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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Endometriose

1.1.1 Definition und Epidemiologie der Endometriose

Endometriose (EM) ist eine Ostrogenabhangige Erkrankung, bei der der
Gebarmutterschleimhaut  &hnliches Gewebe aullerhalb der Gebarmutterhthle
vorkommt. Bei der EM handelt es sich um ein chronisch verlaufendes benignes
Krankheitsgeschehen, welches jedoch Gemeinsamkeiten mit malignen Erkrankungen
aufweist (Thomas and Campbell 2000). So kénnen ein invasives destruierendes
Wachstum, Neoangiogenese und lokale sowie entfernte metastatische Absiedlungen
beobachtet werden (Gaetje et al. 1995; Swiersz 2002; Taylor et al. 2002; Mechsner et
al. 2008; Mechsner et al. 2009).

Eine exakte Aussage zur Pravalenz von EM kann nicht getroffen werden, denn eine
sichere Diagnose wird nur durch operative Methoden gestellt. Anhand von Schatzungen
geht man davon aus, dass mindestens 5 % bis 10 % aller Frauen im reproduktiven Alter
von EM betroffen sind (Giudice and Kao 2004; Bulun 2009).

1.1.2 Symptomatik der Endometriose

Schmerzen und Infertilitat sind die Leitsymptome dieser Erkrankung. Etwa 50 % der
Betroffenen scheinen jedoch beschwerdefrei zu sein (Vercellini 1997; D'Hooghe et al.
2003).

Die vorkommenden Schmerzen sind dabei sehr vielfaltig ausgepragt. Die meisten
Patientinnen leiden unter schwerer Dysmenorrhoe, welche nicht selten von vegetativen
Symptomen, wie Ubelkeit und Kreislaufbeschwerden, begleitet ist. Des Weiteren leiden
viele Frauen unter Dyspareunie, welche ein Hinweis auf das Vorhandensein von EM-
Lasionen an Rectum, Septum rectovaginale oder den Sacrouterinligamenten ist. Sind
EM-Infiltrate am Darm vorhanden, kénnen Dyschezie oder andere Darmsymptome, wie
Blahungen, Darmblutungen oder Spasmen auftreten. EM-Herde oder Adhasionen im
Bereich der Blase oder am entsprechenden sakralen Nervenplexus kénnen sich in
Form Dysurie darstellen. Aber auch Rucken- und Gliederschmerzen kdnnen im
Rahmen eines endometriotischen Krankheitsgeschehens auftreten. Eindeutige Zusam-
menhange zwischen dem Ausmald der Beschwerden, der Lokalisation, der Aktivitat der

Herde und dem EM-Stadium konnten bisher nicht bewiesen werden (Parazzini 1999).
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Infertilitat ist ein weiterer Aspekt, der das Leben und die Lebensplanung von Frauen mit
EM nachhaltig beeintrachtigt. Man geht davon aus, dass ein grofRer Teil, die Angaben
reichen hier von 30 % bis 70 %, der Patientinnen mit nicht erfilltem Kinderwunsch von
EM betroffen ist (Inoue et al. 1992; Missmer and Cramer 2003; Pritts and Taylor 2003).

1.1.3 Formen der Endometriose

Die Einteilung der EM erfolgt klassischerweise entsprechend ihrer Lokalisation (Albrecht
1955). Dabei unterscheidet man die Endometriosis genitalis interna, auch Adenomyosis
uteri genannt. Bei dieser Form sind EM-Lasionen im Myometrium nachweisbar. Sind
Ovarien, Tuben, Vagina, Sakrouterinligamente oder der Douglasraum von EM betroffen,
spricht man von Endometriosis genitalis externa. Die Form der Endometriosis
extragenitalis schliel3t den Befall von Organen aul3erhalb des kleinen Beckens, wie
Blase, Uretern, Darm, Lunge, Nabel und andere ein (Ebert 2002). Die rectovaginale EM

stellt hierbei eine Sonderform dar.

1.1.4 Klassifikation der Endometriose

Derzeit existiert noch kein einheitliches System zur Klassifikation der EM. International
am weitesten verbreitet ist die rASRM-Klassifikation der American Society for
Reproductive Medicine. Dabei erfolgt eine intraoperative Bewertung des Ausmalies der
Endometriosis genitalis externa mit Hilfe eines Punktesystems. Die Lasionen an
Ovarien, Tuben und Peritoneum werden entsprechend ihrer Oberflachenausdehnung
und Infiltrationstiefe bertcksichtigt. Zudem gehen das Ausmald von netzartigen und
dichten Adhasionen, sowie die Obliteration des Douglasraumes in die Bewertung ein.
Anhand der Summe der vergebenen Punkte erfolgt die Einteilung in ein minimales
Stadium |, ein mildes Stadium II, ein moderates Stadium Ill und ein fortgeschrittenes
Stadium IV. Diese Klassifikation geht nicht auf das Vorkommen weiterer EM-Manifesta-
tionen wie extragenitaler und tief infiltrierender EM ein (ASRM 1997).

Fur die Beurteilung der tief infiltrierenden EM wurde die ENZIAN-Klassifikation
entwickelt (Tuttlies et al. 2005). Sie orientiert sich mit ihrer Systematik an der
onkologischen TNM-Klassifikation. Ausschlaggebend fir die Einteilung in die vier
Stadien (E1 bis E4) ist das Ausmal} der Infiltrationstiefe der EM-Lasionen. Es erfolgt
eine zusatzliche Einteilung in Untergruppen fur den Befall von: a) Douglasraum und
Vagina, b) Sakrouterin- und Cardinalligamente und c¢) Rectum und Rectosigmoid.

Erganzende Stadien werden bei Adenomyosis uteri (FA), Infiltration der Blase (FB), der
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Ureteren (FU) und von aboral des Sigmoids gelegenen Abschnitten des Darmes (FI)
vergeben (Tuttlies et al. 2005).

1.1.5 Diagnostik und Therapie der Endometriose

Die Laparoskopie mit der Enthahme einer Probeexzision von atypisch konfiguriertem
Gewebe und die anschliel3ende histologische Befundung stellen den Goldstandard der
EM-Diagnostik dar (Spaczynski and Duleba 2003; Schweppe 2005; Ulrich and
Keckstein 2005). Klinisch sollten ein therapieresistenter Unterbauchschmerz, Dysme-
norrhoe, Dyspareunie und zyklische Darmbeschwerden den Verdacht auf EM lenken
(Schweppe 2005). Weitere apparative Untersuchungsmethoden, wie Sonografie und
MRT, kdnnen die Diagnostik zum Ausmal? des Befalls verschiedener Organe ergdnzen
(Chapron et al. 1998; Bazot et al. 2004; Ulrich and Keckstein 2005).

Etwa 40 % aller Frauen mit EM bendétigen eine Therapie. Da sich EM Klinisch sehr
unterschiedlich prasentiert, ist es notwendig, jeder Patientin eine individuell gestaltete
Behandlung zukommen zu lassen. Berucksichtigung sollten dabei das Alter, bestehen-
der Kinderwunsch, die Symptomatik und bisherige Therapieversuche finden. Die
grof3en Saulen, auf welche sich die EM-Therapie stitzt, sind die chirurgische Interven-
tion und die medikamentose Therapie.

Das Ziel der chirurgischen Therapie ist die komplette Entfernung aller EM-Herde und
die Rekonstruktion der durch EM entstandenen Organschaden, um das Krankheits-
geschehen zu sanieren, Schmerzen zu reduzieren und die Fertilitit zu erhalten
(Schweppe 2005). Wahrend kleine Lasionen meist eradiziert und entstandene Defekte
primar verschlossen werden kénnen, so muss bei tief infiltrierender EM des Darmes
nicht selten eine Resektion des betroffenen Darmsegments erfolgen (Ebert 2002;
Schweppe 2005).

Positive Auswirkungen auf den postoperativen Krankheitsverlauf zeigt eine anschliel3-
ende hormonelle Behandlung. Diese kann eine Senkung der Rezidivrate und eine
Verlangerung des schmerzfreien Intervalls bewirken (ACOG 2000; Gambone et al.
2002). Die hormonelle Therapie nutzt die Ostrogenabhangigkeit dieser Erkrankung.
Daher werden Medikamente verwendet, die auf verschiedenen Ebenen in den
Sexualhormonstoffwechsel (Hypothalamus, Hypophyse, Nebenniere, Ovar) eingreifen.
Der dadurch erzeugte Ostrogenentzug soll eine Atrophie und Regression der EM-Herde
bewirken. Es kommen Gonadotropin-Releasing-Hormon-Analoga (GnRH-Analoga)
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sowie kombinierte orale Kontrazeptiva zum Einsatz (Olive and Pritts 2001; Ebert 2002;
Schweppe 2005; Halis et al. 2006).

Eine symptomatische Behandlung der EM-assoziierten Schmerzen kann mit nicht-
steroidalen Antiphlogistika erfolgen. Bei unzureichender Analgesie kdnnen Koanalgetika
wie trizyklische Antidepressiva und Antikonvulsiva erganzend eingesetzt werden (Olive
and Pritts 2001; Schweppe 2005; Halis et al. 2006).

1.1.6 Atiologie der Endometriose

Zahlreiche Theorien sind bemiiht den Pathomechanismus der EM zu erklaren. Bisher
kann jedoch keines dieser Konzepte alle Phanomene beziglich der Entstehung und der
Progression dieser Erkrankung integrieren. Die Pathologie der EM scheint vielmehr eine
komplexe Interaktion der in den verschiedenen Theorien beschriebenen Faktoren zu
sein.

Diejenige mit der weitest gehenden Akzeptanz ist die Transplantationstheorie von
Sampson. Sie besagt, dass vitale Endometriumzellen im Zuge retrograder Menstruation
Uber die Tuben in die freie Bauchhohle gelangen, dort anwachsen und EM-Lasionen
bilden (Sampson 1927). Dabei ist jedoch unklar, weshalb bei der Mehrzahl von Frauen
eine rickwartsgerichtete Menstruation beobachtet werden kann, aber nur bei einem
geringen Anteil eine EM entsteht (Bulun 2009).

Warum EM auch auflerhalb der im kleinen Becken gelegenen Organe (z.B.
Bauchnabel) und selten auch bei Mannern beobachtet werden kann, kdnnte mit Hilfe
der Metaplasie-Theorie von Meyer erklart werden (Suginami 1991). Darin wird
postuliert, dass sich EM-Zellen unter dem Einfluss von Hormonen, Wachstumsfaktoren,
Entzindungs- und mechanischen Reizen aus undifferenzierten Zoélomepithelzellen
entwickeln (Meyer 1919).

Koninckx weist darauf hin, dass die zuvor genannten Theorien nur den Mechanismus
der Initiation der EM beschreiben. Sie kdnnen allerdings weder die verschiedenen
klinischen Manifestationen erklaren, noch darlegen, warum einige Frauen erkranken
und andere nicht. Daher entwickelte er die Endometriotic Disease Theory. Darin wird
der Pathomechanismus der EM als das komplexe Einwirken mehrerer Faktoren
beschrieben: das Mikromilieu (Peritonealflissigkeit, Blutstrom), welches durch Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Hormone und andere Bestandteile Wachstum und Progression
beeinflusst (Koninckx et al. 1998); die veranderte Immunabwehr mit einer reduzierten

zellularen Immunitét; die veréanderten zellularen Eigenschaften von EM-Zellen und
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eutopen Endometriumzellen bei Patientinnen mit EM sowie das Vorhandensein gene-
tischer Veranderungen (Koninckx et al. 1999).

Das jungst entwickelte Modell zur Entstehung der EM ist das ,Tissue Injury and Repair
Concept (TIAR)" von Leyendecker und Kollegen. Sie beschreiben darin, dass die bei
EM-Patientinnen beobachtete Hyperperistaltik des Uterus zu Mikrotraumen an der
Ubergangszone zwischen Endometrium und Myometrium fihrt. Im Rahmen der
anschlieBenden Gewebereparation findet lokal durch Hochregulation der Aromatase
eine vermehrte Ostrogenproduktion statt. Dadurch wird die bereits gesteigerte Peris-
taltik des Uterus aufrechterhalten und die Autotraumatisierung des Uterus im Sinne
eines Circulus vitosus geftrdert. Die Hyperperistaltik fihrt zu einer Dislokation von
Zellen der Basalis des Endometriums in die Uteruswand sowie die Peritonealhéhle und
so zur Entstehung von Adenomyose sowie EM (Leyendecker et al. 2009).

Die Vertreter der immunologischen Theorie versuchen zu erklaren, warum ektope
Endometriumzellen bei Frauen mit EM aul3erhalb des Uterus anwachsen kdnnen und
nicht vom Immunsystem beseitigt werden. Sie sehen die Ursache in einem Defekt der
humoralen und zellularen Immunabwehr, welcher die Persistenz und Progression von
EM-Zellen beeinflusst (Lebovic et al. 2001). In der Peritonealfliissigkeit von Patientinnen
mit EM sind sowohl eine verdnderte Anzahl und Aktivitdt von Immunzellen (Halme et al.
1983; Olive et al. 1985; Hill and Anderson 1989; Oosterlynck et al. 1991), als auch eine
Dysregulation des Zytokinstoffwechsel nachweisbar (Fakih et al. 1987; Mori et al. 1991;
Rier et al. 1994). Uber die Induktion von Angiogenese mittels der Ausschiittung von
VEGF, einem Wachstumsfaktor fur GefalRendothel, durch EM-Zellen und assoziierte
Makrophagen wird die Persistenz der EM zusatzlich begunstigt (McLaren et al. 1996;
Donnez et al. 1998).

Mehrere Autoren konnten bereits Endometriumzellen in Lymphgefal3en nachweisen und
vermuten, dass das Lymphgefal3system als Weg zur Verbreitung von Endometrium-
zellen fungiert und so zur Entstehung der EM beitragt (Halban 1924; Sampson 1927;
Javert 1949; Ueki 1991). Dabei kdonnte diese These mdglicherweise nicht nur erklaren,
warum EM an Organen aul3erhalb der Bauchhdhle auftritt, sondern kdénnte auch ein
Hinweis auf die Bedeutung von Lymphgefal3en im Rahmen der EM sein. Dazu passt
der Nachweis von Lymphgefalen und EM-Zellen in Lymphgefal3en tief infiltrierender
EM (Noél et al. 2008). Bei dieser Studie handelt es sich um die bisher einzige Studie
zum Nachweis von LymphgefalR3en in EM-Gewebe. Bis auf die Beobachtungen der

zuvor genannten Studie gibt es keine Untersuchungen zur Bedeutung von Lymphge-
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faken im Rahmen der EM. Daher wird es die Aufgabe der vorliegenden Arbeit sein,
diesen Aspekt ndher zu untersuchen.

1.1.7 Verlauf und Besonderheiten der Endometriose

Ein groR3es Problem bei der Therapie der EM stellt der chronische Charakter mit einer
hohen Rezidivneigung dar. So treten nach finf Jahren bei bis zu 50 % der operierten
Frauen Rezidive auf (Guo 2009). Circa 27 % der betroffenen Frauen mussen sich nach
vier Jahren und 51 % nach zehn Jahren erneut einer operativen Intervention aussetzen
(Weir et al. 2005; Cheong et al. 2008).

Eine weitere Problematik im Rahmen der EM ist das erhdhte Risiko fur maligne
Erkrankungen von EM-Patientinnen. Es wird eine Haufigkeit von bis zu 1 % einer
malignen Transformation der EM angegeben (Van Gorp et al. 2004). Den grof3ten Antell
machen dabei mit 80 % die Ovarialcarcinome aus, mit einer Haufung klarzelliger und
endometrioder Typen (Vercellini et al. 1993; Brinton et al. 1997; Borgfeldt and Andolf
2004; Melin et al. 2006). In 20 % der Falle handelt es sich um extragonadale Mani-
festationen (Ulrich et al. 2003). Dabei steigt das Risiko fur einen malignen Prozess mit
der Lange der Erkrankungsdauer (Brinton et al. 1997), mit zunehmendem Alter
(Kobayashi, 2007) und bei Durchflihrung einer Hormonersatztherapie (Zanetta et al.
2000). EM Patientinnen erkranken zudem zeitlich friher als EM-freie Patientinnen
(Borgfeldt and Andolf 2004). Des Weiteren scheinen Frauen mit EM im Vergleich zu
Kontrollen haufiger am Mammacarcinom (Brinton et al. 1997; Ness et al. 2002) und
Non-Hodgkin-Lymphomen (Olson et al. 2002; Melin et al. 2006) zu erkranken. Auch fur
die tief infiltrierende EM sind maligne Veranderungen von EM beschrieben. Zanetta et
al. zeigten, dass an den fir die tief infiltrierende EM typischen Lokalisationen (Douglas-
Raum, Darm, Vagina) eine maligne Transformation der EM stattfand (Zanetta et al.
2000). Weitere Falle zur Entstehung eines Endometriumcarcinoms aus EM-L&sionen
des Rectosigmoids sind dokumentiert (Brooks and Wheeler 1977; Berger et al. 2001;
Ulrich et al. 2005).

Auch wenn die maligne Transformation der EM eher ein seltenes Phanomen ist, hat tief
infiltrierende EM einige Gemeinsamkeiten mit malignen Wachstumsformen. So zeigt die
rectovaginale EM eine Infiltration und Destruktion von angrenzenden Organen, sowie
an Metastasen erinnernde Absiedlungen beispielsweise in Lymphknoten. Mehrere
Studien konnten zeigen, dass bei tief infiltrierender rectovaginaler EM sowohl in sich

zufallig im OP-Resektat befindlichen, als auch in gezielt mit Hilfe einer Sentinelmar-
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kierung entnommenen Lymphknoten in 26,3 % bis 42,3 % der Félle EM-Lasionen
nachweisbar waren (Abrao et al. 2006; Mechsner et al. 2008; Noél et al. 2008;
Mechsner et al. 2009). Zusatzlich zeigten die Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe,
dass in den zufallig entnommenen Lymphknoten und Senitnellymphknoten bei 70,8 %
bis 83,3 % der Patientinnen Ostrogen- und Progesteronrezeptor positive Zellen in den
Lymphknoten vorhanden waren (Mechsner et al. 2008; Mechsner et al. 2009). Da bei
der Mehrzahl der EM-Zellen eine Expression dieser Rezeptoren beobachtet werden
kann (Fujishita et al. 1997) und in Kontrolllymphknoten von EM-freien Patientinnen
keinerlei positive Zellen nachweisbar waren, spricht dies fur deren endometriotische
Herkunft. Diese Zellen waren haufig subkapsular, im Randsinus und oder in den
Trabekeln lokalisiert. Diese Strukturen sind die ersten Stationen, welche die Lymphe
aus den afferenten Lymphgefaf3en passiert. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass
EM-Zellen auf lymphatischem Weg in die Lymphknoten gelangen. Passend zu dieser
Annahme konnten Lymphgefal3en in rectosigmoiden EM-Herden von Patientinnen mit
einer Lymphknotenentnahme nachgewiesen werden (Noél et al. 2008). Bisher ist vollig
unklar, welche Rolle das Lymphgefal3system bei der EM-Erkrankung spielt und welche
Bedeutung die EM-L&sionen oder EM-Zellen in  Lymphknoten fur den Verlauf der EM

haben.

1.2 Lymphgefal3system

1.2.1 Anatomie und Funktion des Lymphgefal3systems

Das Lymphgefal3system durchsetzt aufer dem Gehirn, dem Knochenmark und der
Retina nahezu alle vaskularisierten Organe (Oliver 2004; Alitalo et al. 2005). Seine
Hauptaufgabe ist es, interstitielle Flissigkeit zu drainieren und dem Blutkreislauf zu
zufuhren. Die Aufnahme der interstitiellen Flissigkeit erfolgt Uber blind endende
Lymphkapillare. Diese bestehen aus einer einfachen dachziegelartig angeordneten
Endothelzellschicht, welche im Gegenteil zu den Kapillaren des Blutgefal3systems keine
oder eine nur gering ausgepragte Basalmembran besitzen (Alitalo et al. 2005; Maby-El
Hajjami and Petrova 2008). Die Endothelzellen weisen diskontinuierliche Zellver-
bindungen auf und werden durch Verankerung in der extrazellularen Matrix offen
gehalten (Baluk et al. 2007; Danussi et al. 2008; Maby-EI Hajjami and Petrova 2008).

