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Abstrakt

Abstrakt

Einleitung: Die Charakterisierung Endometriose-assoziierter Immunzellinfiltrate
(EMalCl), die bisher noch nicht beschrieben wurden. Ihre Zellart, Anzahl/mm?, GroRe
und Lokalisation im Bezug zur EML hin werden in verschiedenen Formen der

Endometriose untersucht.

Material und Methoden: Immunhistochemische Analyse der EMalCl mittels Antikorper
gegen CD3, CD4, CD8, CD20, CD25, CD45R0O CD56, CD68 auf Paraffinschnitte von
60 pramenopausalen Frauen mit histologisch gesicherter Endometriose wurde

dargestellt.

Ergebnisse: Bei allen Formen der Endometriose konnten EMalCl nachgewiesen
werden, die in der Umgebung der EML lokalisiert liegen. Die EMalCl beinhalten die
Immunzellen: T-Lymphozyten (CD3+, CD4+, CD8+, CD45RO+), B-Lymphozyten
(CD20+) und Makrophagen (CD68+). Die meisten und gré3ten EMalCl fanden sich in
den peritonealen EML. In der Adenomyose waren die EMalCl reduziert und Kkleiner im
Vergleich zu anderen Endometrioseformen. Es waren keine NK-Zellen (CD56+) und

keine regulatorischen T-Zellen (CD25+ Foxp3+) in der EMalCl nachweisbar.

Zusammenfassung: Die Charakterisierung der EMalCl zeigt eine immunologische
Umgebungsreaktion auf die EML. Weitere Analysen erlauben pathogenetische
Zusammenhange zu klaren und diese kdnnten die Pathogenese der Endometriose in

einem neuen Licht erscheinen lassen.

Schlagworter:  Endometriose, = Endometriose-assoziierte Immunzellinfiltrate,

Immunhistochemie,  chronische Entziindung,  Immunzellendefekt

VIiI



Abstract

Abstract

Objective: To identify and to characterize endometriosis-associated immune cell
infiltrates (EMalCl). Furthermore, to define cells type, distribution (pro mm?), size and

occurrence of EMalCl in various types of endometriosis.

Methods: Immunohistochemical characterization of immune cells in EMalCl by staining
with monoclonal antibodies against CD3, CD4, CD8, CD45R0O, CD25, CD56, CD68 and
CD20 on sections of paraffin-embedded endometriotic tissue in samples of 60

premenopausal women with histological confirmed endometriosis.

Results: EMalCl were observed in all the types of endometriosis,
immunohistochemically identified as T-lymphocytes (CD3+), helper T-lymphocytes
(CD4+), cytotoxic T lymphocytes (CD8+), antigen-experienced T lymphocytes "memory
cells” (CD45RO+), macrophages (CD68+) and B lymphocytes (CD20+). The maximum
frequency of EMalCl and their distribution per endometriotic lesion (EML) was observed
in peritoneal endometriosis (pEM). In myometrium from adenomyosis (M/AM), EMalCl
occurrence was lower und smaller in size in comparison with EMalCl seen in other
forms of endometriosis. EMalCl were negative for regulatory T cells (CD25+Foxp3+)
and natural killer cells (NK cells, CD56+).

Conclusion:  Immunohistochemical characterization  of various types of
immunocompetent cells in EMalCl has demonstrated brisk infiltrates of immune cells
pointing at several distinct immunological reactions within the microenvironment of
different endometriotic lesion types. Further analysis is necessary to clarify in depth cell-
cell interactions in all the different types of endometriotic lesions as well as their
resulting effects in pathogenesis of the disease.

Keywords: endometriosis, endometriosis-associated immune cell infiltrates,

immunohistochemistry, chronic inflammatory disease, immune cell defect
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1 Einleitung

1.1 Endometriose

1.1.1 Definition und Erscheinungsformen

Das Krankheitsbild der Endometriose ist seit Uber 320 Jahren bekannt. Erste
Beschreibungen stammen aus dem Jahre 1690. Der deutsche Arzt Daniel Schroen
beschrieb die Endometriose, als ,Geschwire, die mit Beginn der Pubertat au3erhalb
der Gebarmutter auftreten (1,2).

