Instamed
Penicillin/Streptomycin 10000 U / 10000 pg/mL
peroxidasekonjugierter Avidin- Biotin Komplex

Plastipur® sterile Kochsalzldsung
Polyethylenbecher

Power Block

Primer

Protease Inhibitor Cocktail

Proteinase K

Merck, Darmstadt

Schleicher und Schull,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Menzel-Glaser, Braunschweig
Promega, Mannheim, Germany
American National Can,
Neenhah, WI, USA

Merck, Darmstadt

Brand GmbH + Co, Wertheim
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

KPL, Gaithersburg, MD, USA
Fresenius Kabi Deutschland
GmbH, Bad Homburg

Plano, Wetzlar

BioGenex, San Ramon, Kanada
TIB MOLBIOL, Berlin,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

DakoCytomation, Glostrup,

Danemark
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Ready-Mix Taq PCR Reaction Mix

Reaktionsgefalle
Reporter Lysis Buffer 5x
RNase-free DNase Set 50
RNAsin

Roti Histo- Kitt

Salzsaure (HCI)
Softa-Man®

sterile Réhrchen
Sterilfilter Millex® GP
Streptavidin-AP Coniugate

Target retrieval solution pH 9

Tissue Tek
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Trizma® Hydrochlorid (Tris-HCI)

Trizma®Base

Trockenmilchpulver (Non-Fat Dry Milk)

Trypsin / EDTA Solution in PBS 0,05 % / 0,02 %
(w/v) ohne Ca**, Mg®*

Tween® 20

Xylol

Zellschaber, steril

Zitronensaure

Sigma-Aldrich, Seelze,
Deutschland

Brand GmbH + Co, Wertheim
Promega, Madison, Wi, USA
Quiagen, Hilden

Promega, Mannheim, Germany
ROTH

Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Nunc, Wiesbaden

Millipore, Bedford, MA, USA
Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

DakoCytomation, Glostrup,
Danemark

Sakura, USA

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Bio-Rad, Minchen

Biochrom, Berlin

Bio-Rad, Minchen
J.T. Baker, Deventer, Holland
Nunc, Wiesbaden
Merck, Darmstadt

117



Erklarung

8. Erklarung

Ich, Anne Julicher, erklare, dass ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit dem Thema:
.untersuchungen zur Bedeutung der epithelialen mesenchymalen Transition und
Angiogenese in der Pathogenese der Endometriose” selbst verfasst und keine anderen
als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt, ohne die (unzulassige) Hilfe
Dritter verfasst und auch in Teilen keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.

Datum Unterschrift

118



Lebenslauf

9. Lebenslauf

"Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen

Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.”

119