Dieser Bau ermoglicht den Lymphkapillaren die Aufnahme groRer Molekile: Fette in
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Form von Chylomikronen, Proteine, Antigene und Immunzellen. Im Anschluss an die
Lymphkapillare gelangt die Lymphflissigkeit in Prakollektoren und Kollektoren, in ihrem
Aufbau den Venen ahnelnde SammelgefdRe. Der Lymphfluss findet zum einen
propulsiv durch kontrahierende Elemente (Lymphangione) zwischen den Lymphge-
fallklappen statt, zum anderen wird er angetrieben durch die Kontraktion der
Skelettmuskulatur und den Puls benachbarter arterieller Gefal3e (Alitalo et al. 2005). Auf
diese Weise wird die Lymphe mehreren hintereinander geschalteten Lymphknoten
zugefihrt. Dort werden die aufgenommenen Antigene den Immunzellen prasentiert. Die
Erkennung von Fremd-Antigenen kann somit eine Immunantwort einleiten, bevor diese
das Blutgefal3system erreicht haben. Dies verdeutlicht eine weitere wichtige Aufgabe
des Lymphgefal3systems bei der Immunabwehr. Nach der Lymphknotenpassage
gelangt die Lymphe tber Lymphstamme in die groRen Lymphgange. Uber den Ductus
thoracicus und den rechten Ductus lymphaticus wird die Lymphe dem vendsen System
zugefuhrt (Foster 1996; Swartz 2001; Jeltsch et al. 2003; Tammela and Alitalo 2010).
Auf diese Weise wird die Flissigkeitshomoostase durch Ruckfuhrung des Plasma-
extravasates aus dem Interstitium in das Blutgefal3system gesichert und die Uber den
Gastrointestinaltrakt aufgenommenen Fette sowie fettgebundenen Vitamine werden

dem Stoffwechsel zugefiihrt.

1.2.2 LymphgefalRendothelmarker

Die ersten Beschreibungen von Lymphgefa3en liegen bereits mehrere hundert Jahre
zurlck (Aselli 1627) und deren Bedeutung bei pathologischen Vorgangen ist lange
bekannt (Pullinger and Florey 1937). Marker zu ihrer Identifikation und der Diskriminie-
rung von Blutgefal3en stehen jedoch erst seit wenigen Jahren zur Verfigung (Abb. 1.1).
Als besonders geeignete Marker zur Identifikation von Lymphgefal3endothelzellen
haben sich Antikdrper gegen Podoplanin und LYVE-1 etabliert.

Bei Podoplanin handelt es sich um ein transmembrandses Glykoprotein, welches nur
von Lymphgefal3- und nicht BlutgefaRendothel exprimiert wird (Breiteneder-Geleff et al.
1999; Schacht et al. 2005). Dabei scheint Podoplanin jedoch nur auf Lymphkapillaren
und nicht auf groBeren LymphgefalRen vorzukommen (Stacker et al. 2002). Auch auf
Osteoblasten, Alveolarzellen und Podozyten kann dieses Moleklil nachgewiesen
werden (Sleeman et al. 2001; Van der Auwera et al. 2006). Zur Funktion von Podo-
planin ist noch wenig bekannt. Diskutiert wird eine Beteiligung an der Auslésung

intrazellularer Signalkaskaden (Breiteneder-Geleff et al. 1997). Dadurch eingeleitete
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Veranderungen am Zytoskelett kdnnten so Formgebung und Motilitat der Lymphge-
falRendothelzellen beeinflussen (Sleeman et al. 2001; Schacht et al. 2003). Diese
Vermutung wird durch die Beobachtung gestitzt, dass Mause mit einem Knockout des
Podoplaningens ein kongenitales Lymphdédem und eine Lymphgefal3dilatation auf-
weisen (Schacht et al. 2003). Schacht et al. konnten zeigen, dass D2-40, ein bereits
bekannter Lymphgefallmarker (Kahn et al. 2002) als spezifischer Antikdrper zur
Detektion von Podoplanin geeignet ist (Schacht et al. 2005).

Der Lymphgefald Hyaluronan Rezeptor-1 (LYVE-1) ist ebenfalls ein transmembrandses
Glykoprotein. Er gehort zur Link-Protein-Superfamilie, einer Gruppe Hyaluronan-
bindender Proteine (Banerji et al. 1999). Hyaluronan ist wichtiger Bestandteil der
extrazellularen Matrix und spielt eine bedeutende Rolle bei der Migration und
Differenzierung von Zellen. Lymphgefal3e stellen den wichtigsten Transportweg fir
Hyaluronan dar (Sleeman et al. 2001). LYVE-1 wird besonders von Lymphgefal3-
endothelzellen aber auch Endothelzellen der Milzsinus und Synzytiotrophoblasten der
Plazenta exprimiert (Banerji et al. 1999). Man vermutet, dass LYVE-1 zum einen als
Hyaluronan-Transporter und somit zur Aufnahme von Hyaluronan in die Lymphendo-
thelzellen oder zum Transport in das Gefal3lumen dient. Zum anderen kénnte LYVE-1
Bedeutung bei der Hyaluronan-vermittelten Adhasion von Zellen, insbesondere von
Immunzellen an Endothelzellen und somit deren Migration zukommen (Banerji et al.
1999; Jackson 2004). Interessanterweise zeigen LYVE-1 Knockout-Méause keinerlei
strukturelle Veranderungen des Lymphgefal3systems (Gale et al. 2007).

Einen weiteren hoch spezifischen Lymphgefal3endothelmarker stellt der Transkriptions-
faktor Prox-1 (Prospero-Related Homeobox-1) dar (Wilting et al. 2002). Er ist der
wichtigste Regulator in der Entwicklung des LymphgefaR3systems, da er die Expression
von Lymphgefalendothel-spezifischen Molekilen (VEGFR-3, Podoplanin, LYVE-1)
induziert und die Expression BlutgefalRendothel-spezifischer Molekile unterdrickt
(Hong et al. 2002; Petrova et al. 2002). Ein Knockout des Prox-1-Gens hat zur Folge,
dass die Entwicklung des Lymphgefal3systems unterbleibt (Wigle and Oliver 1999). Die
Expression von Prox-1 kann ebenfalls in nicht endothelialen Zellen der Linse, der Leber,
des Herzens, der Pankreas und des zentralen Nervensystems beobachtet werden
(Stacker et al. 2002).

Weitere weniger gebrauchliche Marker zur Identifikation von Lymphgefal3endothel
stehen zur Verfugung, so beispielsweise der Rezeptor VEGFR-3, eine auch als Flt4

bekannte, die Lymphangiogenese stimulierende Tyrosinkinase. Seine Liganden sind die
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lymphgefalRspezifischen Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D (Van der Auwera et
al. 2006; Baluk and McDonald 2008). Dieser ist allerdings auch auf tumorassozierten
Blutgefallen nachweisbar (Valtola et al. 1999). Ebenso als Marker genutzt werden
Desmoplakin, als Bestandteil von Endothelzellverbindungen, und der B-Chemokin-
Rezeptor D6, welcher Chemokine bindet ohne Signalkaskadenaktivierung auszulésen
(Van der Auwera et al. 2006; Baluk and McDonald 2008).

AR <) Podoplanin [I VEGFR-A

[3-Chemokin-
@ rezetor D6

Desmoplakin O Prox-1

Abb. 1.1: Lokalisation von LymphgefaRendothelmarkern (aus Van der Auwera et al. 2006).

1.2.3 Lymphangiogenese

Im Zuge der Embryonalentwicklung bildet sich das Lymphgefal3system kurz nach der
Entstehung des Blutgefal3systems parallel zu diesem aus (Oliver 2004). Die ersten
Theorien zur Entstehung von LymphgefaRen wurden am Anfang des 20. Jahrhunderts
entwickelt. Die am meisten akzeptierte Theorie ist die Zentrifugaltheorie von F.R. Sabin.
Darin postuliert sie, dass sogenannte primare Lymphsécke aus den gro3en Embryonal-
venen, den Kardinalvenen, ausknospen. Aus den Lymphséacken sprossen Zellen in die
Peripherie und formen Lymphgefal3e, welche sich so Uber die verschiedenen Gewebe
und Organe des Embryos ausbreiten. Mit der Zentripetaltheorie wurde kurze Zeit spater
von G.S. Huntington und C.F.W. McClure eine weitere Theorie verdffentlicht. Darin
beschreiben sie, dass sich die primaren Lymphséacke im Mesenchym unabhangig von
den Venen entwickeln. Die daraus zentripetal aussprossenden LymphgeféafRe sollen
somit erst sekundar Anschluss an das ventse System gewinnen.

Seit dem Ende des 20. Jahrhunderts konnten, dank neuester technischer und
molekularbiologischer Methoden, auch auf molekularer Ebene zunehmend Erkennt-
nisse zum Verstandnis der Lymphangiogenese im Embryo gewonnen werden. Mit Hilfe
dieser entwickelten G. Oliver und Kollegen das Vier-Stadien-Modell (Abb. 1.2) der
Embryonalentwicklung des Lymphgefal3systems bei Wirbeltieren (Oliver and Detmar
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2002; Oliver and Harvey 2002; Wigle et al. 2002; Oliver 2004). Dieses sttitzt die These
des vendsen Ursprungs des Lymphgefal3systems von Sabin.

Erstes Stadium: Ein bisher unbekanntes Signal leitet das Lymphangiogenesepro-
gramm ein. Endothelzellen der anterioren Kardinalvenen antworten auf dieses Signal
mit der Expression von LYVE-1.

Zweites Stadium: Ein Teil der LYVE-1 positiven Zellen zeigt durch die Expression von
Prox-1 die Neigung, den lymphatischen Phanotyp anzunehmen. Zeitgleich knospen die
ersten, noch nicht LymphgefaRR-typischen, Zellen aus den Kardinalvenen.

Drittes Stadium: Die Spezifikation des Endothels durch die Expression weiterer Lymph-
gefalBmarker, wie VEGFR-3, Podoplanin, Neuroplilin-2 und die sekundaren lymphoiden
Chemokine schreitet voran. Die Blutgefal3-typischen Marker, wie CD34 und Laminin,
verschwinden allméhlich von den Endothelzellen. Als erstes morphologisches Zeichen
fur den Beginn der Lymphangiogenese sprossen unreife LymphgefaRendothelzellen
aus den Kardinalvenen aus. Zeitgleich kann die Ausbildung der ersten priméren
Lymphsacke beobachtet werden. In unmittelbarer Umgebung schitten mesenchymale
Zellen den Wachstumsfaktor VEGF-C aus (Kukk et al. 1996). Durch Bindung an
VEGFR-3 wird die Migration und Proliferation der noch unreifen Lymphendothelzellen
gefordert (Kukk et al. 1996; Jussila and Alitalo 2002). VEGF-D, ein weiterer Ligand des
VEGFR-3 der eine groRe strukturelle Ahnlichkeit mit VEGF-C aufweist, stimuliert
ebenfalls die Lymphangiogenese. Dieser scheint besondere Bedeutung fur die Entwick-
lung des Lymphgefal3systems der Lunge zu haben. An VEGF-D-defizienten Mausen
konnten, bis auf eine leicht reduzierte Dichte der Lymphgefale der Lunge, keine
weiteren Pathologien in der Embryonalentwicklung beobachtet werden (Baldwin et al.
2005). Bei VEGF-C-defizienten Mausen hingegen unterbleibt die Ausbildung von
Lymphgefal3en, was zum pranatalen Tod fuhrt (Karkkainen et al. 2004). Dies hebt die
essentielle Rolle von VEGF-C und dessen Moglichkeit der Kompensation eines
Mangels an VEGF-D hervor. Durch posttranskriptionale Prozessierung von VEGF-C
und VEGF-D sind diese in der Lage auch an den VEGF-Rezeptor 2, Hauptregulator der
Angiogenese, zu binden (Joukov et al. 1997). Dieser wird ebenfalls auf Lymphgefal3en
exprimiert und scheint in Kooperation mit VEGF-3 die Migration und Proliferation der
Zellen zu fordern (Goldman et al. 2007).

Viertes Stadium: Nachdem eine Verbreitung von LymphgefdRen tber den Embryo
durch Ausknospen und Aussprossen aus den primaren Lymphsécken stattgefunden

hat, folgt die Differenzierung und Reifung der Lymphgefal3e. Als Marker reifer Lymphge-
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falRe treten Desmoplakin und der B-Chemokin-Rezeptor D6 in Erscheinung. Gefalreif-
ung und -wachstum stehen in diesem Stadium unter dem Einfluss von VEGF-C und
VEGF-D. Zu diesem Zeitpunkt bestehen noch zahlreiche Verbindungen zwischen den
Blut- und den Lymphgeféaf3en. Eine Separation findet nun, vermittelt durch hamato-
poetische Zellen, mit Hilfe von SLP 76 und dem entsprechenden Rezeptor SYK, statt
(Abtahian et al. 2003). Nur wenige physiologische Verbindungen zwischen Blut- und
Lymphgefal3system, wie an der Vena subclavia, in der Leber und der Niere bleiben

erhalten.
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Abb. 1.2: Lymphangiogenese im Rahmen der Embryonalentwicklung (aus Alitalo et al. 2005).

Dieses Modell kénnte madglicherweise zum Verstandnis der Vorgange bei der
Lymphangiogenese im adulten Organismus beitragen. Denn die Frage nach dem
zellularen Ausgangspunkt von neuen Lymphgefal3en im Rahmen von Erkrankungen ist
bis heute ungeklart. Es wird angenommen, dass neue Lymphgefal3e aus bereits
bestehenden aussprossen. Aber auch zirkulierende Progenitorzellen, Lymphangio-
blasten, Makrophagen oder vendse Endothelzellen kommen als Ursprung fir neu
entstehende Lymphgefal3e in Betracht (Oliver 2004; Karpanen and Alitalo 2008; Maby-
El Hajjami and Petrova 2008). Die Forschung zur Lymphangiogenese im Rahmen
chronisch entzundlicher und maligner Erkrankungen hat bisher zeigen kdnnen, dass der
Achse von VEGF-C, VEGF-D und VEGFR-3 eine Schliisselposition bei der Bildung

neuer Lymphgefal3e im adulten Organismus zukommt.

1.2.4 Bedeutung des Lymphgefal3systems im Rahmen von Erkrankungen

Die Folgen der Metastasierung stellen die Haupttodesursache maligner Tumoren dar.

Dabei entwickeln sich die ersten Metastasen meist in den regionalen, den Tumor
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drainierenden Lymphknoten. Metastasierung kann zum einen durch kontinuierliche
Ausbreitung des Tumors sowie Uber das BlutgefaRsystem erfolgen. Beobachtungen
haben gezeigt, dass das Lymphgefal3system jedoch den Hauptweg fir die Verbreitung
von Tumorzellen bildet. Dies kann sowohl Uber bereits bestehende, als auch tber neu
gebildete Lymphgefalie erfolgen (Stacker et al. 2002; Liersch and Detmar 2007). Das
Zusammenwirken von VEGF-C, VEGF-D und VEGFR-3 hat eine zentrale Bedeutung fir
die pathologische Lymphangiogenese. Untersuchungen verschiedener Tumor-Typen
haben gezeigt, dass Tumorzellen selbst VEGF-C und VEGF-D exprimieren. Beispiele
hierfir sind das Mammacarcinom (Kinoshita et al. 2001), das Cervixcarcinom
(Hashimoto et al. 2001), das Endometriumcarcinom (Hirai et al. 2001) und das
Coloncarcinom (Akagi et al. 2000; George et al. 2001). Haufig korreliert die Expression
dieser Wachstumsfaktoren positiv mit dem Einbruch des Tumors in die Lymphgefalle,
mit der Lymphgefal3dichte, dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen und einer
schlechten Prognose der Betroffenen (Stacker et al. 2002; Alitalo et al. 2005). Diese
Beobachtungen wurden auch durch tierexperimentelle Versuche gestitzt. So rief eine
Uberexpression von VEGF-C und VEGF-D Lymphangiogenese hervor und forderte
Metastasierung (Skobe et al. 2001, Stacker et al. 2001). Im Gegenteil dazu konnte eine
Blockade von VEGFR-3 die Metastasierungsrate senken. Da sich bei einigen
lymphogen metastasierenden Tumoren nur geringe oder keine Expression von VEGF-C
und VEGF-D nachweisen lasst, miussen noch andere Faktoren in diesen Prozess
involviert sein (Cao, 2005). Mit dem Platelet Derived Growth Factor-BB (PDGF-BB),
dem Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2), dem Hepatocyte Growth Factor (HGF),
Angiopoietin 1 und 2 (Angl/ Ang2), Insulin-like growth factor 1 und 2 (IGF-1/ IGF-2),
aber auch dem VEGF-A wurden weitere Faktoren entdeckt, welche das Wachstum von
Lymphgefal3en férdern (Van der Auwera et al. 2006).

Auch im Rahmen von Entzindungsprozessen kann eine Proliferation des
Lymphgefal3systems beobachtet werden. So konnte bei chronisch entzindlichen
Erkrankungen, wie der Psoriasis (Fiedler et al. 2008), den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (Geleff et al. 2003; Pedica et al. 2008) und der chronischen
Transplantatabsto3ung der Niere (Kerjaschki et al. 2004) eine erhdhte Lymphgefal-
dichte nachgewiesen werden. Dabei dienen die LymphgefdRe der Sicherung der
Flissigkeitshomdostase und als Weg fiur Zell-Debris abraumende, Antigen
prasentierende Immunzellen in die Lymphknoten (Mouta and Heroult 2003). Bei

chronisch entzindlichen Erkrankungen sind Zytokine als wichtige Mediatoren
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immunologischer Prozesse langfristig hochreguliert und tragen so zu einer Exazerbation
des Entziindungsprozesses bei (Halin and Detmar 2008). Proinflammatorische Zytokine
fordern wiederum die Lymphangiogenese durch Stimulation der Expression der Lymph-
gefal3-spezifischen Wachstumsfaktoren (Ristimaki et al. 1998) und Chemotaxis VEGF-
C/ VEGF-D sezernierender Makrophagen in das entziindliche Areal (Skobe et al. 2001;
Karpanen and Alitalo 2008). Fur die Rheumatoide Arthritis wurde gezeigt, dass

Synoviazellen VEGF-C exprimieren (Wauke et al. 2002).

1.3 Stand der Forschung und Ableitung der Fragestel  lung

Angiogenese ist fur die Implantation und Progression der EM von zentraler Bedeutung.
Erst dieser Vorgang gewahrleistet die Versorgung der Lasionen mit Nahrstoffen und
Sauerstoff (Taylor et al. 2002; Groothuis et al. 2005; Laschke and Menger 2007). Eine
Vielzahl (Laschke and Menger 2007) angiogener Wachstumsfaktoren, darunter auch
VEGF-A als potentester Vertreter, konnte bei Patientinnen mit EM in den L&sionen
selbst, im eutopen Endometrium und erh6hte Werte dieser in der Peritonealflissigkeit
nachgewiesen werden (Oosterlynck et al. 1993; Donnez et al. 1998; Koninckx et al.
1998; McLaren 2000). Die Konzentration von VEGF-A in der Peritonealflissigkeit
scheint positiv mit dem Schweregrad der Erkrankung zu korrelieren (Shifren et al. 1996;
Bourlev et al. 2006). Dass EM gut vaskularisiert und oft von Gefalien umgeben ist, kann
man bereits makroskopisch feststellen (Nisolle et al. 1993; Laschke and Menger 2007).
Immunhistochemische Analysen von EM-Lasionen haben gezeigt, dass sich Herde
verschiedener Aktivitat sowohl in Bezug auf die Dichte, als auch die Morphologie der
Gefalie unterscheiden. So zeigen rote, aktive Herde eine hthere Gefalidichte, groliere
GefalRdurchmesser, eine hohere mitotische Aktivitat und mehr unreife Gefal3e, als blaue
oder weil3e, weniger aktive Herde (Nisolle et al. 1993; Matsuzaki et al. 1998; Matsuzaki
et al. 2001; Bourlev et al. 2006). Bourlev konnte bei EM-Patientinnen ebenfalls sowohl
fur hoch proliferativ aktives EM-Gewebe verglichen mit gering proliferativ aktivem, als
auch fur eutopes Endometrium verglichen mit dem Endometrium von Frauen ohne EM
eine hohere Gefalldichte nachweisen.