Die Endometriose ist eine gutartige Erkrankung, welche 10-15 % der Frauen im
reproduktionsfahigen Alter betrifft. Chirurgische Studien zeigen, dass die Endometriose
bei bis zu 50 %, der Frauen mit unerfilltem Kinderwunsch, sowie bei Frauen mit sehr
starker Dysmenorrhoe und Blutungsstérung auftritt. 40-70 % der Frauen mit
chronischen Unterbauchschmerzen sind ebenfalls betroffen. Uber asymptomatische
Verlaufe liegen keine konkreten Daten vor, man geht aber davon aus, dass 50 % der

Erkrankten keine schwerwiegenden Probleme haben (3,4).

Histomorphologisch wurde die Endometriose durch das Vorkommen von endometrialen
einreihigen Drusenzellen (Zylinderepithelien oder kubisches Epithel) und endometrialen
Stromazellen aul3erhalb der Gebarmutterhéhle (5), in sogenannter ektoper Lokalisation,
definiert. Die endometrialen einreihigen Drusenzellen weisen eine zellulare Aktivitat auf,
bzw. zeigen oft eine Progression und bilden Adhasionen aus (6). Im Myometrium wird
dieser Befund als Adenomyose bezeichnet (7). Die haufigste Lokalisation der
Endometriose ist in den Ovarien, in den uterinen Ligamenten (8), und im Peritoneum
des kleinen Beckens, insbesondere des Blasendaches. Eine Sonderform ist die tief-
infiltrierende rektovaginale Endometriose (Deep infiltrating endometriosis (DIE)), die
meist das rektovaginale Septum betrifft (9), aber auch am Dunndarm, Zékum, Sigma
oder in der Blase vorkommen kann. Selten findet man Endometriose auch in anderen
Organen wie der Lunge, der Pleura, den Lymphknoten (10), sowie im Weichgewebe

(Narbenendometriose) (11).

Makroskopisch findet man bei der peritonealen Endometriose aktive weil3e (W), gelbe
(G) und rote (R), sowie inaktive schwarz-braune Herde (B) (12).
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1.1.2 Klassifikation

Nach der Lokalisation der Herde wird die Endometriose in Endometriosis genitalis
interna (Endometrioseherde innerhalb des Myometriums, sogenannte Adenomyosis
uteri (A)), Endometriosis genitalis externa (Endometrioseherde aufRerhalb des Uterus im
kleinen Becken (z.B. in den Ovarien, in den Ligamenta sacrouterina, im Douglas, im
Blasenperitoneum)) und Endometriosis extragenitalis (Endometrioseherde auf3erhalb
des kleinen Beckens (Lokalisation: der Blinddarm, der Darm, die Blase, die Vagina;
seltener auch das zentrale Nervensystem, die Lymphknoten, die Leber, die
Bauchspeicheldrise oder die Lunge)) unterteilt (13). Die rASRM (revised American
Society for Reproductive Medicine) Klassifikation bertcksichtigt die Ausdehnung der
Endometriose, bezogen auf die Flache, die Infiltrationstiefe und das Ausmald von
Adhasionen (12). Die rASRM Klassifikation berlcksichtigt nicht die retroperitoneale
Manifestation der Endometriose. Der Enzian-Score wurde als eine neue Erganzung zur
rASRM-Klassifikation fur die tief-infiltrierende rektovaginale (DIE) Endometriose
eingefuhrt (14). Der Enzian-Score unterscheidet, in Anlehnung an ein onkologisches
Staging (Einstufung bei Tumorpatientinnen, wie bei Stadieneinteilungen des TNM- oder
FIGO-Systems) anhand der Lokalisation und Ausdehnung, die tiefinfiltrierende
Endometriose in drei Stadien: Stadium | < 1 cm, Stadium Il 1-3 cm, Stadium 11l >3 cm
und in drei Raumebenen: A - Septum rectovaginale und Vagina, B - Ligg. sacrouterinae,
Parametrien, Beckenwand, Ureter, C - Rectum und ,F* als entfernte Manifestation der

Endometriose (erarbeitet von der Stiftung Endometrioseforschung (SEF) 2010).

1.1.3 Pathogenese

Trotz intensiver Forschung kann man heute noch nicht genau sagen, wie die
Endometriose entsteht. Es gibt verschiedene Theorien (ber die Entstehung der
Endometriose, aber keine von diesen Theorien deckt alle vorkommenden Formen und
unterschiedlichen Krankheitsbilder der Endometriose ab.