Es ist erstaunlich, dass zur Identifikation der Gefal3e in den genannten histologischen
Studien entweder rein morphologische Kriterien oder panendotheliale Marker (von-
Willebrand-Faktor, CD31 und CD34) verwendet wurden. Somit ist davon auszugehen,
dass sich unter den GefalRen nicht nur BlutgefalRe, sondern auch LymphgefalRe

befinden. Dieser wichtige Aspekt findet jedoch in keiner dieser Studien Erwahnung.
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Diese Hypothese wird gestutzt durch die bisher einzige Studie zum Nachweis von
Lymphgefalien in EM-Gewebe aus rectosigmoiden EM-Herden mit dem Antikdrper D2-
40 (Noél et al. 2008); ( Abb. 1.4). Die Beobachtungen von EM-Lasionen und endome-
triotischen Zellen in Lymphknoten von Patientinnen mit EM sowie deren besondere
Lokalisation in den Sinus der Lymphknoten (Mechsner et al. 2008); (Abb. 1.4.) legen
nahe, dass EM-Zellen auf lymphatischem Weg in die Lymphknoten gelangen. Aufgrund
dieser Beobachtung, stellt sich die Frage, welche Bedeutung das Lymphgefa3system
fur die Pathogenese der EM hat.

Kommt es im EM-Gewebe neben Angiogenese auch zu Lymphangiogenese?
Exprimieren EM-Zellen und EM-assoziierte Immunzellen mdglicherweise ebenfalls
Lymphgefal3-spezifische Wachstumsfaktoren? Der bisher einzige Nachweis zur Expres-
sion von VEGF-C erfolgte durch Takehara et al.. Sie wiesen die Expression von VEGF-
C mRNA fur peritoneale, sowie ovarielle EM nach. An ovarieller EM zeigten sie mit Hilfe
der Immunhistochemie, dass sowohl Epithel- als auch Stromazellen VEGF-C exprimiren
(Takehara et al. 2004); (Abb.1.4).

Abb. 1.3: A: Pelviner Lymphknoten mit Endometrioseherd und disseminierten endometriotischen Zellen
in subkapsuldarem Sinus, superficialem Kortex und Trabekeln (aus Mechsner et al. 2008). B: D2-40
positive Lymphgefa3en in einem rectosigmoiden Endometrioseherd (aus Noél et al. 2008). C: VEGF-C
positive Drisen- und Stromazellen eines Endometriomes (aus Takehara et al. 2004).

Diese Beobachtungen stellen die ersten Hinweise zur Beteiligung von Lymphgefal3en
an der Verbreitung von EM-Zellen dar. Der Nachweis von Lymphgefal3en in EM-
Gewebe ist bisher jedoch erst an einem kleinen Kollektiv und nur mit einem einzigen
Lymphgefallendothelmarker (D2-40) erfolgt. Quantitative Aussagen zum Vorkommen
von LymphgefaRen und Beschreibungen ihrer Lokalisation stehen zum heutigen
Zeitpunkt noch aus. Der Nachweis der Expression von VEGF-C wurde nur fur wenige

Féalle und immunhistochemisch nur fir Endometriome gezeigt. Ein Nachweis der
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Expression von VEGF-C fur tief infiltrierende Formen der EM und von VEGF-D fur EM

insgesamt ist ebenfalls noch ausstandig.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, den folgenden Fragen nachzugehen.

Fragestellungen

VI.

Sind Lymphgefal3e in peritonealen und rectovaginalen EM-Driisen mit Hilfe der
Lymphgefalendothelmarker D2-40, LYVE-1 und Prox-1 nachweisbar und wie
sind diese lokalisiert?

. Gibt es einen Unterschied zwischen der LymphgefaRdichte von EM-Herden und

EM-freiem Kontrollgewebe sowie zwischen EM-Drisen verschiedener

Lokalisation?

Gibt es Unterschiede der Lymphgefal3dichte fur die verschiedenen Lymphgefal3-
endothelmarker D2-40, LYVE-1, Prox-1?

Exprimieren EM-Zellen die Lymphangiogenese-spezifischen Wachstumsfaktoren
VEGF-C und VEGF-D und korreliert die Expression dieser mit der Lymphgefaf3-

dichte?

Hat eine hormonelle Therapie Einfluss auf die Lymphgefaf3dichte und die
Expression von VEGF-C und VEGF-D?

Korreliert die Lymphgefal3dichte mit klinischen Aspekten, wie dem Erkrankungs-
stadium und der klinischen Herdgrof3e?
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2 Material und Methoden

2.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Es wurde Gewebe von 75 Patientinnen, von den im Endometriosezentrum der Charité
zwischen 2002 bis 2008 aufgrund einer symptomatischen EM (Dysmenorrhoe, chro-
nische oder rezidivierende Unterbauchschmerzen, Dyspareunie, Dyschezie, Dysurie
oder Infertilitdt) laparoskopierten oder laparotomierten Frauen verwendet.

Die Patientinnen im Alter von 19 bis 48 Jahren (Mittelwert 33,52 +0,79 Jahre) waren
zum Zeitpunkt der Operation alle prAmenopausal. 55 (73 %) Frauen hatten einen regu-
laren Menstruationszyklus, 18 (24 %) nahmen orale Kontrazeptiva ein und fur 2 (3 %)
war keine Information beziglich des Menstruationszyklus vorhanden. Die Ermittlung der
Zyklusphasen erfolgte rechnerisch mit Hilfe der Angaben zur letzten Menstruation und
der Zyklusdauer (Tabelle 2.1).

37 (49 %) Patientinnen hatten eine peritoneale EM, 32 (43 %) Patientinnen hatten
sowohl eine peritoneale als auch rectovaginale EM, 5 (7 %) Patientinnen hatten isolierte
rectovaginale Herde und bei einer Patientin mit rectovaginaler EM war keine Dokumen-
tation zuséatzlicher Herde verfiugbar. Fir die 69 Frauen mit peritonealen EM-Herden
wurde eine Einteilung in Erkrankungsstadien entsprechend der rASRM-Klassifikation
vorgenommen (Tabelle 1). 15 (22 %) Frauen befanden sich im rASRM-Stadium 1, 20
(29 %) im rASRM-Stadium I, 18 (26 %) im rASRM-Stadium Il und 16 (23 %) im rASRM-
Stadium V. Eine zusatzliche Einteilung fiur Patientinnen mit rectovaginalem Befall
erfolgte gemal der ENZIAN-Klassifikation fur tief infiltrierende EM (Tabelle 2.1).

Bei 20 der Patientinnen mit rectovaginaler EM zeigte sich eine Infiltration angrenzender
Organe. Bei 12 (29 %) bestand eine Infiltration der aboral des Sigmoids gelegenen
Darmabschnitte, bei 6 (16 %) eine Infiltration der Vagina, bei 6 (16 %) eine Infiltration
der Sacrouterinligamente und bei 4 (10 %) eine Ureterinfiltration. 14 (34 %) Patientinnen
hatten eine Adenomyosis uteri.

Patientinnen mit bestehenden malignen Erkrankungen wurden von der Studie

ausgeschlossen.
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Tabelle 2.1: Klinische Daten des Patientenkollektivs.

n Anteil
Hormoneinnahme Ja 18 24%
Nein 55 73%
Unbekannt 2 3%
Zyklus Menstruation 2 3%
Proliferation 15 20%
Sekretion 19 25%
kein Zyklus 20 27%
Unbekannt 19 25%
rASRM I 15 20%
Il 20 27%
11 18 24%
v 16 21%
keine Einteilung mdglich 5 7%
Unbekannt 1 1%
ENZIAN-Score Ela 1 2%
Elb 3 7%
E2a 13 32%
E2b 3 7%
E2c 13 32%
E3b 4 10%
E3c 13 32%
E4b 1 2%
E4c 3 7%
Fi 12 29%
FA 14 34%
FB 2 5%

2.2 Gewebeproben

Es wurden peritoneale EM-Herde von 37 Frauen untersucht, dabei stammten 6 (16 %)
vom Blasenperitoneum, 11 (30 %) aus dem Douglasraum, 3 (8 %) vom Beckenwand-
peritoneum, 11 (30 %) befanden sich am Ligamentum sacrouterinum, 3 (8 %) in der
paracolischen Rinne und 3 (8 %) in der Fossa ovarica.

Fur die rectovaginalen EM-Herde wurde die Infiltrationstiefe in angrenzende Organe
dokumentiert. Dabei waren bei 23 (61 %) Epithel- und Stromazellen im Mesocolon, bei
27 (71 %) in der Muscularis propria, bei 14 (37 %) in der Submucosa und bei einer (3 %)
in der Mucosa nachweisbar. Eine Infiltration der Vagina zeigte sich bei 6 (15,8 %)
Patientinnen. Entsprechend der klinischen Herdgro3e wurden die rectovaginalen EM-

Herde vier Gruppen zugeordnet. 6 (16 %) zeigten eine Herdgrol3e weniger als 1 cm, 11
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(29 %) eine HerdgroRe von 1 bis 2cm, 5 (13 %) eine Herdgréf3e von 2 bis 3cm und 14
(37 %) eine HerdgroRe udber 3 cm. Fur 2 (5 %) (Tabelle 2.2). Aufgrund der Darmin-
filtration musste bei 30 (78,9 %) Patientinnen eine Darmteilresektion von 20 mm bis 280

mm (Mittelwert 95,2 mm) Lange durchgefuhrt werden.

Tabelle 2.2: Klinische HerdgréRe und Infiltrationstiefe der rectovaginalen EM-Herde.

n Anteil

HerdgroRe 1(<lcm) 6 16 %
2 (1-2cm) 11 29%

3 (-3cm) 5 13%

4 (>3cm) 14 37%

Unbekannt 2 5%

Infiltrationstiefe Mesocolon 23 61 %
Muscularis 27 71%

Submucosa 14 37%

Mucosa 1 3%

Vagina 6 16 %

Nach der operativen Entnahme wurde das Gewebe zur histologischen Sicherung der
EM an das Institut fir Pathologie des Charité Universitatsklinikum Benjamin Franklin
Ubersandt.

Aus der Gewebebank der Pathologie wurden folgendes Gewebe ausgewahlt und als
EM-freies Kontrollgewebe verwendet: nicht pathologisch verandertes Peritoneum (n =
11), Tumor-freie Resektionsrander von Dickdarmresektaten (n =13) bei Coloncarcinom
und nicht pathologisch veranderte Vaginae (n=10) aus Hysterektomie-Praparaten.

Fur diese Studie liegt ein Ethikvotum (EA 4/038/07) vor. Die Patientinnen gaben ihr
schriftliches Einverstandnis.

2.3 Immunhistochemische Farbung

2.3.1 Herstellung von Gewebeschnitten

Mit Hilfe eines Mikrotoms (HM 400R, Microm GmbH, Walldorf) wurden 1 um dicke
Gewebeschnitte hergestellt und auf Objekttrager (,Super Frost Plus®, Menzel-Glaser)
gezogen. AnschlieRend wurden die Schnitte bei Raumtemperatur getrocknet und

danach bei 4C im Kuhlschrank gelagert.
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2.3.2 Entparaffinierung und Antigendemaskierung

Zur optimalen Anhaftung auf dem Objekttrager wurden die Schnitte fur mindestens zwei
bis maximal 16 Stunden bei 60T inkubiert. Anschlie 3end erfolgte die Entparaffinierung,
indem die Objekttrager zweimal fur finf Minuten in ein Xylol-Bad getaucht wurden. Um
das Gewebe zu rehydrieren wurden die Schnitte in eine Reihe absteigender Ethanol-
konzentration eingebracht (100 % fir 6 min, 96 % ftr 8 min, 80 % fur 10 min und 70 %
fur 10 min). Es folgte ein Verweilen der Schnitte fur 10 min in Tris-Puffer. Die
Antigendemaskierung wurde durch Kochen der Schnitte in Target-Losung (pH 9) fur D2-
40 oder Citratpuffer (pH 6) fur VEGF-C, VEGF-D, Prox-1 und LYVE-1 bei 400 W fur 15

min in der Mikrowelle durchgefiihrt. Danach kihlten die Schnitte fiir 20 min auf Eis ab.

2.3.3 Peroxidaseblock und Absattigung unspezifische r Bindungen

Fur die Farbung mit Antikdrpern gegen VEGF-C und VEGF-D erfolgte eine Blockierung
der endogenen Peroxidase mit 3 %-iger Peroxidlosung. Um fir die Antikdrper unspezi-
fische Bindungsstellen abzusattigen wurde das Gewebe fir 30 min mit fetalem Kalber-

serum inkubiert, welches anschlieRend nur von den Objekttragern abgeklopft wurde.

2.3.4 Immunhistochemische Farbung

Die Immunhistochemie erfolgte nach der Avidin-Biotin-Methode. Die Schnitte wurden
mit den in Tabelle 2.3 aufgefuhrten Prim&rantikdrpern in entsprechender Verdinnung
fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und danach grundlich mit Tris-Puffer

gespuilt.

Tabelle 2.3: Verwendete Primarantikorper.

Antikorper Klonalitat Spezies Firma Verdiinnung
D2-40 monoklonal Maus DAKO 1:400
LYVE-1 polyklonal Kaninchen Dianova 1:50
Prox-1 polyklonal Kaninchen Dianova 1:50
VEGF-C polyklonal Kaninchen Invitrogen 1:150
VEGF-D monoklonal Maus R&D Systems 1:100
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Als nachster Schritt erfolgte die Inkubation mit den Sekundarantikbrpern: Biotin-AP-
Conjugated-Affinity-Pure-Mouse-Anti-Rabbit-IgG (Dianova, Hamburg) und Biotin-AP-
Conjugated-Affinity-Pure-Rabbit-Anti-Mouse-IgG, (Dianova, Hamburg). Diese wurden
1:400 mit Antibody-Diluent verdiinnt und die Schnitte damit fir 40 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Anti-Maus-Antikorper wurden fir die Immunhistochemie mit D2-20 und
VEGF-D, und Anti-Kaninchen-Antikorper fur die Immunhistochemie mit Prox-1, LYVE-1
und VEGF-C verwendet. Danach wurde wieder ein Waschschritt mit Tris-Puffer durch-
gefluhrt.

Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit in Antibody Diluent 1:400 verdinntem
Alkalische Phosphatase (AP)-konjugiertem Streptavidin (Roche Diagnostics, Mann-
heim) fur 40 min bei Raumtemperatur. Auch hier wurde nach Ablauf der Einwirkzeit eine
grundliche Spilung mit Tris-Puffer vorgenommen.

Die Visualisierung der gebundenen Antikorper erfolgte durch eine 15 bis 20-minutige
Applikation des Fuchsin Substrat-Chromogen Systems (Dako Corporation, Carpinteria,
USA). Die Reaktion wurde im Anschluss mit destilliertem Wasser gestoppt. Danach
erfolgte eine Kernfarbung mit Hamalau. Zuletzt wurden die sorgfaltig gespulten und
getrockneten Schnitte mit erwarmter Glyceringelatine (Kaisers Glycerin-gelatine, Merck
KGaA, Darmstadt) und Deckglasern (Menzel-Glaser) eingedeckelt.

Um falsch positive Ergebnisse aufgrund unspezifischer Antikérperbindung ausschlie3en
zu kénnen, wurden bei jedem Farbegang Schnitte mitgefarbt, bei denen der Primér-
antikorper durch Tris-Puffer ersetzt wurde. Als Positivkontrollen wurden Gewebeschnitte
von Lymphangiom (fir D2-40, Prox-1, LYVE-1) und Colon-Carcinom (VEGF-C, VEGF-

D) eingesetzt.

2.4 Auswertung

Die Beurteilung der immunhistochemischen Farbung wurde mit Hilfe des Axiophot
Mikroskopes (Carl Zeiss, Gottingen) bei einer 20- bis 400-fachen Vergrof3erung
durchgefiihrt. Bei der Auswertung wurden den gangigen pathologischen Kriterien fur
EM entsprechend nur Schnitte beriicksichtigt, die endometriale Driisen- und Stroma-
zellen enthielten.

Zur Bestimmung der LymphgefalRdichte (LVD) wurde die Grole der EM-Herde
zunachst unter dem Mikroskop mit dem Lineal vermessen. Die D2-40-, Prox-1- sowie
LYVE-1-positiven Lymphgefal3e wurden ausgezahlt und dabei jeder Gefafl3anschnitt

einzeln gewertet. Das Programm Microsoft Excel diente der Dokumentation dieser
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Werte und der Berechnung der LVD (LV/mm?). Die Bestimmung der LVD der Kontrollen
erfolgte nach der Hot Spot-Methode durch Aufsuchen der Areale im Schnitt mit der
hochsten Zahl von Lymphgefal3en. Bei 100-facher Vergro3erung wurden dann alle im
Gesichtsfeld (Flache = 1,13 mm?) vorkommenden LymphgefaRe ausgezahlt, dokumen-
tiert und ebenfalls mit Microsoft Excel die LVD errechnet.

Bei der immunhistochemischen Farbung mit VEGF-C und VEGF-D wurde ein Score
(IRS) zur Bewertung der Intensitat verwendet: O fur keine, 1 fir schwache, 2 fir
moderate und 3 fur starke Anfarbung. Die Scores wurden fur Epithel- und Stromazellen

getrennt vergeben.

2.5 Statistik

Die statistische Analyse und grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der
Software Prism 4 fur Windows (GraphPad Software, 2003, San Diego, USA).

In der vorliegenden Arbeit wurde die LVD von EM-Driisen mit korresondierendem EM-
freien Gewebe verglichen. Zudem wurde untesucht, ob die Expression von VEGF-C/D,
eine hormonelle Therapie oder die PrimarherdgrofRe Einfluss auf die LVD haben. Somit
kamen Testverfahren zum Vergleich von Mittelwerten fir unabhéngige Stichproben, wie
der T-Test nach Student und die multiple Varianzanalyse) zum Einsatz. An die
Varianzanalyse wurde als post hoc-Test ein Dunnett's-Test angeschlossen. Um die
Unabhangigkeit der hormonellen Therapie von der Expression von VEGF-C zu prifen,
kam der Chi-Quadrat-Test zur Anwendung.

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 kann von einem statistisch signifikanten

Zusammenhang ausgegangen werden.

2.6 Arbeitsmaterialien

2.6.1 Puffer

®
50 mM Tris-Puffer (pH 7,4 -7,6): 34,259 Trizma HCI

®
4 g Trizma Base
43, 9g NaCl
Auffullen auf 51 mit Aqua destillata

Die pH-Einstellung erfolgte mit HCI und NaOH.
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10 mM Citratpuffer (pH 6,0):

LOsung A0, 1M

Losung B 0.1 M

21,01 g Zitronensaure in 1000 ml Aqua
destillata)

29,41 g NaCitrat in 1000 ml Aqua
destillata)

18 ml Lésung A und 82 ml Lésung Bad 1000 ml Aqua destillata

2.6.2 Gerate

Gerate

Hersteller

Accu Jet (Pipettierhilfe)
Analysenwaage Navigator TM
Axiophot Fluoreszenzmikroskop
Axiovert 25 Lichtmikroskop
Bidestanlage GFL 2102

Canon PowerShot G5
Magnetriihrer mit Heizplatte KMO 2 basic
Magnetriihrer MR 2002
Mikroliterzentrifuge Biofuge fresco
Mikrotom HM 400R

pH-Meter pH 300
Préazisionswaage 2001 MP2
Research Pipetten
Tischzentrifuge (Laborfuge A)

Tischzentrifuge Eppendorf Zentrifuge 5415D

Trockenschrank
Vortex (Genie 2)
Warmwasserbad
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Brand, Wertheim

Ohaus, Giessen

Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen

GFL, Burgwedel

Canon Deutschland GmbH, Krefeld
Janke und Kunkel, Taufen
Heidolph, Schwabach

Heraeus, Hanau

MICROM International GmbH, Walldorf
Hanna Instruments, Kehl am Rhein
Sartorius, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Ehret, Emmendingen

Scientific Industries, Darmstadt
Medax Nagel GmbH, Kiel
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2.6.3 Reagenzien, gebrauchsfertige Reagenzien und V

Reagenzien, Verbrauchsmaterial

erbrauchsmaterialien

Hersteller

Aceton

Calcium Chlorid (CacCly)

Dako Pen

Dako® Antibody Diluent with Background
Deckglaschen
Diamino-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI)
Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(Na,HPO4 x 2 H,0)

Eppendorf T.I.P.S., verschiedene Griéssen
Ethanol (70%)

Ethanol (80%)

Ethanol (96%)

Ethanol (96%) reinst

Falcon Serologische Pipetten 10ml, 25 ml

Fetales Kalberserum

Fluoromount-G

Fuchsin Substrate-Chromogen-System
Isopropanol

Kaisers Glyceringelatine

Mayers Hamalaunlésung
Natriumchlorid (NaCl) min 99,5%
Natronlauge (NaOH)

Objekttrager SuperFrost® Plus

Parafilm

Perhydrol 30% (H,0,)
Polyethylenbecher
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J.T. Baker, Deventer, Holland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
DakoCytomation, Glostrup, Danemark
DakoCytomation, Glostrup, Danemark
Menzel-Glaser, Braunschweig
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, NJ USA

Biochrom, Berlin

Southern Biotech, Birmingham, AL, USA
DakoCytomation, Glostrup, Danemark
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Menzel-Glaser, Braunschweig

American National Can, Neenhah, WI,
USA

Merck, Darmstadt

Plano, Wetzlar
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Reaktionsgeféalie

Salzsaure (HCI)

Sodium Orthovandanat
Streptavidin-AP Coniugate
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Trizma® Hydrochlorid (Tris-HCI)
Trizma®Base

Xylol

Zitronensaure
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Brand GmbH + Co, Wertheim

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
J.T. Baker, Deventer, Holland

Merck, Darmstadt
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde EM-Gewebe von Patientinnen mit rectovaginaler (n=
38) und peritonealer (n=37) EM auf das Vorkommen von LymphgefaRen immunhisto-
chemisch untersucht.

Histologisch zeigte sich, dass die primaren EM-Herde zumeist aus mehreren EM-
Drisen zusammengesetzten waren. Besonders die rectovaginalen EM-Herde wiesen
zahlreiche, zum Teil mehr als 30 Einzeldrisen pro Anschnitt, auf. Eine Infiltration
rectovaginaler EM war fir alle Schichten des Darmes (Mesocolon, Muscularis propria,
Submucosa, Mucosa) sowie der Vagina nachweisbar, wobei EM-Drisen haufig in
mehreren Schichten gleichzeitig vorkamen (Abb. 3.1). Von jeder Patientin wurden, je
nach Anzahl der vorkommenden Drisen im untersuchten Gewebeschnitt, ein bis zehn

Drusen ausgewertet.

Mucosa Submucosa Muscularis propria Mesocolon

Abb. 3.1: Ubersicht eines den Darm infiltrierenden Endometrioseherdes. Dieser setzt sich aus mehreren
Einzeldrisen zusammen, welche Submucosa, Muscularis propria und Mesocolon infiltrieren (Vergrol3er-
ung 20-fach).

3.1 Vorkommen und Verteilung D2-40 positiver Lymphg efal3e in
Endometriosegewebe

Bei allen untersuchten EM-Herden der 38 rectovaginalen Falle waren reife Podoplanin-
positive Lymphgefalle mit Hilfe des Markers D2-40 nachweisbar. Bei 35 von 37
Patientinnen mit peritonealen EM-Herden waren D2-40 positive Lymphgefal3e
darstellbar. Dabei zeigte sich eine Haufung der Lymphgefal3e insbesondere am Rand
des EM-Stromas in der Nahe des Ubergangs zum umgebenden Gewebe. Dies ruft den

Eindruck eines Lymphgefal3isaumes um die EM-Herde hervor (Abb.3.2).
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Abb. 3.2: A: D2-40 positive Lymphgefal3e einer rectovaginalen Endometriosedriise die von der
Muscularis propria des Darmes umgeben ist. Die Mehrzahl der LymphgefaRe (Pfeile) befindet sich
saumartig am Rand des Endometriosestromas in der Niéhe zum Ubergang zur Muscularis propria
(VergréRerung 100-fach). B: D2-40 positive Lymphgefa3e (Pfeile) in peritonealer Endometriosedrise
(VergréRerung 200-fach).

Um die Verteilung der Lymphgefal3e naher beschreiben zu kénnen, wurde bei allen
untersuchten EM-Lasionen dokumentiert, ob sich die LymphgefaR3e in unmittelbarer
Néhe zu den Epithelzellen befinden, im Stroma verteilt sind und / oder ob ein
sogenannter Stromasaum imponiert.

Bei den rectovaginalen Herden zeigte sich in 94,7 % der untersuchten Falle ein
Lymphgefalsaum im Stromarandbereich der Drisen. In 48,5 % der Herde waren die
Lymphgefa3e Uber das Stroma verteilt und nur 0,15 % zeigten Lymphgefal3e in
unmittelbarer Nahe der EM-Epithelzellen. Um moégliche Unterschiede der Verteilung in
Abhangigkeit der Drisengrol3e darstellen zu kdnnen, wurde je nach Infiltrationstiefe der
Drisen der Mittelwert der GroRe der EM-Drisen bestimmt. Dabei war fur jede
Infiltrationstiefe festzustellen, dass die Drisen (46,6 %) welche gleichzeitig Lymph-
gefalRe im Stroma und einen Lymphgefal3saum aufwiesen, signifikant (p <0,001) grol3er
sind, als jene mit Lymphgefal3en im Stroma oder mit einem Saum aus Lymphgefalien.
Die EM-Herde mit peritonealer Lokalisation zeigten in 85,2 % der Falle einen
Lymphgefalsaum im Randbereich des Stromas der EM-Drusen, in 37,0 %
Lymphgefal3e im Stroma und in 13,0 % Lymphgefal3e in unmittelbarer Nahe der EM-
Epithelzellen. Es liel3 sich diesbezlglich kein signifikanter Zusammenhang zwischen

Lymphgefal3verteilung und Grol3e der EM-Driisen nachweisen.
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3.2 Vergleich der Dichte D2-40 positiver Lymphgefal e in

Endometriosegewebe und Endometriose-freiem Gewebe

Die Bestimmung der Dichte von Lymphgefalden erméglichte es, quantitative Aussagen
Uber das Vorkommen von Lymphgeféaf3en in EM-Herden treffen und Vergleiche mit EM-
freiem Gewebe anstellen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurde in den immunhisto-
chemisch mit D2-40 gefarbten Schnitten, wie oben beschrieben, die Lymphgefalidichte
(LVD) in LV/mm? fuir die EM-Driisen und das EM-freie Kontrollgewebe ermittelt.

Die Bestimmung der LVD wurde fir das rectovaginale EM-Gewebe in Abhangigkeit von
der Infiltrationstiefe vorgenommen, da die einzelnen Schichten des Darmes und die
Vagina entsprechend ihrer physiologischen Funktion unterschiedliche Dichten an
Lymphgefal3en aufweisen. Das EM-Gewebe wurde mit korrespondierendem EM-freien
Gewebe verglichen.

Es lie3 sich insgesamt eine im Vergleich zu entsprechendem EM-freien Gewebe hoch
signifikant (p < 0,0001) erh6hte Dichte D2-40 positiver LymphgefalRe in den EM-Driisen
feststellen (Tabelle 3.1; Abb. 3.3). Die LVD von EM-Drisen in der Vagina war um das
3,2-fache hoher als in EM-freiem vaginalem Gewebe. In EM-Driisen des Mesocolons
war die LVD im Vergleich zur LVD EM-freien Mesocolons um den Faktor 3,5 héher. Die
EM-Drisen der Muscularis propria des Darmes zeigten eine erhéhte LVD um den
Faktor 4,8 gegentuber gesunder Muscularis propria. In der Submucosa lokalisierte EM-
Lasionen hatten eine 1,8-fach erhéhte LVD im Vergleich zu EM-freier Submucosa.

Die mittlere LVD aller untersuchten rectovaginalen EM-Driisen unabhéngig von der
infiltrierten Schicht entsprach 25,06 + 1,24 LV/mm?. Beim Vergleich der LVD der EM-
Drisen in Abhangigkeit von ihrer Infiltrationstiefe miteinander lieRen sich keine
signifikanten (p=0,4939) Unterschiede aufzeigen.

EM-Drisen mit peritonealer Lokalisation zeigten eine um den Faktor 2,8 hohere LVD
D2-40 positiver Gefal3e als EM-freies Gewebe. Mit Hilfe der statistischen Analyse liel3
sich somit auch bei der peritonealen EM ein hoch signifikanter Unterschied zu EM-

freiem Kontrollgewebe nachweisen (Tabelle 3.1; Abb. 3.3).
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Tabelle 3.1: Vergleich der LymphgefaRdichte (LVD) D2-40 positiver Gefal3e in rectovaginalen
Endometriosedriisen (rv EM) sowie peritonealen Endometriosedriisen (p EM) mit Endometriose-freiem

Gewebe; mit p-Werten.

D2-40 rv EM EM-freies Gewebe
LVD (LV/mm ?) LVD (LV/mm ?) p-Wert
Vagina 31,36 5,62 9,91+0,69 <0,0001
Mesocolon 26,01+1,73 7,35+0,47 <0,0001
Muscularis propria 22,81+1,84 4,76 +0,44 <0,0001
Submucosa 22,66+1,84 12,94 +0,89 <0,0001
p EM EM-freies Gewebe
LVD (LV/mm ?) LVD (LV/mm ?) p-Wert
Peritoneum 27,47 2,99 9,71+0,65 <0,0001
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Abb. 3.3: Vergleich der Lymphgefalidichte (LVD) D2-40 positiver LymphgefaRe (LV) rectovaginaler
Endometriosedriisen (EM) mit entsprechendem Endometriose-freien Gewebe des Darmes und der
Vagina in Abhéangigkeit von der Infiltrationstiefe der Drisen, sowie Vergleich peritonealer
Endometriosedriisen (p EM) mit Endometriose-freiem Peritoneum. (o p <0,0001).

Der Vergleich der LDV von peritonealen Drisen mit rectovaginalen EM-Drisen in
Abhangigkeit von ihrer Infiltrationstiefe ergab keine signifikanten (p = 0,5005) Unter-
schiede.
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3.3 Vorkommen LYVE-1 positiver Lymphgefal3e und ihre Dichte in
Endometriosegewebe und Endometriose-freiem Gewebe

Mit dem LymphgefaBmarker LYVE-1, im Rahmen der embryonalen Lymphangiogenese
der erste positive Lymphgefal3-spezifische Marker, lieBen sich deutlich mehr Gefalie
darstellen als mit D2-40 (Abb. 3.4). Die charakteristische Verteilung der Lymphgefal3e in
der Art eines Saumes zwischen Stroma und angrenzendem Gewebe, wie fir D2-40,
konnte fur LYVE-1 nicht mehr so eindeutig beobachtet werden. Die GefalRe schienen

vielmehr kontinuierlich tber das Stroma der EM angeordnet zu sein.

R SN
Abb. 3.4: A: Immunhistochemischer Nachweis LYVE-1 positiver LymphgefaRe (Pfeile) in rectovaginaler

Endometriosedriise (VergroBerung 100-fach). B: Immunhistochemischer Nachweis LYVE-1 positiver
Lymphgeféal3e (Pfeile) in peritonealer Endometriosedrise (VergroRerung 200-fach).

Auch die Bestimmung der Dichte von LYVE-1 positiven Lymphgefal3en wurde differen-
ziert fur die verschiedenen anatomischen Schichten entsprechend der Infiltrationstiefe
der EM-Herde vorgenommen. Der Vergleich der Dichte LYVE-1 positiver Lymphgefalie
von rectovaginalem EM-Gewebe mit EM-freiem Kontrollgewebe zeigte fir alle
Schichten signifikant hohere Werte fir das EM-Gewebe (Tabelle 3.2, Abb. 3.5).

Die EM-Drisen der Vagina zeigten eine um den Faktor 10,5 erh6hte LVD gegenuber
gesunder Vagina. Die LVD mesocolischer EM-Driisen war um den Faktor 9,2 hoher als
die LVD EM-freien Mesocolons. EM in der Muscularis propria zeigte eine 13,5-mal
hohere Dichte von Lymphgefal3en als entsprechendes Kontroligewebe. In der Sub-
mucosa gelegene EM-Drisen wiesen verglichen mit EM-freier Submucosa eine
Erh6hung der LVD um den Faktor 2,0 auf.

Verglich man die LVD der EM-Lasionen mit verschiedener Infiltrationstiefe unterein-
ander, so zeigten die Lasionen mit vaginaler Infiltration eine signifikant (p<0,01) héhere
Dichte gegenuber den die verschiedenen Darmschichten infiltrierenden EM-Driisen. Die
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Gegenuberstellung der EM-Lasionen mit unterschiedlich tiefer Infiltration der Darm-
schichten ergab keine signifikanten Unterschiede. Wurde die Infiltrationstiefe der
rectovaginalen EM-Herde nicht bertcksichtigt, so liel3 sich eine mittlere LVD von 46,12 +
4,55 LV/mm? fiir alle EM-Herde ermitteln.

Der Vergleich peritonealer EM-Drusen zeigte fur LYVE-1 positive Gefal3e ebenfalls eine
hoch signifikant, um den Faktor 2,7, grol3ere Dichte von Lymphgefalien, als EM-freies
peritoneales Gewebe (Tabelle 3.2, Abb. 3.5).

Tabelle 3.2: Vergleich der LymphgefaRdichte (LVD) LYVE-1 positiver GefalRe in rectovaginalen
Endometriosedriisen (rv EM) sowie peritonealen Endometriosedriisen (p EM) mit Endemetriose-freiem
Gewebe; mit p-Werten.

LYVE-1 rv EM EM-freies Gewebe
LVD (LV/mm ?) LVD (LV/mm ?) p-Wert
Vagina 98,10+17,24 9,37+1,13 <0,0001
Mesocolon 41,29+5,64 4,47+0,42 <0,0001
Muscularis propria 34,60+6,12 2,57+0,22 <0,001
Submucosa 31,66 £8,33 15,89+0,95 <0,001
p EM EM-freies Gewebe
LVD (LV/mm ?) LVD (LV/mm ?) p-Wert
Peritoneum 44,98 5,07 16,74 +1,40 <0,0001
1200 [
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Abb. 3.5: Vergleich der LymphgefaRdichte (LVD) LYVE-1 positiver Lymphgefa3e (LV) rectovaginaler

Endometriosedriisen (EM) mit entsprechendem EM-freien Kontrollgewebe, sowie Vergleich peritonealer
EM-Drisen mit EM-freiem Kontrollgewebe. (« p <0,0001, « p<0,001).
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Bei dem Vergleich der LVD peritonealer EM mit den die verschiedenen Darmschichten
infiltrierenden EM-Driisen ergab sich kein signifikanter Unterschied. Die LVD der die
Vagina infiltrierenden EM unterschied sich jedoch signifikant (p < 0,01) von der LVD der

EM-Lasionen des Peritoneums.

3.4 Vorkommen Prox-1 positiver Lymphgefaf3e und ihre Dichte in

Endometriosegewebe und Endometriose-freiem Gewebe

Die immunhistochemische Untersuchung mit Hilfe des Lymphgefal3-spezifischen
Markers Prox-1, ein Transkriptionsfaktor und Hauptregulator der embryonalen Lymph-
angiogenese, zeigte wie fur LYVE-1 eine deutlich héhere Anzahl positiver Gefal3e im
Vergleich zur Immunhistochemie mit D2-40. Die positiven GefaRe waren ebenfalls
gleichmafiig Gber das Stroma der EM verteilt. Als Transkriptionsfaktor zeigte dieser eine
typische Kernfarbung (Abb. 3.6).

Abb. 3.6: A: Immunhistochemischer Nachweis Prox-1 positiver LymphgeféaRe in rectovaginaler
Endometriosedriise. Pfeile zeigen auf positive Zellkerne von Lymphendothelzellen. Die ebenfalls
reaktiven EM-Epithelzellen sind mit einem Stern gekennzeichnet (VergréRerung 400-fach). B: Immun-
histochemischer Nachweis Prox-1 positiver Lymphgefae (Pfeile) in peritonealer Endometriosedrise
(VergroRerung 200-fach).

Die Analyse der rectovaginalen EM-Drisen mit verschiedenen Infiltrationstiefen in
Bezug auf Prox-1 positive Lymphgefalie ergab eine hoch signifikant grol3ere LVD fur
das EM-Gewebe im Vergleich zu korrespondierendem EM-freien Gewebe (Tabelle 3.3;
Abb.3.7).

Die in der Vagina lokalisierten EM-Herde zeigten eine um den Faktor 5,7 erhéhte Dichte
von Lymphgefallen gegenuber gesunder Vagina. Die EM-Drisen des Mesocolons
wiesen im Vergleich zu entsprechendem EM-freien Kontrollgewebe eine 7,3-fache

hohere Dichte von LymphgefaRen auf. Die LVD der EM-Lasionen in der Muscularis
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propria war um den Faktor 11,1 gegenuber EM-freier Muscularis propria erhoht. In der
Submucosa gelegene EM-Driisen zeigten 2,2-mal mehr Prox-1 positive Lymphgefal3e

als die Submucosa gesunden Darmes.

Der Vergleich der rectovaginalen EM-Drisen mit verschiedener Infiltrationstiefe
untereinander ergab einen signifikanten (p < 0,01) Unterschied der vaginalen EM-
Drisen gegenuber den Darm infiltrierenden Drisen. Die LVD der das Mesocolon, die
Muscularis propria und die Submucosa infiltrierenden EM-Drisen unterschieden sich
nicht signifikant voneinander. Die Dichte Prox-1 positiver Lymphgefal3e fir rectovagi-
nale EM ohne Differenzierung der Infiltrationstiefe betrug 47,56 + 3,84 LV/mm?Z.

Im Peritoneum lokalisierte EM-Drlisen zeigten im Vergleich zu EM-freiem peritonealen
Kontrollgewebe eine um den Faktor 4,5 hoch signifikant héhere Dichte Prox-1 positiver
Lymphgefalie (Tabelle 3.3; Abb.3.7)

Tabelle 3.3: Vergleich der LymphgefaRdichte (LVD) Prox-1 positiver GeféaRe in rectovaginalen
Endometriosedriisen (rv EM) sowie peritonealen Endometriosedriisen (p EM) mit Endemetriose-freiem
Gewebe; mit p-Werten.

Prox-1 rv EM EM-freies Gewebe
LVD (LV/mm ?) LVD (LV/mm ?) p-Wert
Vagina 92,42+17,02 16,29+1,66 <0,0001
Mesocolon 46,38+4,84 6,35+0,57 <0,0001
Muscularis propria 32,94 +3,07 2,97+0,24 <0,0001
Submucosa 37,16 +9,83 17,15+1,47 <0,001
p EM EM-freies Gewebe
LVD (LV/mm ?) LVD (LV/mm ?) p-Wert
Peritoneum 42,01 +5,26 9,33 +£0,63 <0,0001
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Abb. 3.7: Vergleich der Lymphgefaf3dichte (LVD) Prox-1 positiver Lymphgefal3e (LV) von rectovaginalen
Endometriosedriisen (EM) mit EM-freiem Kontrollgewebe, sowie Vergleich von peritonealen EM-Driisen
mit EM-freiem Kontrollgewebe. (- p <0,0001, « p<0,001)

Verglich man die LVD von peritonealen EM-Herde mit der LVD der den Darm
verschieden tief infiltrierenden rectovaginalen EM-Herde, so ergab dies keinen signifi-
kanten (p = 0,42) Unterschied zwischen peritonealen, mesocolischen, muskularen und
submukésen Lasionen. Die LVD von EM mit vaginaler Infiltration unterschied sich

dagegen signifikant (p <0,01) von der peritonealer EM.

3.5 Vergleich der Dichte D2-40, LYVE-1 und Prox-1 p ositiver
Lymphgefal3e in Endometriosegewebe

Die verschieden LymphgefaRendothelmarker D2-40, LYVE-1 und Prox-1 zeigten
deutliche Unterschiede bezlglich der Dichte positiver Lymphgefal3e. Um die Unter-
schiede der LVD néaher quantifizieren zu konnen, wurden eine vergleichende

statistische Analyse vorgenommen.