Es haben sich viele Theorien und Konzepte im Laufe der Zeit entwickelt.
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Theorien

Die zuerst entwickelte Coelom- bzw. Serosa-Metaplasie-Theorie von R. Meyer (1919)
(15) geht davon aus, dass die Endometriose aus Coelomepithel abstammendem
Gewebe entsteht.

Spater wurde die Implantations- (bzw. Transplantations-) Theorie (retrograde
Menstruation) von J.A. Sampsons vom 1927 (16) entwickelt, welchem zufolge die
Zellen durch Verschleppung endometrialer Zellen bei der retrograden Menstruation
ruckwarts durch die Eileiter in das kleine Becken gelangen. Die peritoneale Adhasion
und Proliferation des endometrialen Gewebes scheint dabei der Hauptmechanismus zu
sein. Die Theorie erklart aber nicht, die extraperitoneale Lokalisation der Endometriose.
Fur diese Theorie spricht aber die Tatsache, dass menstruales Endometrium vitale
endometriale Zellen beinhaltet (17), sowie das endometriale Zellen bei der Menstruation
auf die abdominale Fascie implantiert werden kdonnen und so eine Endometriose
provozieren (18). Obwohl bei mehr als 90 % aller Frauen eine retrograde Menstruation
beobachtet werden kann (15), bleibt unklar warum sie nur bei einem Teil der Frauen zur
Entwicklung der Endometriose fuhrt.

Das Archimetra-Konzept von Leyendecker (1998) beschrieb es als chronische
Traumatisierung der Basalis mit infiltrativen Wachstum von endometrioiden Zellen. Die
Bezeichnung Archimetra steht dabei fur das Stratum functionale und Stratum basale
des Endometriums, sowie des direkt angrenzenden Myometriums. Bei an Endometriose
erkrankten Frauen wurden vermehrt Fragmente des Stratum basale im Menstrualblut
gefunden. Beim Stratum subvasculare des Myometriums lag eine Hyperperistaltik
(muskulare Uberaktivitat) vor. Durch die Hyperperistaltik wird einerseits die retrograde
Menstruation verstarkt, andererseits vermehrt retrograd menstruiertes Blut mit darin
zahlreich enthaltenen Basalisfragmenten in das Peritoneum eingeschwemmt. Hierdurch
wird die Entwicklung der Endometriose induziert (19).

Die Endometriose-Disease—Theorie (EDT) (Ph. Koninckx 1998) besagt, dass die
Endometriose durch zellulare oder genetische Veranderungen verursacht wird, so dass
die Endometriosezellen teilweise Eigenschaften gutartiger Tumore zeigen konnen (20).
Beim Aromatase-Konzept, Bulun (2000) (21) geht man von einer Hochregulation der
Aromatase im Endometriosegewebe aus, was zu einer verstarkten lokalen

Ostrogenbildung, die wiederum die Bildung von Prostaglandin E2 stimuliert, fuhrt.


http://de.wikipedia.org/wiki/Prostaglandin_E2
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Hormonelle Verdnderungen begunstigen die Zellproliferation - Zellmigration, die
Blutgefalineubildung und Invasivitat (22).

Die Zell- und molekularbiologischen Konzepte (Anna Starzinski-Powitz, 2001) gehen
von einer Expression des N-Cadherin bei fehlendem E-Cadherin als Ursache fur die
Zellinvasivitat und Metastasierung aus, welche bdsartigen Tumoren (22, 23)
entsprechen.

TIAR “Tissue injury and repair’ von Leyendecker (2009) beschreibt ein Trauma im
Bereich der Fundus-Cornealen Raphe zwischen Endometrium und Myometrium welche
zu einer Hochregulation der Aromatase fiihrt und ebenfalls die lokale Ostrogensynthese
als mdglichen Mechanismus bei der Pathophysiologie der Endometriose einbezieht
(24).

Die Immuntheorie: Dmowski (1981) zufolge spielen immunologische Faktoren als
Ursache fur die Entwicklung der Endometriose (4) eine wichtige Rolle.
Endometriumzellen werden durch die verschiedenen korpereigenen Abwehr- und
Reinigungsmechanismen nicht erkannt, nicht abgebaut oder nicht in ihrer
Implantationskapazitait gehemmt. Dies wird auf Veranderungen im origindren
Endometrium zurtickgefiihrt (22). Es bleibt unklar, warum der Korper nicht mit einer
immunologischen Antwort gegen Endometriumfragmente reagiert. Man musste
eigentlich davon ausgehen, dass die ektopen Zellen durch die lokale Immunabwehr

zerstort und abgebaut werden.