3.5.1 Vergleich der Dichte D2-40, LYVE-1 und Prox-1  positiver Lymphgefal3e

in rectovaginalem Endometriosegewebe

Alle infiltrierten Schichten rectovaginaler EM wiesen eine hohere LVD fur LYVE-1 im
Vergleich zur LVD fir D2-40 auf (Abb. 3.8). Fur EM-Infiltrate der Vagina waren dies mit
einer Erhéhung um den Faktor 3,1 hdchst signifikante (p <0,0001), im Mesocolon mit
einem Faktor von 1,6 hochst signifikante (p = 0,0012), in der Muscularis propria mit
einem Faktor von 1,5 signifikante (p =0,018) und in der Submucosa mit einem Faktor
von 1,4 nicht signifikante Ergebnisse (Abb. 3.8).
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Die Gegenuberstellung der LVD von D2-40 und Prox-1 positiven Gefal3en ergab, dass
vaginale EM-Drusen eine um den Faktor 3,0 hoch signifikant (p =0,002), mesocolische
Drisen eine um den Faktor 1,8 hochst signifikant (p <0 ,0001), muskulare Driisen eine
um den Faktor 1,4 hoch signifikant (p =0,0036) und submukdse Drisen eine um den
Faktor 1,6 nicht signifikant hhere Dichte Prox-1 positiver Gefal3e aufwiesen (Abb. 3.8).
Dagegen lieRen sich bei einem Vergleich der Dichten LYVE-1 und Prox-1 positiver
Lymphgefal3e fur keine der infiltrierten Schichten der rectovaginalen EM signifikante
Unterschiede ausmachen (Abb. 3.8). Dabei zeigten EM-Infiltrate der Vagina und der
Muscularis propria fur LYVE-1 eine jeweils um den Faktor 1,1 erhdhte LVD gegenuber
Prox-1. Umgekehrt verhéalt es sich bei der LVD fur die Drisen des Mesocolons und der
Submucosa. Hier zeigten die mesocolischen Driisen eine um den Faktor 1,1 und die

submukésen Herde eine um den Faktor 1,2 hohere LVD Prox-1 positiver Lymphgefal3e.
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Abb. 3.8: Lymphgefa3dichte (LVD) in rectovaginalen Endometriosedrisen. Gegeniberstellung der LVD
fur die verwendeten LymphgefalRendothelmarker D2-40, LYVE-1 und Prox-1. Der Vergleich erfolgte in
Abhéngigkeit von der durch die rectovaginale Endometriosedrise infiltrierten Schicht. (« p <0,0001, » p <
0,001, - p<0,05, n.s. p>0,05).
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3.5.2 Vergleich der Dichte D2-40, LYVE-1 und Prox-1  positiver LymphgefalRe

in peritonealem Endometriosegewebe

Die LVD LYVE-1 positiver Lymphgefal3e in peritonealen EM-Driisen war um den Faktor
1,6 hoch signifikant (p =0,0034) gegentber D2-40 positiven Lymphgefal3en erhéht. Die
Dichte Prox-1 positiver Lymphgefal3e war um den Faktor 1,5 signifikant (p = 0,0128)
gegenuber der von D2-40 positiven Lymphgefal3en erhdht. Die LVD LYVE-1 und Prox-1
positiver Lymphgefal3e unterschieden sich nicht signifikant (p = 0,7688) voneinander.
Die Dichte LYVE-1 positiver LymphgefalRe war verglichen mit der LVD fir Prox-1 um
das 1,1-fache erhoht (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Lymphgefalldichte (LVD) in peritonealen Endometriosedriisen. Gegenuberstellung der LVD fur
die verwendeten Lymphgefalendothelmarker D2-40, LYVE-1 und Prox-1 (» p<0,001, - p<0,05).

3.6 Expression von VEGF-C und VEGF-D in Endometrios egewebe

VEGF-C und VEGF-D sind die wichtigsten Wachstumsfaktoren der Lymphangiogenese.
Dass das in dieser Arbeit untersuchte EM-Gewebe gegenliber EM-freiem Gewebe eine
signifikant erhohte LVD aufwies, konnte bereits nachgewiesen werden. Um zu
untersuchen ob EM-Zellen VEGF-C und VEGF-D exprimieren, wurden rectovaginale
und peritoneale EM-Drisen immunhistochemisch untersucht. Dabei wurden fir die
Intensitat der Farbung, wie beschrieben, Scores vergeben. Epithel- und Stromazellen

wurden einzeln bewertet.

3.6.1 Expression von VEGF-C wund VEGF-D in rectovagi nalem
Endometriosegewebe

In 99,6 % der untersuchten rectovaginalen EM-Driusen liel3 sich eine Expression von
VEGF-C in den Epithelzellen und fur 97,3 % in Stromazellen nachweisen. Dabei zeigten

82,9 % der Epithelzellen eine hohe, 15,5 % eine moderate und 1,5 % eine geringe
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Intensitat der immunhistochemischen Farbung (Diagramm 3.1). Die Stromazellen
zeigten, verglichen mit den Epithelzellen, insgesamt eine geringere Expression von
VEGF-C (Abb. 3.10). Eine hohe Intensitat liel3 sich fir die Stromazellen bei keiner der
Drisen nachweisen. 45,8 % der Stromazellen zeigten eine moderate und 51,5 % eine
geringe Intensitat. Des Weiteren war in 74,6 % der Falle eine Reaktivitdt von Gefalien
im Stroma der EM mit Anti-VEGF-C erkennbar.

Eine Expression von VEGF-D lie3 sich fur 100 % der untersuchten Driisen im Epithel
und far 93,2 % im Stroma nachweisen. Die Epithelzellen zeigte in 62,5 % eine hohe, in
32,2 % eine moderate und in 5,3 % eine geringe Intensitat der immunhistochemischen
Farbung. Auch bei VEGF-D fiel, beim Vergleich von Stromazellen mit Epithelzellen, eine
insgesamt geringere Expression des Wachstumsfaktors in den Stromazellen (Abb.
3.10) auf. Diese zeigten in 0,8 % eine hohe, in 46,2 % eine moderate und in ebenfalls
46,2 % eine geringe Intensitat (Diagramm 3.1). Die Gefal3e im Stroma waren in 77,6 %
der Félle Anti-VEGF-C reaktiv.

100% -
80% -
60% - O Intensitat keine
O Intensitat gering
40% A
B |ntensitat moderat
0, 4
20% B |ntensitat hoch

0% -
VEGF-C+VEGF-C+VEGF-D+VEGF-D+
Epithel Stroma Epithel Stroma

Abb. 3.10: Expression der Lymphangiogenese spezifischen Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D in
Epithel- und Stromazellen rectovaginaler Endometriose. Quantifizierung der Expressionsstarke durch
Farbeintensitat der immunhistochemischen Farbung.

47



Ergebnisse

A ¢ :
?-v e e o o 20N \ ‘.: ; .o-:;; =R o%& . AL 2 P
Abb. 3.11: Expression von VEGF-C (A) und VEGF-D (B) in rectovaginaler Endometriosedrise, lokalisiert
an der Grenze zwischen Muscularis propria und Mesocolon (Vergroerung 100-fach). In beiden
Abbildungen zeigen die Epithelzellen (Pfeil) eine hohe Intensitat und die Stromazellen (Stern) eine
moderate Intensitat der immunhistochemischen Farbung.

o

3.6.2 Expression von VEGF-C wund VEGF-D in peritonea lem

Endometriosegewebe

Bei den untersuchten peritonealen Driusen liel3 sich bei 100 % eine Expression von
VEGF-C durch Epithelzellen und bei 94,6 % durch Stromazellen nachweisen. Die
Epithelzellen zeigten in 70,9 % eine hohe Intensitdt der immunhistochemischen
Farbung und in 29,1 % eine moderate Intensitat (Diagramm 3.2). Auch hier zeigten die
Stromazellen, verglichen mit den Epithelzellen, eine insgesamt geringere Expression
von VEGF-C (Abb. 3.11). In 3,6 % der untersuchten Driisen zeigten die Stromazellen
eine hohe Intensitét, in 53,6 % eine moderate und in 37,5 % eine geringe Intensitat der
Farbung. Auch fir die peritoneale EM war eine Reaktivitdt von Gefalden im Stroma der
EM mit Anti-VEGF-C in 92,7 % erkennbar.

Die Expression von VEGF-D konnte in 98,1 % der untersuchten EM-Drisen im Epithel
und in 94,5 % im Stroma nachgewiesen werden. Die Epithelzellen zeigten in 55,6 %
eine hohe, in 38,9 % eine moderate und in 3,7 % eine geringe Intensitat der immun-
histochemischen Farbung (Diagramm 3.2). Wiederum zeigte sich, dass die
Stromazellen insgesamt eine geringere Expression des Wachstumsfaktors, als die
Epithelzellen aufwiesen (Abb. 3.11). 3,6 % der Stromazellen zeigten eine hohe, 40,0 %
eine moderate und 50,9 % eine geringe Farbeintensitat. Es prasentierte sich bei 98,1 %

der untersuchten Driisen eine Anti-VEGF-D Reaktivitat der GefaRe im EM-Stroma.
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Abb. 3.12: Expression der Lymphangiogenese spezifischen Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D in
Epithel- und Stromazellen peritonealer Endometriose. Quantifizierung der Expressionsstarke durch
Farbeintensitat der immunhistochemischen Farbung.

o sy A o o / X
SR SENSaS) f T e S BN AL

K e el B Uk e Y bl
DTN e L USRS e AR LIy LA
Abb. 3.13: Expression von VEGF-C (A) und VEGF-D (B) in peritonealen Endometriosedrise
(VergréRerung 100-fach). In beiden Abbildungen zeigen die Epithelzellen (Pfeil) eine hohe Intensitat und

die Stromazellen (Stern) eine moderate Intensitat der immunhistochemischen Farbung.

3.6.3 Vorkommen VEGF-C und VEGF-D positiver Makroph agen in

Endometriosegewebe

Bei der mikroskopischen Beurteilung der Immunistochemie fur VEGF-C und VEGF-D
war zu beobachten, dass nicht nur EM-Zellen und GefaRendothelzellen eine Expression
der Wachstumsfaktoren zeigten, sondern dass auch im EM-Stroma vorkommende
Makrophagen VEGF-C und VEGF-D exprimieren (Abb. 3.12). Von den Fallen mit
rectovaginaler EM waren bei 76,3 % VEGF-C positive und 71,1 % VEGF-D positive
Makrophagen vorhanden. Bei den Fallen mit peritonealer EM waren bei 62,3 % sowohl

VEGF-C als auch VEGF-D positive Makrophagen im EM-Stroma nachweisbar.

49



Ergebnisse

-

Abb. 3.14: Vorkommen VEGF-C (A) und VEGF-D (B) positiver Makrophagen (Pfeile) im EM-Stroma
einer peritonealen Endometriosedrise.

3.7 Vergleich der Lymphgefal3dichte in Abhangigkeit von der VEGF-C
und VEGF-D Expression in Endometriosegewebe

In dieser Arbeit konnte fur rectovaginale und peritoneale EM gezeigt werden, dass EM-
Zellen selbst die Lymphgefal3-spezifischen Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D
exprimieren. Daher war es von Interesse, ob ein Zusammenhang zwischen der
Expression von VEGF-C und VEGF-D durch EM-Zellen und der Dichte der in den EM-
Driisen vorkommenden Lymphgefal3e besteht. Um dies zu untersuchen, wurden die
LVD von EM-Lasionen mit hoher der mit moderater Intensitat der Anti-VEGF-C und
Anti-VEGF-D immunhistochemischen Féarbung gegeniubergestellt. Dafir wurden die
Farbintensitat der EM-Epithelzellen herangezogen, da diese im Vergleich zu den
Stromazellen eine deutlich starkere Expression aufwiesen. Die EM-Drisen mit geringer
und keiner Expression wurden auf Grund der sehr geringen Fallzahlen nicht in die

Testung einbezogen.

3.7.1 Vergleich der Dichte D2-40 positiver Lymphgef  ale in Abhangigkeit
von der VEGF-C/ VEGF-D Expression in Endometriosege  webe

Bei dem Vergleich der beiden Gruppen wurde fur rectovaginale EM keine Unterteilung
in Untergruppen abhéangig von der Infiltrationstiefe vorgenommen.

Die Gegenuberstellung der rectovaginalen EM-Driisen mit einer moderaten und einer
hohen Intensitdt der VEGF-C Immunhistochemie zeigte, dass EM-Driisen mit einer
hohen Intensitdt eine um den Faktor 1,2 nicht signifikant erhohte LVD fur D2-40
aufwiesen. Auch der Vergleich der peritonealen EM ergab eine nicht signifikant um den
Faktor 1,6 hohere Dichte D2-40 positiver Lymphgefal3e fur Drisen mit hoher VEGF-C
Intensitat. Da sich die Dichte D2-40 positiver Lymphgefal3e zwischen den recto-
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vaginalen und peritonealen EM-Drisen in den beiden Untergruppen nicht signifikant
unterschied, wurde ein gemeinsamer Vergleich dieser vorgenommen. Dabei zeigte sich
nun fur die Drisen mit hoher VEGF-C Expression eine um den Faktor 1,3 signifikant
hohere LVD flur D2-40 gegeniber Drisen mit moderater Expression (Tabelle 3.4).

Auch fur die VEGF-D-Immunhistochemie liel3 sich bei einem Vergleich der Dichte D2-40
positiver LymphgefalRe in rectovaginalen EM-Driisen fir die Gruppe mit einer hohen
Intensitat und die Gruppe mit einer moderaten Intensitat nur ein geringftgiger 1,1-facher
nicht signifikanter Unterschied feststellen. Bei den peritonealen EM-Drisen war eben-
falls kein signifikanter Unterschied der beiden Gruppen mit verschieden ausgepragter
VEGF-D Expression nachweisbar. Die EM-Lasionen mit hoher VEGF-D Expression
wiesen eine im Vergleich zu den EM-Lasionen mit moderater Expression 1,2-fach
hohere LVD auf. Da sich auch hier die Gruppen mit moderater Expression und die
Gruppen mit hoher Expression bei dem Vergleich von rectovaginaler und peritonealer
EM nicht signifikant unterschieden, wurde wiederum ein gemeinsamer Vergleich
vorgenommen. Anders als fir den Vergleich der LVD in Abhéngigkeit von der VEGF-C
Expression, ergab der Vergleich der EM-Driisen mit hoher VEGF-D Expression eine um
den Faktor 1,1 nicht signifikant erhbhte LVD gegenuber den Drisen mit moderater
VEGF-D Expression (Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: LymphgefaRdichte (LVD) fir D2-40 in Abhangigkeit von VEGF-C und VEGF-D Expression.
Quantifizierung der Expressionsstarke durch Intensitdt der immunhistochemischen Féarbung (IRS: 2 =
moderat, 3 = hoch). Vergleiche rectovaginaler Endometriosedrisen (rv EM), peritonealer Endometriose-
driisen (p EM) sowie rv EM und p EM gemeinsam (rv + p EM), mit p-Werten.

D2-40 VEGF-C/ IRS=2 VEGF-C/ IRS=3 VEGF-D/ IRS=2 VEGF-D/ IRS=3
LVD (LV/mm?) LVD (LV/Imm?) p-Wert LVD (LV/mm? LVD (LV/Imm?) p-Wert

rv EM 21,39+2,78 26,12+1,42 0,1788 23,83+2,03 25,50+1,43 0,5005
p EM 20,03+2,27 31,21+4,16 0,0896 24,83+3,38 30,45+4,47 0,3914
rv+pEM 20,06+1,94 26,96 +1,36 0,0295 24,02+1,77 26,32+1,40 0,3231

3.7.2 Vergleich der Dichte LYVE-1 positiver Lymphge fal3e in Abhangigkeit
von der VEGF-C/ VEGF-D Expression in Endometriosege  webe

Der Vergleich der Dichte LYVE-1 positiver Lymphgefal3e von rectovaginaler EM mit

hoher und moderaten VEGF-C Expression zeigte, dass die Driisen mit hoher
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Expression eine um den Faktor 1,6 nicht signifikant erhdhte LVD aufwiesen. Ebenso
verhielt es sich bei der Gegenuberstellung der LVD fur die peritoneale EM. Hier zeigten
die Drisen mit einer hohen VEGF-C Intensitat eine nicht signifikant um den Faktor 1,5
hohere LVD gegenluber Drisen moderater Intensitat. Da auch fur die Gruppen
verschiedener VEGF-C Expression keine Unterschiede der LVD fur LYVE-1 bei
rectovaginaler und peritonealer Drisen feststellbar waren, wurde wiederum ein
gemeinsamer Vergleich durchgefiihrt. Es lie3 sich eine um den Faktor 1,6 signifikant
hohere LVD der Gruppe mit einer hohen VEGF-C Expression nachweisen (Tabelle 3.5,
Abb. 3.13).

Bei der Gegenuberstellung der Dichte LYVE-1 positiver Gefél3e in rectovaginalen EM-
Drisen zeigten die Herde mit hoher VEGF-D und moderater VEGF-D Expression eine
anndhernd gleich hohe LVD. Von den EM-Drisen mit peritonealer Lokalisation zeigte
die Gruppe mit hoher VEGF-D Expression eine um den Faktor 1,5 nicht signifikant
hoheren Dichte LYVE-1 positiver Gefalie gegenuber den Drisen mit moderater
Expression (Tabelle 3.5, Abb. 3.13).

Der anschlieliende gemeinsame Vergleich von peritonealen und rectovaginalen EM-
Drusen erfolgte, da auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen dem
peritonealen und rectovaginalen Gewebe nachweisbar waren. Der gemeinsame Ver-
gleich zeigte fur die Expression von VEGF-D eine nicht signifikant 1,1-fach erhohte
LVD der EM-Drisen hoher Expression gegenuber Driisen mit moderater Expression
(Tabelle 3.5, Abb. 3.13).

Tabelle 3.5: LymphgefaRdichte (LVD) fur LYVE-1 in Abhangigkeit von VEGF-C und VEGF-D Expression.
Quantifizierung der Expressionsstarke durch Intensitdt der immunhistochemischen Farbung (IRS: 2 =
moderat, 3 = hoch). Vergleiche rectovaginaler Endometriosedriisen (rv EM), peritonealer Endometriose-
drisen (p EM) sowie rv EM und p EM gemeinsam (rv + p EM), mit p-Werten.

LYVE-1  VEGF-C/IRS=2 VEGF-C/IRS=3 VEGF-D/ IRS=2 VEGF-D/ IRS=3
LVD (LV/mm? LVD (LV/Imm?) p-Wert LVD (LV/mm?) LVD (LV/Imm?)  p-Wert

rv EM 31,31+3,57 50,90+5,44 0,1288 42,80+7,40 42,51+5,07 0,9737
p EM 35,57+4,91 51,61+6,81 0,1742 35,60+4,38 52,74 +8,04 0,1182
rv+pEM 33,04 +2,88 51,41+4,42 0,0493 40,52+5,24 45,28+4,29 0,4918

52



Ergebnisse

3.7.3 Vergleich der Dichte Prox-1 positiver Lymphge  fal3e in Abh&ngigkeit
von der VEGF-C/ VEGF-D Expression in Endometriosege  webe

Wie zuvor bei den Vergleichen der LVD fir D2-40 und LYVE-1, liel3 sich auch fur die
Dichte Prox-1 positiver LymphgefaRe in Abhéngigkeit von der VEGF-C Expression
durch die Epithelzellen kein signifikanter Unterschied bei rectovaginaler und perito-
nealer EM nachweisen. Es waren jedoch auch hier fir die mittlere LVD der Driisen mit
hoher Intensitat deutlich hohere Werte festzustellen (Tabelle 3.6, Abb.3.13). So war die
LVD fir rectovaginale EM 1,6-mal héher und die LVD fir peritoneale EM 1,4-mal hoher,
als fur Drisen mit einer moderaten Intensitat. Um auch hier zu prifen, ob ein
gemeinsamer Vergleich peritonealer und rectovaginaler EM-Drisen signifikante
Unterschiede aufweist, wurde die Gruppen mit verschiedener Intensitat der VEGF-C
Immunhistochemie einander gegeniber gestellt. Es liel3en sich dabei fur rectovaginale
und peritoneale EM keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit
gleicher Intensitat feststellen. Im gemeinsamen Vergleich zeigten die Driisen mit hoher
Intensitat eine signifikant 1,5-mal hohere Dichte Prox-1 positiver Geféalde gegeniber den
Drisen mit moderater VEGF-C Intensitat (Tabelle 3.6).

Rectovaginale EM-Drisen mit einer hohen VEGF-D Expression wiesen einen nicht
signifikant 1,1-fach hoheren Wert der Dichte Prox-1 positiver Gefalse im Vergleich zu
EM-Drisen mit moderater VEGF-D Expression auf. Fir die peritonealen EM-Lasionen
konnte in der Gruppe mit einer hohen Intensitat der VEGF-D immunhistochemischen
Farbung ebenfalls eine um den Faktor 1,6 nicht signifikant héhere LVD fur Prox-1
gegeniber der Gruppe mit moderater Intensitat ermittelt werden. Wie zuvor bei den
anderen LymphgefalRendothelmarkern ergab der Vergleich der rectovaginalen und
peritonealen Drusen in Abhéngigkeit von ihrer VEGF-D Expression keine signifikanten
Unterschiede bezlglich der LVD fur Prox-1. Somit folgte ebenfalls der gemeinsame
Vergleich der Drisen rectovaginaler und peritonealer EM. Hier wies die Gruppe mit
hoher Intensitdt der VEGF-D immunhistochemischen Farbung eine 1,2-fach nicht
signifikant erhohte LVD fiur Prox-1 gegentber Drisen mit moderater Intensitat auf
(Tabelle 3.6, Abb. 3.13).
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Tabelle 3.6: LymphgefaRRdichte (LVD) fur Prox-1 in Abhéngigkeit von VEGF-C und VEGF-D Expression.
Quantifizierung der Expressionsstarke durch Intensitat der immunhistochemischen Farbung (IRS: 2 =
moderat, 3 = hoch). Vergleiche rectovaginaler Endometriosedriisen (rv EM), peritonealer Endometriose-
driisen (p EM) sowie rv EM und p EM gemeinsam (rv + p EM), mit p-Werten.

Prox-1  VEGF-C/IRS=2 VEGF-C/ IRS=3 VEGF-D/ IRS=2 VEGF-D/ IRS=3
LVD (LV/mm?) LVD (LV/Imm?) p-Wert LVD (LV/mm?) LVD (LV/mm?) p-Wert

rv EM 32,28+3,84 50,34 +4,42 0,0929 41,90+3,98 45,20+4,31 0,6205
p EM 35,57+4,91 49,07 £6,67 0,2538 30,14 +4,02 48,73x7,74 0,0767
rv+pEM 33,58+2,99 50,03+3,70 0,042 38,24 +3,07 46,15+3,76 0,1568
VEGF-C VEGF-D
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Abb. 3.15: Lymphgefal3dichte (LVD) fur D2-40, LYVE-1 und Prox-1 positive LymphgeféaRRe (LV). Vergleich
der LVD von Endometriosedriisen mit moderater (2) und hoher (3) Intensitat der Immunhistochemie (IRS)
der Endometrioseepithelzellen bei Verwendung von Antikdrpern gegen VEGF-C und VEGF-D (- p<0,05).

3.8 Einfluss hormoneller Therapie auf Lymphgefal3dic  hte sowie
Expression von VEGF-C und VEGF-D

Die hormonelle Therapie stellt eine bedeutende Saule der EM-Behandlung dar. Daher
sollte hier geprift werden, ob diese einen Einfluss auf die Dichte der in EM-L&sionen

vorkommenden LymphgefaRe und die Expression der Lymphangiogenese induzieren-
den Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D ausiibt.

3.8.1 Vergleich der Lymphgefalidichte von Endometrio segewebe in

Abhangigkeit von hormoneller Therapie

Der Vergleich der LVD D2-40 positiver Lymphgefal3e in rectovaginaler EM ergab, dass
die Drisen welche, Patientinnen ohne praoperative hormonelle Therapie entnommen

wurden eine fast identische LVD wie die Drisen von Patientinnen mit praoperativer
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hormoneller Therapie aufwiesen. Ganz anders verhielt es sich mit der Dichte LYVE-1
und Prox-1 positiver Lymphgefalie. Hier zeigten die Driisen von Frauen ohne Hormon-
therapie eine signifikant héhere LVD gegenlber denen von Frauen mit Hormontherapie.
Fir LYVE-1 war die LVD um den Faktor 1,7 hoher als bei Drisen unter
Hormonbehandlung. Die Dichte Prox-1 positiver Lymphgefal3e in EM-Drisen von
Patientinnen ohne hormonelle Therapie zeigte 1,5-mal h6here Werte als bei EM-Drisen
mit hormoneller Therapie.

Dagegen ergab der Vergleich der LVD fur Drisen mit peritonealer Lokalisation von
Patientinnen mit und ohne Hormontherapie bei keinem der untersuchten Lymphgefal3-
endothelmarker einen signifikanten Unterschied. Die LVD D2-40 positiver Lasionen
ohne hormonelle Therapie war um den Faktor 1,1 geringfligig héher als bei Lasionen
unter hormoneller Therapie. EM-Driisen von Patientinnen ohne Hormontherapie wiesen
eine 1,4-mal hohere Dichte LYVE-1 positiver Lymphgefaf3e auf, als die Driisen von
Patientinnen, bei denen zuvor eine Hormonbehandlung erfolgte. Fur die Prox-1 Immun-
histochemie liel3 sich fir die Drisen ohne erfolgte hormonelle Therapie eine um den
Faktor 1,1 wenig hohere Dichte als fir die EM-Lasionen von Patientinnen mit erfolgter

hormoneller Therapie nachweisen.

Tabelle 3.7: Vergleich der Lymphgefal3dichte (LVD) rectovaginaler (rv EM) und peritonealer (p EM)
Endometriosedriisen von Patientinnen mit praoperativer und ohne praoperative hormonelle Therapie (HT)
fuir die verschiedenen LymphgefalRendothelmarker: D2-40, LYVE-1 und Prox-1; mit p-Werten.

rv EM mit HT rv EM ohne HT p EMmitHT p EM ohne HT
LVD (LV/mm?) LVD (LV/Imm?  p-Wert LVD (LV/mm %) LVD (LV/Imm?)  p-Wert

D2-40 25,34+1,95 25,35+1,69 0,9981 25,26 £5,96 28,12+3,49 0,6928
LYVE-1 28,51+3,37 49,02+5,61 0,0284 33,60+10,61 47,42+5,71 0,303
Prox-1 33,15+ 3,62 49,52+4,38 0,0258 41,24+5,64  43,33+14,23 0,7643
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Abb. 3.16: Lymphgefaldichte (LVD) rectovaginaler Endometriosedriisen (rv  EM) und peritonealer
Endometriosedriisen (pEM) fur die verschiedenen Lymphgefal3endothelmarker D2-40, LYVE-1 sowie
Prox-1. Vergleich der EM-Drisen von Patientinnen mit praoperativer und ohne préoperative hormonelle
Therapie (HT) (- p<0,05).

3.8.2 Einfluss von hormoneller Therapie auf die Exp  ression von VEGF-C
und VEGF-D

Die statistische Analyse zur Testung der Abhangigkeit der VEGF-C Expression durch
EM-Drisen und der Durchfihrung einer Hormontherapie erfolgte mit Hilfe des Chi-
Quadrat-Tests. Dazu wurden die Gruppen mit verschieden starker Intensitat der EM-
Epithelzellen bei der Anti-VEGF-C und Anti-VEGF-D immunhistochemischen Farbung

mit und ohne praoperative Hormontherapie einander gegeniber gestellt.

3.8.2.1 Einfluss von hormoneller Therapie auf die E  xpression von VEGF-C und

VEGF-D bei rectovaginaler Endometriose

Es zeigte sich fir die EM-Drisen der Patientengruppe ohne préoperative hormonelle
Therapie in 91,4 % eine hohe Intensitdt und in 8,6 % eine moderate Intensitat der
VEGF-C Immunhistochemie. Bei Patientinnen mit praoperativer hormoneller Therapie
wiesen die EM-L&sionen in 68,7 % eine hohe, in 25,3 % eine moderate, in 4,8 % eine
geringe und in 1,2 % keine VEGF-C Expression auf. Somit l&sst sich zusammenfassend
sagen, dass die EM-Drusen der Patientinnen mit einer rectovaginalen EM, bei denen
zuvor keine Hormontherapie erfolgt war, eine deutlich hohere Expression von VEGF-C
aufwiesen (Diagramm 3.3). Die diesbeziigliche Testung ergab einen hoch signifikanten
(p<0,001) Zusammenhang.

Bei der VEGF-D Immunhistochemie zeichnete sich eine gegenteilige Tendenz ab
(Diagramm 3.3). Hier zeigten die EM-Drusen ohne vorherigen Einfluss einer hormo-
nellen Therapie eine deutlich weniger hohe Expression von VEGF-D. Die Epithelzellen

zeigten in 36,2 % eine hohe, in 61,2 % eine moderate und in 2,6 % eine geringe
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Intensitat bei der immunhistochemischen Farbung. Von den Drisen mit erfolgter
hormoneller Therapie war in 79,5 % eine hohe, in 16,9 % eine moderate und in 3,6 %
eine geringe Expression von VEGF-D durch die Epithelzellen nachweisbar. Dies stellte

eine hoch signifikante (p < 0,001) Wahrscheinlichkeit einer Abhangigkeit voneinander

100%
80%
60% O Intensitat keine

- . .
40% Intensitat gering

B |ntensitat moderat
20% B |ntensitat hoch

0%

VEGF-C VEGF-C VEGF-D VEGF-D
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Abb. 3.17: Expression von VEGF-C und VEGF-D in Epithelzellen rectovaginaler Endometriosedriisen.
Quantifizierung der Expressionsstarke durch Farbeintensitat der immunhistochemischen Farbung.
Vergleich der Driisen von Patientinnen mit praoperativer und ohne préaoperative hormoneller Therapie
(HT).

3.8.2.2 Einfluss von hormoneller Therapie auf die E  xpression von VEGF-C und

VEGF-D bei peritonealer Endometriose

Bei den im Peritoneum lokalisierten EM-Drisen zeigte sich bei nicht erfolgter
hormoneller Therapie in 75 % eine hohe und in 25 % eine moderate Intensitat der
VEGF-C immunhistochemischen Farbung. Bei den Herden von Patientinnen unter
hormoneller Therapie betrug der Anteil der Driisen mit hoher VEGF-C Expression 55 %
und der mit moderater 45 %. Auch hier konnte man feststellen, dass die EM-Drisen
welche Patientinnen ohne Hormontherapie entnommen wurden eine héhere Expression
von VEGF-C durch die Epithelzellen aufwiesen (Diagramm 3.4). Die statistische
Testung ergab in diesem Fall jedoch keinen signifikanten (p = 0,1820) Zusammenhang
zwischen hormoneller Therapie und VEGF-C Expressionstarke.

Auch bei der VEGF-D Immunhistochemie zeigte sich bei den peritonealen EM-Driisen
ein ahnliches Bild wie bei den rectovaginalen EM-Herden. Hier konnte man eine
deutlich héhere Expression von VEGF-D bei zuvor erfolgter Hormontherapie feststellen
(Diagramm 3.4). So zeigten die Epithelzellen in 72,7 % eine hohe und in 27,3 % eine

moderate Intensitat der Immunhistochemie. Dagegen konnte man in 53,5 % eine hohe,
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in 39,5 % eine moderate, in 4,6 % eine geringe und in 2,4 % keine Intensitat der
Epithelzellen von Patientinnen ohne vorherige Hormontherapie in der immunhisto-
chemischen Farbung nachweisen. Hierbei handelte es sich jedoch um keine statistisch
signifikante (p=0,403) Abhangigkeit der beiden Aspekte.

100%
80%
60% O Intensitat keine
O Intensitat gerin
40% gering
B |ntensitat moderat
20% B |ntensitat hoch
0%

VEGF-C VEGF-C VEGF-D VEGF-D
ohne HT mit HT ohne HT mitHT

Abb. 3.18: Expression von VEGF-C und VEGF-D in Epithelzellen peritonealer Endometriosedriisen.
Quantifizierung der Expressionsstarke durch Farbeintensitdt der immunhistochemischen Féarbung.
Vergleich der Driisen von Patientinnen mit praoperativer und ohne praoperative hormoneller Therapie
(HT).

3.9 Vergleich der Lymphgefalldichte in Abh&ngigkeit von der

Klinischen GroRRe der primaren rectovaginalen Endome trioseherde

In unserer Arbeitsgruppe wurde zuvor eine Studie zur Untersuchung des Vorkommens
von EM-Lasionen und Ostrogen- / Progesteronrezeptor positiven Zellen in zufallig
entnommenen Lymphknoten bei Patientinnen mit tief infiltrierender Endometriose
durchgefiihrt (Mechsner et al. 2009). Diese ergab unter anderem, dass die klinische
HerdgroRe positiv mit dem Vorkommen von EM-Lasionen in Lymphknoten korreliert.
Daher stellte sich die Frage, ob die klinische Herdgro3e moglicherweise auch mit der
LVD korreliert. Dazu wurden die primaren rectovaginalen EM-Herde entsprechend ihrer
klinisch eingeschatzten oder durch die Pathologen bestimmten Gré3e in vier Gruppen
unterteilt. Die Gruppe der GroRRe 1 schlie3t Herde ein, welche weniger als 1 cm grol3
sind, die Gruppe der Grol3e 2 Herde mit einer Grol3e von 1 bis 2 cm, die Gruppe der
GroRe 3 Herde mit einer Grol3e von 2 bis 3 cm und die Gruppe der Gro3e 4 Herde mit
einer Grol3e Uber 3cm.

Der Vergleich der Dichte D2-40 positiver Lymphgefal3e in rectovaginaler EM ergab
zwischen den Gruppen unterschiedlicher Primarherd-GroRe keine signifikanten
Unterschiede (Tabelle 3.8). Des Weiteren lief3en sich sowohl fiir die Immunhistochemie
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mit Antikdrpern gegen LYVE-1, als auch gegen Prox-1 keine signifikanten Unterschiede
beim Vergleich der LVD von EM-Drisen verschiedener Primarherdgrof3en feststellen
(Tabelle 3.8).

Tabelle 3.8: Vergleich der Lymphgefalldichte (LVD) rectovaginaler Endometriosedriisen mit
unterschiedlicher klinischer Primarherdgrof3e fur die verschiedenen LymphgefaBendothelmarker: D2-40,
LYVE-1 und Prox-1; mit p-Werten (GréRe 1:<1cm, GroRe 2:1-2cm, GroRe 3: 2-3cm, GroRe 4: >3cm).

Grolke 1 Grole 2 Grolie 3 Grole 4
LVD (LV/mm?) LVD (LV/mm?) LVD (LV/mm? LVD (LV/mm ?) p-Wert
D2-40 26,56 +2,70 24,23+2,83 19,60+2,48 26,60+1,95 0,3031
LYVE-1 59,67 +12,60 40,71+4,34 32,07+7,65 43,64+5,73 0,2859
Prox-1 56,46 + 14,97 41,74+8,20 25,47 +5,77 42,19+5,85 0,3798

Tendenziell lasst sich fir alle hier verwendeten LymphgefaRendothelmarker sagen,
dass die LVD der rectovaginalen EM-Driisen aus Primarherden mit der geringsten
klinischen Grolie am hochsten zu sein schien, sich zunéchst mit zunehmender Grol3e
verringerte und dann bei Drisen von Primarherden mit einer klinischen Groé3e von mehr
als 3 cm wieder zunahm (Abb. 3.15).

LVD (LV/mm?)
c 8 8

o
<

3 D2-40
E= LYVE-1
R Prox-1

Grofde 1 Grolde 2 Grofde 3 Grolie 4

Abb. 3.19: Lymphgefal3dichte (LVD) in rectovaginalen Endometriosedriisen (rv EM). Vergleich der LVD
fur D2-40, LYVE-1 und Prox-1 positive Lymphgefal3e (LV) in Abhangigkeit von der primaren klinischen
HerdgroRe (Grol3e 1:<1cm; GroRe 2:1-2 cm; GroRe 3:2-3 cm; GréRe 4:>3 cm).
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3.10 Vergleich der Lymphgefal3dichte peritonealer En  dometriose in
Abhéangigkeit vom rASRM-Stadium

Zur Prufung, ob die Dichte der im EM-Gewebe vorkommenden Lymphgefalie mit dem
Schweregrad der Erkrankung korreliert, wurde die LVD von peritonealen EM-Drisen
verschiedener rASRM-Stadien verglichen.

Der Vergleich der LVD verschiedener rASRM-Stadien zeigte, dass es fur keinen der
hier verwendeten LymphgefaRendothelmarker signifikante Unterschiede zwischen den
unterschiedlichen rASRM-Stadien gibt (Tabelle 3.9). Lediglich fir D2-40 zeichnete sich
eine diskrete Tendenz einer erh6hten LVD in h6heren rASRM-Stadien ab (Abb. 3.16).

Tabelle 3.9: Vergleich der Lymphgefa3dichte (LVD) peritonealer Endometriosedriisen von Patientinnen
mit unterschiedlichen Endometriose-Stadien entsprechend der revidierten Klassifikation der American
Society of Reproductive Medicine (rASRM) fiir die verschiedenen LymphgefaRendothelmarker: D2-40,
LYVE-1 und Prox-1; mit p-Werten.

rARSM | rASRM I rASRM Il rASRM IV

LVD (LV/mm?) LVD (LV/mm?) LVD (LV/mm? LVD (LV/mm?) p-Wert

D2-40 25,59+5,71 24,76 +3,05 36, 80+9,76 30,58 +14,61 >0,05
LYVE-1 35,78 48,33 44,02 +4,90 65,65+20,62  41,72+11,55 >0,05
Prox-1 40, 92+11,07 37,27 45,98 60,46+17,18 41,47 15,79 >0,05

LVD/ LV/Imm?)

3 D2-40
B LYVE-1
W Prox-1

1l ol

rASRM | rASRMII rASRM il rASRM MV

Abb. 3.20: LymphgefaRdichte (LVD) peritonealer Endometriosedriisen (p EM) in Abhangigkeit vom
rASRM-Stadium der Patientinnen. Vergleich der LVD fiur die verschiedenen Lymphgefaf3endothelmarker
D2-40, LYVE-1 und Prox-1.
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4 Diskussion

In der Fachliteratur wird EM haufig als ratselhafte Erkrankung bezeichnet, denn obwohl
zahlreiche Theorien zu ihrer Entstehung entwickelt wurden, kann bis zum heutigen
Zeitpunkt keine alle Phanomene der EM erklaren. Besondere Probleme der EM stellen
der chronische Verlauf und die hohe Rezidivneigung trotz chirurgischer Sanierung
sowie medikamentdser Therapie dar. Zwar handelt es sich bei der EM um eine benigne
Erkrankung, sie besitzt jedoch einige Eigenschaften die eher den malignen Tumoren
zugeordnet werden. So sind ein invasives destruierendes Wachstum und Angiogenese
zu beobachten (Thomas and Campbell 2000). Weitere Aspekte &hneln malignen
Erkrankungen. EM kommt selten auch an vom kleinen Becken entfernten Organen wie
zum Beispiel am Nabel oder in der Lunge vor. In Lymphknoten bei tief infiltrierenden
Formen der EM konnten ebenfalls EM-L&asionen (Abrao et al. 2006; Mechsner et al.
2008; Noél et al. 2008; Mechsner et al. 2009) sowie Ostrogen- / Progesteron-Rezeptor
positive Zellen (Mechsner et al. 2008; Mechsner et al. 2009) mit wahrscheinlich
endometriotischem Ursprung nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen erinnern an
das Auftreten von Metastasen in tumorfernen Organen und Lymphknoten.

Bei den Tumoren stellen die LymphgefalRe den Hauptweg zur Verbreitung von
Tumorzellen dar (Alitalo et al. 2005). Daher ist es denkbar, dass auch EM-Zellen auf
diesen Wegen zu entfernten Organen, wie Nabel oder Lymphknoten gelangen und
wohlmadglich sogar die Entstehung neuer Lymphgefalie férdern. Zahlreiche Arbeiten zur
Angiogenese und zu Angiogenese fordernden Faktoren im Rahmen der EM liegen vor
(Taylor et al. 2002; Groothuis et al. 2005). Aus der Tumorforschung ist bekannt, dass
bei Angiogenese und Lymphangiogenese @hnliche Mechanismen wirksam werden. Im
Rahmen der EM ware das Auftreten von an Metastasen erinnernden Absiedlungen in
Analogie zu den Tumoren durch ein Stattfinden von Lymphangiogenese erklarbar. Das
Vorkommen von Lymphgefal3en sowie Lymphangiogenese fordernden Faktoren in EM-
Gewebe als Hinweis auf Lymphangiogenese sind bisher nicht untersucht.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, mit Hilfe der Immunhistochemie das
Vorkommen von Lymphgefal3en, deren Dichte im Vergleich zu EM-freiem Gewebe und
die Expression LymphgefaRR-spezifischer Wachstumsfaktoren in EM-Herden zu unter-
suchen, sowie deren Korrelation mit klinischen Aspekten (hormoneller Therapie,

rASRM-Stadium und Herdgrol3e) zu prufen.
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4.1 Vorkommen von Lymphgefal3en in Endometriosegeweb e

In dieser Studie wurde fir rectovaginale und peritoneale EM-Herde erstmals das
Vorkommen von Lymphgefa3en immunhistochemisch mit der Hilfe der Lymphgefaf3-
endothelmarker D2-40, LYVE-1 und Prox-1 nachgewiesen. Das Phanomen der
Lymphangiogenese ist in Bezug auf die Pathogenese der EM ein bislang unerforschtes
Gebiet. Es liegen lediglich Daten zu eutopem Endometrium vor, in dem die Existenz von
D2-40 positiven LymphgefaRen sowohl in der Funktionalis als auch in der Basalis
gezeigt werden konnte (Donoghue et al. 2007). Der Nachweis LYVE-1 positiver Gefalie
im Endomtrium gelang bisher nicht (Koukourakis et al. 2005; Red-Horse et al. 2006).
Der zuvor einzige Nachweis D2-40 positiver Gefal3e in rectovaginalen EM-Herden
konnte durch Noél an einer kleinen Fallzahl erbracht werden (Noél et al. 2008).

Fur das hier untersuchte Gewebe war die Anordnung der LymphgeféalRe in Form eines
Stromasaums fiur fast alle rectovaginalen sowie den Uberwiegenden Teil der
peritonealen EM-Herde in der Immunhistochemie mit D2-40 morphologisch besonders
eindriicklich. Diese sich im Stromarandbereich nahe des Ubergangs von EM-Stroma zu
umgebenem Gewebe befindlichen Gefaf3e erinnern an den haufig bei malignen
Tumoren beschriebenen Ring peritumoraler Gefal3e, insbesondere bei Sarkomen (Leu
et al. 2000), Cervixcarcinom (Schoppmann et al. 2002) und Mammacarcinom
(Schoppmann et al. 2004). Wahrend peritumorale Gefafl3e bei Malignomen oft nach-
gewiesen werden kdnnen, erfolgt ein Nachweis intratumoraler Gefal3e deutlich seltener.
Dabei herrscht noch Unklarheit dariiber, ob zwischen den Tumorzellen befindliche
Lymphgefalie fehlen oder ob diese dem Gewebedruck des Tumors nicht standhalten
und kollabieren (Skobe et al. 2001). Moglich wére es auch, dass auf intratumoralen
Lymphgefal3en die derzeit bekannten LymphgefaBmarker herunterreguliert sind und
somit nicht als Lymphgefal3e identifiziert werden kénnen (Schoppmann et al. 2002). Die
Lymphgefal3e der EM-Drisen waren alle innerhalb des Stromas lokalisiert. Auch wenn
der Grof3teil der D2-40 positiven Gefal3e saumartig im Stromarandbereich angeordnet
war, so wurden bei der Halfte des untersuchten rectovaginalen und bei mehr als einem
Drittel des untersuchten peritonealen EM-Gewebes ebenso gleichmaliig tber das EM-
Stroma verteilte Lymphgefal3e gefunden.

Interessanterweise konnte fur die Immunhistochemie mit Antikbrpern gegen LYVE-1
und Prox-1 keine so prominente saumartige Anordnung von Lymphgefa3en gefunden

werden. Hier zeigten die LymphgefaRe eher eine kontinuierliche Verteilung im
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Stromabereich und scheinen moglicherweise ein Hinweis auf die Neuentstehung von
Lymphgefalien im Stroma zu sein.

Diese Beobachtungen zum Vorkommen von Lymphgefal3en in EM-Gewebe bestétigen
die Vermutung, dass sich unter den zuvor durch mehrere Autoren mit Hilfe
morphologischer Kriterien und panendothelialen Markern beschriebenen, nicht naher
differenzierten GefalRen (Nisolle et al. 1993; Matsuzaki et al. 1998; Bourlev et al. 2006)
auch zahlreiche Lymphgefal3e befinden.

Eine lymphovaskulare Invasion durch EM-Zellen, wie in der Studie von Noél zum
Vorkommen von EM-Lasionen in Lymphknoten von Patientinnen mit tief infiltrierender
EM beschrieben, konnte nicht festgestellt werden (Noél et al. 2008). Allerdings wurden
die sogenannten EM-Zellen in den Lymphgefal3en ausschlief3lich durch morphologische
Kriterien identifiziert, ohne beweisende immunhistochemischen Farbungen (Noél et al.
2008). Die Lymphgefal3e in der vorliegenden Arbeit zeigten meist nur ein sehr schmales
Lumen und waren eher mit wenigen Immunzellen anstatt eindriicklich mit Zellen gefillt,
wie es haufig bei Tumoren der Fall ist (Ji 2006). Es ist nicht auszuschlieB3en, dass es
sich moglicherweise zum Teil ebenfalls um intravasale EM-Zellen handelt. Denn das
Vorkommen von EM-Herden in entfernteren Organen und insbesondere in Lymph-
knoten legt nahe, dass Lymphgefal3e als mdgliche Ausbreitungswege fungieren (Abrao
et al. 2006; Mechsner et al. 2008; Noél et al. 2008; Mechsner et al. 2009). In der
Vergangenheit beobachteten mehrere Autoren endometriale Zellen in Lymphgefal3en
des Uterus und zogen eine Verbreitung von Epithel- und Stromazellen tber Lymph-
gefalRe als mogliche Ursache der EM in Betracht (Halban 1924; Sampson 1927; Javert
1949; Ueki 1991). Der Nachweis von Endometriumzellen in Lymphgefal3en des Uterus
erfolgte bisher rein morphologisch. Doppelfarboung mit D2-40 und AntikGrpern gegen
Ostrogen- oder Progesteron-Rezeptoren konnten zukiinftig die Identifikation einzelner
sich in den Lymphgefal3en befindlichen Zellen mit mdglicher endometriotischer Herkunft

erleichtern.

4.2 Lymphgefafidichte in Endometriosegewebe

Die Lymphgefal3dichte (LVD) ist ein wichtiger Parameter fur die Beurteilung von
Malignomen in der klinischen Routine und der Forschung geworden. Bei den verschie-
denen Tumorentitdten korreliert die LVD mit dem Auftreten von Lymphknotenmeta-

stasen sowie dem Uberleben der Patienten (Van der Auwera et al. 2006).
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In dieser Arbeit wurde erstmals eine Bestimmung der LVD rectovaginaler und
peritonealer EM-Drusen fir die verschieden verwendeten LymphgefaRendothelmarker
(D2-40, LYVE-1 und Prox-1) vorgenommen. Dies ermdéglichte einen quantitativen
Vergleich der LVD von EM-Gewebe und korrespondierendem EM-freien Gewebe.
Dieser Vergleich zeigte, dass sowohl rectovaginale als auch peritoneale EM eine
mehrfach erhdhte LVD fir alle drei getesteten Marker gegenuber der LVD von
entsprechendem EM-freien Gewebe aufwies.

Mit Hilfe panendothelialer Marker konnte bereits gezeigt werden, dass das EM-Stroma
gegenuber EM-freiem Gewebe eine erhdhte Vaskularisierung aufweist (Machado et al.
2008). Die vorliegenden Ergebnisse stehen mit diesen Beobachtungen im Einklang und
beweisen dartber hinaus, dass sich unter diesen GefaRen auch zahlreiche Lymph-
gefalRe befinden. Machando stellte bei der Untersuchung zur Vaskularisierung von EM-
Gewebe fest, dass rectale EM-L&sionen besonders stark vaskularisiert waren (Machado
et al. 2008). Die eigenen Untersuchungen kénnen beim Vergleich der LVD von den
Darm infiltrierender EM mit der LVD peritonealer EM allerdings keinen Unterschied
feststellen. Die Vagina infiltrierende EM zeigt jedoch zum Teil eine deutlich erhéhte LVD
im Vergleich zu den EM-Lasionen colorectaler sowie peritonealer Lokalisation.

Die Beobachtung einer erhdhten LVD ist fir chronisch entziindliche Krankheitsprozesse
seit einiger Zeit bekannt, fir die Pathogenese der EM jedoch neu. So konnte eine
gesteigerte Dichte an Lymphgeféal3en gegeniuber entsprechendem gesunden Gewebe
fur die Psoriasis (Braverman 1983; Fiedler et al. 2008), die chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (Geleff et al. 2003; Pedica et al. 2008) und die chronische
Transplantatabstol3ung der Niere (Kerjaschki et al. 2004) nachgewiesen werden. Auch
EM weist einen chronischen, entzindlichen Krankheitsverlauf auf (Bulun 2009). Daher
passen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gut zu den Beobachtungen der erhdhten
LVD der zuvor genannten chronisch inflammatorischen Erkrankungen. Patientinnen mit
EM zeigen eine gestorte Immunabwehr mit veranderten Immunzellkonzentrationen und
einen dysregulierten Zytokinhaushalt (Bulun 2009). Diese immunologischen Verander-
ungen werden zum einem als Grund fir die Beglnstigung der Implantation der
Endometriumzellen, deren Wachstum auf3erhalb des Uterus und der Neoangiogenese
angesehen (Lebovic et al. 2001). Zum anderen konnten diese Verdnderungen, auf
welche an spaterer Stelle ndher eingegangen werden soll, einen Einfluss auf die

Lymphangiogenese ausiuben.
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Das Vorhandensein einer deutlich erhdéhten Anzahl von LymphgefaRen und der
charakteristische Stromasaum unmittelbar am Ubergang des umgebenden Gewebes
erwecken den Eindruck, dass das EM-Gewebe durch die Bildung neuer Lymphgefalie
seinen Anschluss an das Lymphgefal3system des umgebenden Gewebes sichert.
Dieser Mechanismus ist fur Tumorgewebe gut untersucht und erméglicht dem Tumor
durch die Senkung des interstitiellen Druckes die Aufrechterhaltung der Flissigkeits-
homdoostase sowie die Sicherstellung des Zustromes von Nahrstoffen und Sauerstoff
(Cao 2008). Da in EM-Gewebe Neoangiogenese sowie entzundliche Prozesse statt-
finden, ist davon auszugehen, dass auch bei EM reichlich Extravasat anfallt. Somit liegt
es nahe, dass EM wie Tumoren Lymphangiogenese zur Reduktion des interstiellen
Druckes fordert.

Interessanterweise zeigte der Vergleich der LVD fir D2-40, LYVE-1 und Prox-1 unter-
einander, dass die LVD fur LYVE-1 sowie fur Prox-1 eineinhalb- bis dreimal so hoch
war, wie fir D2-40. Dagegen glichen sich die Dichten LYVE-1 und Prox-1 positiver
Lymphgefal3e annédhernd. Diese Differenzen bezuglich einer Gegenuberstellung der
LVD fur die verschiedenen Marker wurden so bisher noch nicht beschrieben.

Wahrend die Lymphangiogenese des Embryos gut erforscht ist, ist das Wissen zur
Lymphangiogenese im adulten Organismus bei pathologischen Vorgangen lickenhatft.
Dabei ist noch unbekannt, welchen zellularen Ursprungs die neu gebildeten Lymph-
gefalRe sind, ob sie aus vorhandenen Lymph- oder Blutgefdl3en aussprossen, ob sie
aus Progenitorzellen oder sogar Makrophagen entstehen (Oliver 2004). In der
embryonalen Lymphangiogenese knospen Lymphgefaf3e aus Venen aus und LYVE-1
stellt dabei den ersten nachweisbaren Lymphgefal3-spezifischen Marker auf den
unreifen Lymphgefal3en dar (Oliver 2004). Auch Prox-1 ist einer der frihen Marker, der
im Rahmen der Entwicklung des Lymphgefal3ssystems im Embryo kurze Zeit nach
LYVE-1 nachweisbar ist (Wigle and Oliver 1999). Als Transkriptionsfaktor spielt er eine
Schlusselrolle bei der Umwandlung des vendsen in einen lymphatischen Phanotyp des
Endothels (Hong et al. 2002; Petrova et al. 2002). D2-40 ist in dieser Entwicklung ein
deutlich spater nachweisbarer Marker reiferer Lymphgefal3e (Oliver 2004). Bisher ist
vollig unklar ob nicht mdglicherweise im Rahmen der Lymphangiogenese des adulten
Organismus ahnliche Mechanismen wie in der Embryonalentwicklung ablaufen. Es ist
denkbar, dass im EM-Gewebe, wie im Embryo, neue GefalRe aus vorhandenen Venen
aussprossen und so die gefundene Diskrepanz der LVD zwischen D2-40 und LYVE-1/

Prox-1 erklarbar ware. Wenn neue Lymphgefal3e aus Venen analog zur Embryonal-
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entwicklung aussprossen, mussten diese ebenfalls im frihen Stadium zuerst LYVE-1
und Prox-1 exprimieren. Da LYVE-1 und Prox-1 auch auf reifen Lymphgefal3en erhalten
bleibt, konnte dies die erhthte LVD gegenuber D2-40 positiven Gefal3en erklaren,
welche erst in einem spateren Stadium der LymphgefalRentwicklung in Erscheinung

treten.

4.3 Expression Lymphangiogenese-spezifischer Wachst umsfaktoren

Doch was konnte im EM-Gewebe zur Ausbildung neuer LymphgefalRe fihren? Zu den
wichtigsten die Lymphangiogenese stimulierenden Faktoren gehoren die Wachstums-
faktoren VEGF-C und VEGF-D.

In der vorliegenden Untersuchung wurde erstmals der Nachweis zur Expression der
Lymphgefal3-spezifischen Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D durch EM-Zellen
mit rectovaginaler sowie peritonealer Lokalisation erbracht. Bisher konnte nur Takehara
in wenigen Endometriomen die Expression von VEGF-C immunhistochemisch zeigen
(Takehara et al. 2004). Die Expression des mit VEGF-C und VEGF-D verwandten
Blutgefal3-spezifischen Wachtumsfaktors VEGF wurde bereits sowohl in EM-Gewebe
als auch in eutopem Endometrium nachgewiesen (Charnock-Jones et al. 1993; Donnez
et al. 1998; Bourlev et al. 2006).

In den eigenen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass sowohl Epithel-, als
auch Stromazellen beide LymphgefaR3-spezifischen Wachstumsfaktoren exprimieren.
Dabei wiesen die Epithelzellen eine vergleichsweise starkere Expression von VEGF-C
und VEGF-D gegenuber den Stromazellen auf. Diese Beobachtungen decken sich mit
den Ergebnissen anderer Autoren, welche immunhistochemisch die Expression von
Lymphgefal3- und BlutgefaR-spezifischen Wachstumsfaktoren durch EM-Zellen unter-
suchten. Diese Autoren konnten ebenfalls eine starkere Expression von Wachs-
tumsfaktoren der VEGF-Familie durch EM-Epithel feststellen: fir VEGF-C bei
Endometriomen und VEGF-A bei peritonealer EM (Takehara et al. 2004; Bourlev et al.
2006). Immunhistochemische Untersuchungen zur Expression von Lymphgefali3-
spezifischen Wachstumsfaktoren in eutopem Endometrium prasentierten ahnliche
Ergebnisse. Die Epithelzellen des eutopen Endometriums zeigten immunhistochemisch
im Vergleich zu den Stromazellen ebenfalls eine starkere Expression von VEGF-C. Es
wurde jedoch kein Unterschied beziglich der Expressionsstarke von VEGF-D zwischen

den verschiedenen Zelltypen des Endometriumgewebes festgestellt (Donoghue et al.
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2007). Auch in Bezug auf die Expression von Lymphgefal3-spezifischen Wachstums-
faktoren lassen sich Parallelen zu anderen chronisch entzindlichen Erkrankungen
erkennen. So deutet der Nachweis der Expression von VEGF-C durch Synovialzellen
bei rheumathoider Arthritis auf eine Beteiligung des Wachstumsfaktors bei dieser
Erkrankung hin (Wauke et al. 2002; Cha et al. 2007).

Passend zu dieser Hypothese, zeigte die Korrelation der Expression der Wachstums-
faktoren mit der Dichte von LymphgefalR3en, dass EM-Drisen mit einer hohen VEGF-C
Expression héhere Werte der LVD aufwiesen, als EM-Drisen mit einer geringeren
VEGF-C Expression. Hierbei war jedoch nur fir den gemeinsamen Vergleich von
rectovaginalem und peritonealem EM-Gewebe ein signifikanter Unterschied der LVD
nachweisbar. Dennoch zeigte sich bei der einzelnen Korrelation der VEGF-C
Expression mit der LVD fir rectovaginale sowie peritoneale EM eine deutlich Tendenz
erhohter Werte der LVD in den Gruppen der EM-Driisen mit starkerer Expression des
Wachstumsfaktors. Fiur VEGF-D konnte ein weniger deutlicher Zusammenhang
zwischen der Expression des Wachstumsfaktors und der Hohe der LVD gefunden
werden. Hier zeigt sowohl der einzelne, als auch der gemeinsame Vergleich
rectovaginaler und peritonealer EM-Drisen eine positive, jedoch nicht signifikante
Korrelation von VEGF-D Expression und LVD.

Dass ein Zusammenhang zwischen der Expressionsstarke Lymphgefal3-spezifischer
Wachstumsfaktoren und der Hohe der LVD besteht, konnte zuvor fur verschiedene
Tumoren beschrieben werden: Mammacarcinom (Choi et al. 2005), Cervixcarcinom
(Gombos et al. 2005), Colorectalarcinom (Fan et al. 2006).

Diese Erkenntnisse zum Tumorgewebe, sowie die Ergebnisse dieser Arbeit zur
Korrelation der Expression Lymphgefal3-spezifischer Wachstumsfaktoren und der LVD
verdeutlichen die Bedeutung von VEGF-C / VEGF-D fiur die Lymphangiognese der EM.
Daher sollte dieser Aspekt bei endometriotischem Gewebe weiterhin erforscht werden.
Zukunftig konnte die Untersuchung von EM-Gewebe eines umfangreicheren Patienten-
kollektives bezlglich des Zusammenhangs von Wachstumfaktorexpression und LVD
eindeutigere Ergebnisse fur VEGF-C von rectovoginaler sowie peritonealer EM einzeln
betrachtet und fur VEGF-D von EM insgesamt liefern.

VEGF-C und VEGF-D gehoren unbestritten zu den bedeutendsten Lymphangiogenese
stimulierenden Faktoren. Der Vorgang zur Bildung neuer LymphgeféalRe ist jedoch
auRRerst komplex und somit gibt es eine Reihe weiterer Substanzen die in den Prozess

der Lymphangiogenese involviert sind. An dieser Stelle soll auf die Bedeutung der
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Zytokine eingegangen werden, denn sie spielen nicht nur eine wichtige Rolle bei der
Lymphangiogenese, sondern auch im Pathomechanismus der EM (Lebovic et al. 2001;
Wu and Ho 2003). Sie sind wichtige Mediatoren der Zellkommunikation mit vielfaltigen
Aufgaben. Zytokine wirken auf Immunzellen chemotaktisch, sind fir deren Aktivierung
verantwortlich und fordern Zelldiffernzierung (Mouta and Heroult 2003). Im Rahmen der
EM werden sie sowohl von Immunzellen, als auch von EM-Zellen selbst produziert (Wu
and Ho 2003).

Ristimaki konnte mit Hilfe von Zellkulturversuchen nachweisen, dass die Zytokine IL-1aq,
IL-18, TNF- a die Transkription von VEGF-C mRNA induzieren (Ristimaki et al. 1998).
Fur EM sind interessanterweise erhOhte Konzentrationen genau dieser sowie weiterer
Zytokine beschrieben (Lebovic et al. 2001; Wu and Ho 2003). Zudem wurde bei der
rheumatoiden Arthritis eine hoch signifikante Korrelation des VEGF-C-Spiegels mit der
Konzentration von IL-13, TNF- a in der Synovialflissigkeit gefunden (Wauke et al. 2002;
Cha et al. 2007). Das Angiogenese fordernde Potential dieser Entziindungsmediatoren
ist fir EM bereits beschrieben (Lebovic et al. 2001; Taylor et al. 2002; Wu and Ho
2003). Daher liegt es nahe, dass auch die am Pathomechanismus der EM beteiligten
Zytokine die Expression von VEGF-C und mdglicherweise sogar von VEGF-D im EM-
Gewebe induzieren.

Es gibt zunehmend Hinweise aus der Malignomforschung, dass Zytokine weitere
indirekte Effekte auf die Lymphangiogenese ausiiben. Wie bereits erwahnt locken sie
Immunzellen an. Schoppmann konnte zeigen, dass Cervixcarcinom-assoziierte Makro-
phagen VEGF-C und VEGF-D sezernieren. Er stellte fest, dass die Anzahl dieser
Wachstumsfaktoren produzierenden Immunzellen mit der LVD korreliert (Schoppmann
et al. 2002). Schoppmann wies in der gleichen Arbeit nach, dass Makrophagen den
VEGFR-3 exprimieren und durch das Milieu des Tumors (VEGF-D, Zytokine) aktiviert
werden, um anschlielend VEGF-C und VEGF-D zu sezernieren. Diese Beobachtungen
deuten darauf hin, dass Tumoren durch Anlocken und Aktivieren von VEGF- C sowie
VEGF-D produzierenden Makrophagen die Lymphangiogenese potenzieren. Diese
Erkenntnisse unterstreichen die besondere Rolle von Makrophagen bei der patho-
logischen Lymphangiogenese.

Vermutungen, dass bei EM ahnlich Vorgadnge ablaufen konnten, werden durch die
Beobachtungen dieser Arbeit von ebenfalls VEGF-C und VEGF-D positiven Makro-
phagen im Stromabereich der EM bestarkt. In der Peritonealflissigkeit bilden die

Makrophagen unter den zellularen Komponenten den Hauptanteil (Eischen et al. 1994).
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In der Peritonealflissigeit von EM-Patientinnen konnten sowohl erhdhte Zellzahlen, als
auch eine starkere Aktivierung von Makrophagen gefunden werden (Halme et al. 1984,
Halme et al. 1987). McLaren konnte zeigen, dass EM-assoziierte Makrophagen VEGF
sezernieren und vermutet sogar, dass sie die Hauptquelle fur VEGF in der Peritoneal-
flissigkeit sind (McLaren et al. 1996). Die Kenntnisse zur Bedeutung von Makrophagen
fur die Angiognese der EM durch die Expression von Zytokinen sowie VEGF (McLaren
2000) stutzten die Annahme, dass Makrophagen auch in die Lymphangiogene bei EM
involviert sind.

Der Nachweis der Expression der Wachstumsfaktoren mit einer Schlisselrolle der
pathologischen Lymphangiogenese, der Nachweis einer erhéhten LVD von EM-
Gewebe gegenuber EM-freiem Gewebe und die Korrelation der VEGF-C / VEGF-D
Expression mit der LVD bekréftigen die Theorie, dass Lymphangiogenese im Rahmen
der EM stattfindet und durch EM-Zellen selbst induziert wird. Die Beobachtung VEGF-C
sowie VEGF-D positiver Makrophagen im EM-Gewebe vermittelt den Eindruck, als
wirden auch EM-Zellen, ahnlich wie Tumorzellen, den Vorgang der Lymphangiogenese

durch die Rekrutierung von Makrophagen verstéarken.

4.4 Korrelation klinischer Aspekte mit LymphgefalRdi chte und
Expression von Wachstumsfaktoren

Angiogenese ist fur die physiologische Funktion des Endometriums von essentieller
Bedeutung. Sowie das Endometrium zyklischen, durch Ostrogen und Progesteron
gesteuerten Veranderungen unterliegt, so wird auch die Angiogenese des Endome-
triums durch die weiblichen Sexualhormone reguliert (Rogers et al. 2009). Daher ist es
nicht Uberraschend, dass VEGF als wichtigster Wachstumsfaktor der Angiogenese
durch die Sexualhormone induzierbar ist (Hyder et al. 2000). Die héchste Expression
von VEGF kann im Endometrium in der Sekretionsphase, der Phase mit den hdchsten
Sexualhormonspiegeln, gemessen werden (Charnock-Jones et al. 1993; Shifren et al.
1996).

Diese Erkenntnisse lie3en vermuten, dass eine hormonelle Therapie auch Einfluss auf
das gut vaskularisierte EM-Gewebe haben kénnte. Untersuchungen von EM-Geweben
zeigten, dass GnRH-Analoga und Gestagen-Monopraparate die Stromavaskularisierung
reduzieren (Donnez et al. 1996; Ryan and Taylor 1997; Khan et al. 2010). Dabei
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scheinen GnRH-Analoga in rectovaginalen EM-L&sionen eher einen geringen Effekt auf
die Vaskularisierung zu haben (Donnez et al. 1996).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass bei rectovaginalem EM-Gewebe die Dichte
LYVE-1 und Prox-1 positiver, mdglicherweise weniger reifer, Gefal3e bei praoperativer
hormoneller Therapie signifikant geringer war. Diese Beobachtungen zeigen im Gegen-
satz zu den Ergebnissen zur Angiogenese von Donnez, dass rectovaginales EM-
Gewebe bezilglich der Lymphangiogenese mdoglicherweise gut auf eine hormonelle
Therapie anspricht. Fir peritoneale EM konnten mit der Hilfe von LYVE-1 geringere,
wenn auch nicht signifikante, Werte fur die Dichte positiver Geféalie nachgewiesen
werden. Fur D2-40 positive GefalRe konnten bei den rectovaginalen sowie den perito-
nealen und fir Prox-1 positive Gefal3e bei den peritonealen EM-Lasionen keine
Unterschiede bezuglich der LVD nachgewiesen werden. Da D2-40 positive Gefalle
reifere Gefale darstellen, kdnnte diese Beobachtung die Vermutung stitzen, dass
hormonelle Therapie die Induktion von Lyphangiogenese vermindert.

Es gibt keine Arbeiten zum Einfluss hormoneller Therapie auf die LVD des Endome-
triums, daher kdnnen hier nur die Beobachtungen zur LVD von Endometriumgewebe
wahrend der verschiedenen Zyklusphasen vergleichend herangezogen werden. Die
Ergebnisse von Donoguhe et al. decken sich mit den eigenen Beobachtungen, die fir
die verschiedenen Zyklusphasen keinen signifikanten Unterschied der Dichte D2-40
positiver GefaRe im Endometrium finden konnten (Donoghue et al. 2007). Zu den
anderen LymphgefalRendothelmarkern liegen keine Daten bezuglich der LVD im
eutopen Endometrium vor. Auch bei Untersuchungen der BlutgefaRdichte wahrend der
verschiedenen Zyklusphasen des Endometriums konnte bisher keine zyklusabangige
Anderung festgestellt werden (Rogers et al. 1993; Charnock-Jones et al. 2000; Bourlev
et al. 2006).

Untersuchungen zur BlutgefaR3dichte von ektopem Endometiumgewebe zeigen zum Teill
gegensatzliche Ergebnisse bezlglich einer Abhangigkeit von der Zyklusphase. Wah-
rend Bourlev eine erhoht BlutgefaRdichte in der Proliferationsphase ermittelte, konnte
Matsuzaki keine zyklusabhangigen Unterschiede beobachten (Matsuzaki et al. 1998;
Bourlev et al. 2006).

Die Analyse der Expression des Lymphgefal3-spezifischen Wachstumsfaktors VEGF-C
in Abhangigkeit von einer erfolgten Hormontherapie ergab, dass ein deutlich groRRerer
Anteil der EM-Lasionen ohne erfolgte Hormontherapie eine héhere Expression von

VEGF-C aufwies, als EM-Lasion mit erfolgter Hormontherapie. Wéahrend sich bei peri-
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tonealem Gewebe lediglich eine Tendenz abzeichnete, wies das rectovaginale EM-
Gewebe diesbeziiglich einen signifikanten Unterschied auf. Paradoxerweise zeigte die
Analyse der Expression von VEGF-D in Abhangigkeit von einer hormonellen Therapie
ein genau umgekehrtes Bild. Hier zeigten rectovaginale und peritoneale EM-Lasionen
unter dem Einfluss hormoneller Therapie eine deutlich héhere Expression gegentber
Lasionen ohne erfolgte hormonelle Therapie. Dabei wiesen die rectovaginalen L&asionen
wiederum signifikante und die peritonealen Lasionen nur tendenzielle Unterschiede auf.
Ob die Expression der lymphgefa3spezifischen Wachstumsfaktoren im eutopen Endo-
metrium hormonabhé&ngig reguliert sein kdnnte, ist fraglich. Die Untersuchungen von
Donoghue und Kollegen zeigten, dass ausschlief3lich die unprozessierte Form von
VEGF-C in der Proliferationsphase eine signifikant erhdhte Expression im Endo-
metrium, VEGF-D jedoch keine zyklusabhangigen Unterschiede aufwies (Donoghue et
al. 2007). Fur die Angiogenese des Endometriums konnen jedoch eindeutige zyklus-
abhangige Expressionsunterschiede fur VEGF gefunden werden (Charnock-Jones et al.
1993; Shifren et al. 1996). Auch in der Peritonealfliissigkeit von Patientinnen mit EM
kdnnen verschiedene Konzentrationen in den einzelnen Zyklusphasen nachgewiesen
werden (McLaren et al. 1996).

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen bisher keinen eindeutigen Beweis eines Einflusses
der hormonellen Therapie auf die Lymphangiogenese im Rahmen der EM erbringen.
Dennoch gibt es den Hinweis eines moéglichen Zusammenhanges, welcher durch die
gewonnenen Erkenntnisse zur Angiogenese von eutopem und ektopem Endometrium
gestutzt wird. Daher sollte der Frage nach einem Zusammenhang zwischen hormo-
neller Therapie und Lymphangiogenese zukinftig weiterhin nachgegangen werden. Bis
heute ist unklar, welche Bedeutung die sich im EM-Gewebe befindlichen Lymphgefalle
auf den Verlauf der Erkrankung haben. Denkbar ware es, dass die hormonelle Therapie

diesen Verlauf positiv beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin gepruft, ob das Erkrankungsstadium
(entsprechend der rARSM-Klassifikation) der peritonealen EM-Herde mit der LVD
korreliert. Der Vergleich der peritonealen EM-Herde der verschiedenen rASRM-Stadien
erbrachte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Herden verschiedener
Erkrankungsstadien. Die scheinbar erhéhte LVD von EM-L&sionen aus der Gruppe des
rASRM-Stadium Il ist sehr wahrscheinlich durch die geringe Fallzahl in dieser Gruppe

erklarbar. Ob die rASRM-Stadien Uberhaupt mit klinischen Aspekten oder der biolo-
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gischen Aktivitat der EM Kkorrelieren ist umstritten (Parazzini 1999). Dennoch konnte
beziglich der Angiogenese bei EM ein Zusammenhang zwischen dem rASRM-Stadium
und der VEGF Konzentration in der Peritonealflissigkeit von Patientinnen mit EM
gefunden werden (McLaren et al. 1996; Shifren et al. 1996; Mahnke et al. 2000). Da
Zytokine erwiesenermalien die Angiogenese sowie Lymphangiogenese fordern, passt
hierzu der Nachweis einer positiven Korrelation der in der Peritonealfliissigkeit von EM-
Patientinnen gemessen Zytokinkonzentrationen mit dem rASRM Stadium (Ryan et al.
1995; Arici et al. 1996). Es ware daher vorstellbar, dass auch die VEGF-C und VEGF-D
Expresssion im EM-Gewebe positiv mit dem Erkrankungsstadium korreliert. Mit Hilfe
der eigenen immunhistochemischen Untersuchungen konnten keine Unterschiede der
Expressionsstarke der Wachstumsfaktoren zwischen den Gruppen mit verschiedenen
rASRM-Stadien gefunden werden. In weiteren Studien sollten die Daten daher mit Hilfe
anderer quantitativer Methoden (PCR, ELISA) uberpriuft werden, um auch mdgliche

kleinere Unterschiede zwischen den Gruppen bestimmen zu kénnen.

In den Arbeiten zum Vorkommen von EM-Lasionen in Lymphknoten und Sentilel-
Lymphknoten bei tief infiltrierender EM wurde eine positive Korrelation zwischen der
klinischen PrimérherdgroRe der EM und dem Auftreten von EM-L&asionen in den
Lymphknoten gefunden (Abrao et al. 2006; Mechsner et al. 2008; Noél et al. 2008;
Mechsner et al. 2009). Auch die Untersuchungen unserer eigenen Arbeitsgruppe zum
Vorkommen Ostrogen-/ Progesteron-Rezeptor positiver endometriotischer Zellen
konnte zeigen, dass eine positive Korrelation mit der klinischen Grél3e der Primarherde
tiefinfiltrierender Endometriose vorliegt (Mechsner et al. 2008; Mechsner et al. 2009).
Die Vermutungen, dass demzufolge die Dichte der LymphgefalRe in den Primarherden
positiv mit dem Auftreten von EM-Lasionen in den Lymphknoten korreliert, haben sich
jedoch nicht bestatigt. Die Analyse der Primérherde der Patientinnen unserer Studien
zur Untersuchung von EM-Lasionen in Lymphknoten ergab hier keine signifikanten
Unterschiede der LVD in Abhéngigkeit von der klinischen HerdgroRe. Vielmehr schien
sich die Tendenz abzuzeichnen, dass die Herde mit einer Grol3e unter einem
Zentimeter die hochste LVD aufwiesen. Dieses Phanomen ist moglicherweise durch die
hohere proliferative Aktivitat kleinerer Lasionen erklarbar. Studien mit einem gréf3eren
Patientenkollektiv kénnten hier zukinftig auch kleinere Unterschiede aufdecken, was in
der vorliegenden Arbeit aufgrund der geringen Fallzahl nicht gelang. Auch

diesbezuglich kdnnten quantitative Methoden zur Bestimmung der Hohe der Expression

72



Diskussion

von VEGF-C und VEGF-D fir Félle tief infiltrierender EM mit oder ohne EM-L&sionen
Aufschluss tber den Zusammenhang von Lymphangiogenese und dem Vorkommen
von Lasionen in Lymphknoten bei EM geben, denn es liegt nahe, dass die gesteigerte
lymphatische Vaskularisierung von EM-Gewebe die Verbreitung von EM-Zellen in

entfernte Organe begunstigt.

4.5 Ausblick

Zusammenfassend bestéatigen die Ergebnisse dieser Arbeit die Vermutung, dass EM
nicht nur reichlich vaskularisiert ist, sondern dass im EM-Gewebe auch zahlreiche
Lymphgefal3e vorkommen. Eine deutlich erhdhte LVD gegeniiber korrespondierendem
EM-freien Gewebe, eine hohere LVD moglicherweise weniger reifer Gefal3e sowie der
Nachweis der wichtigsten Lymphgefafl3-spezifischen Wachstumsfaktoren VEGF-C und
VEGF-D stutzen die Hypothese, dass die vorkommenden Lymphgefal3e neuen Ur-
sprungs sind. Damit werden die bisher fir die EM beschrieben malignen Eigenschaften,
wie Gewebeinvasion, Gewebedestruktion und Angiogenese, durch eine weitere, die
Lymphangiogense, erganzt. Da die LymphgeféalRe den Hauptweg zur Verbreitung von
Tumorzellen in Lymphknoten und entfernte Organe darstellen, ist es naheliegend dass
EM-Zellen auf diesem Weg ebenfalls in Lymphknoten oder extraperitoneale Organe
gelangen. Zumal Beobachtungen endometriotischer Zellen in Lymphgefal3en vorliegen
(Noél et al. 2008). Der Nachweis einer erhohten LVD von EM-Gewebe und der
Expression Lymphgefa3-spezifischer Wachstumsfaktoren durch EM-Zellen sowie im
EM-Stroma lokalisierter Makrophagen zeigen des Weiteren deutliche Parallelen zu
chronisch entzundlichen Erkrankungen auf und unterstreichen somit den chronischen,
entzundlichen Charakter der EM.

Zur Klarung eines Zusammenhangs zwischen klinischen Aspekten, wie dem rASRM-
Stadium oder der PrimarherdgrofRe, sollten zuklnftig weitere Studien folgen. Die
hormonelle Therapie scheint sich jedoch hemmend auf die Lymphangiogenese

auszuwirken und somit den Verlauf der EM positiv zu beeinflussen.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass nicht nur die Angiogenese sondern
auch die Lymphangiogenese Teil des Pathomechanismus von EM ist.
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5 Zusammenfassung

Endometriose ist eine gutartige 0Ostrogenabhangige Erkrankung, bei welcher der
Gebarmutterschleimhaut &hnliches Gewebe aufRerhalb der Gebarmutterhdhle vork-
ommt. Endometriose zeigt einen chronischen, entzindlichen Krankheitsverlauf und
weist Gemeinsamkeiten mit malignen Erkrankungen, wie invasives Wachstum, Angio-
genese oder an Metastasen erinnernde Absiedlungen an entfernten Organen, auf. So
konnten in Lymphknoten aus OP-Resektaten tief infiltrierender Endometriose Endome-
trioseldsionen und endometriotische Zellen nachgewiesen werden. Diese Beobach-
tungen legen die Vermutung nahe, dass Endometriosezellen auf lymphatischem Wege
zu Lymphknoten gelangen. Dies wirft die Frage auf, ob Endometriose nicht nur
Angiogenese sondern ebenso Lymphangiogenese induziert. Zum heutigen Zeitpunkt
liegen jedoch kaum Daten zum Vorkommen von Lymphgefaf3en und zu Lymphangio-
genese stimulierenden Wachstumsfaktoren im Endometriosegewebe vor.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, das Vorkommen von Lymphgefal3en, deren
Dichte und Verteilung in Endometriosegewebe zu untersuchen. Zu prufen, ob sich die
Lymphgefalidichte von Endometriosegewebe von korrespondierendem Endometriose-
freiem Gewebe unterscheidet. Es wurde zudem untersucht, ob Endometriosezellen
Lymphgefal3-spezifische Wachstumsfaktoren exprimieren und ob die Expressionsstarke
mit der LymphgefaRdichte korreliert. Darliber hinaus wurde gepruft, ob Lymphgefaf3-
dichte oder Wachstumsfaktorexpression mit klinischen Aspekten (hormonelle Therapie,
primare HerdgroRe, Erkrankungsstadium) korreliert.

Dazu wurden rectovaginale (n=38) und peritoneale (n=37) Endometriosedriisen von 75
Patientinnen mit symptomatischer Endometriose immunhistochemisch untersucht.
Lymphgefalle wurden mit Hilfe der etablierten Lymphgefa3endothel-spezifischen
Marker Podoplanin (D2-40), LYVE-1 und Prox-1 identifiziert. Aus der Gruppe der
Wachstumsfaktoren wurde die Expression von VEGF-C und VEGF-D, den wichtigsten
Lymphangiogenese-spezifischen, untersucht.

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass Endometriosegewebe dicht lymphatisch
vaskularisiert ist und die wichtigsten Lymphangiogenese stimulierenden Wachstums-
faktoren VEGF-C sowie VEGF-D exprimiert. Sowohl in rectovaginalen, als auch in
peritonealen Endometrioseldsionen waren Podoplanin, LYVE-1 und Prox-1 positive
Lymphgefal3e nachweisbar. Diese Lymphgefal3e wiesen im Vergleich zu Lymphgefal3en

im korrespondierenden Endometriose-freien Gewebe eine vielfach hdéhere Dichte auf.
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Die Dichte LYVE-1 sowie Prox-1 positiver Gefal3e war im Vergleich zu D2-40 positiven
Gefalien signifikant erhoht, was ein mdglicher Hinweis fur das Vorhandensein unreifer
Gefalle in Endometriosegewebe ist. Die Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D
wurden in nahezu allen untersuchten Endometrioselasionen sowohl von Endometriose-
epithelzellen als auch von -stromazellen exprimiert. Dabei Kkorrelierte die
Expressionsstarke von VEGF-C positiv mit der LymphgefalR3dichte aller verwendeten
LymphgefalRendothelmarker.

Bezuglich klinischer Aspekte liefern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit den
Hinweis, dass die hormonelle Therapie einen hemmenden Einfluss auf Lymphgefal3-
dichte und VEGF-C Expression in Endometriosegewebe ausiben konnte. Zur
Korrelation von Erkrankungsstadium oder primarer HerdgroRe mit Lymphgefal3dichte
und Wachstumsfaktorexpression konnte jedoch kein statistisch signifikanter Zusam-
menhang gefunden werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Endometriosegewebe reichlich lymphatisch
vaskularisiert ist. Die Beobachtung der Expression von Lymphangiogenese
stimulierenden Wachstumsfaktoren durch Endometriosezellen, die signifikant héhere
Lymphgefal3dichte im Vergleich zu Endometriose-freiem Gewebe und der Nachweis
maoglicher unreifer LymphgefaRe deuten darauf hin, dass Endometriosegewebe
Lymphangiogenese stimuliert. Dies erhartet die Vermutung, dass Lymphgefal3e als
maogliche Wege fir Endometriosezellen zu Lymphknoten dienen.

Zusammenfassend unterstreichen diese Ergebnisse die Bedeutung der Lymphangio-
genese im Rahmen der Pathogenese von Endometriose und ergédnzen die bisher

bekannten malignen Eigenschaften um eine Weitere.
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