1.1.4 Symptome

Die Symptompalette der Endometriose ist sehr unterschiedlich und dem
Erscheinungsbild anderer Krankheiten &hnlich, so dass die Endometriose oft nicht
gleich erkannt wird. Zu den typischen Symptomen gehéren die folgenden Beschwerden
(Dymenorrhoe, Dyspareunie, Dysurie, Dyschezie, Blutungsstérungen und chronische
Unterbauchschmerzen (Tabelle 3)). Die sekundare, pramenstruelle Dysmenorrhoe
klingt nach dem Einsetzen der Menstruation wieder ab, ist aber eine typische
Symptomatik fur die Endometriose. Die Unterbauchschmerzen kénnen diffus und sehr
stark sein. Die unterschiedliche Klinik ist abhangig von der Lokalisation und den
beteiligten Organen: fur den Ovarialbefall sind Zystenbildungen typisch, Herde im
Douglas-Raum - Kohabitationsschmerz (Dyspareunie) oder bei Herden im Rektum -

Defakationsschmerz (Dyschezie), Herde in der Blase - Blasenreizung (Dysurie) und

4
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menstruale H&amaturie. Bei Adenomyosis uteri sind Blutungsstérungen und
Regelschmerzen typisch.

Paradox ist, dass Frauen, die an einer Endometriose leiden, oft steril sind, ohne dass
EM-Herde in den Eileitern nachgewiesen werden koénnen (25). Das zeigt, dass
Endometriose nicht nur eine lokale Erkrankung ist, sondern zu vielfaltigen
Veranderungen fihrt, die weitreichende Funktionseinschrankungen zur Folge haben.
Oftmals kann aber Endometriose auch bei asymptomatischen Patientinnen als

Zufallsbefund diagnostiziert werden.

1.1.5 Diagnostik

Nach ausfuhrlicher Anamnese und Untersuchung mit Ultraschall sollte dann zur
endgultigen Diagnosesicherung eine Laparoskopie erfolgen. In Ausnahmeféllen kann
zuvor noch ein MRT oder eine Sigmoidoskopie mit Endosonographie oder eine

Zystoskopie erfolgen (22).

1.1.6 Therapie

Zurzeit existiert keine kausale Therapie. Es kann bislang nur symptomatisch therapiert
werden. Grundlage der Therapie ist die operative Entfernung der Herde, gefolgt von
einer hormonellen Therapie.

Bei der operativen Behandlung mittels Exzision oder Koagulation werden die Herde
direkt zerstort. Die zusatzliche Schmerztherapie mit nicht-steroidalen Antiphlogistika
(NSAIDa) oder Cox-2 Inhibitoren  bewirken eine  Verbesserung der
Schmerzsymptomatik.

Die hormonelle Behandlung der Endometriose mit GnRH-Analoga, orale Kontrazeptiva
(,Pille*) oder Gestagenpraparate wird eingeleitet. Der Versuch Ostrogen zu
supprimieren, andert gleichzeitig den immunologischen Status. Durch die hormonelle

Therapie kann eine Kontrolle der Endometriose durchgefiihrt werden (22).

1.2 Immunologie der Endometriose

Neuen Theorien zufolge, spielt eine immunologische Komponente beim Auftreten der

Endometriose eine wichtige Rolle (4). Die Frage ist, ob das Immunsystem urséachlich far
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die Pathogenese verantwortlich ist, oder ob es infolge retrograd menstruierender Zellen
ubermaliig aktiviert ist. Mehrere Studien konnten eine veranderte zellulare (T-Zellen, B-
Zellen, Makrophagen und NK-Zellen) und humorale (mittels Antikorper,
Komplementsystem und Interleukine) Immunabwehr bei den Betroffenen von der

Endometriose beobachten.

1.2.1 Zellulare Immunitat

In vitro- Experimente haben gezeigt, dass der Abbau von endometrialen Zellen in erster
Linie durch eine zellulare Abwehr erfolgt, wobei unterschiedliche Komponenten des
Immunsystems die antiendometriale Reaktivitat determinieren (4, 26.)

Seit 1981 ist bekannt, dass unterschiedliche Komponenten des Immunsystems eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der Endometriose spielen (4). Das normale
Endometrium beinhaltet Immunzellen (27). Es handelt sich dabei Uberwiegend um T-
Lymphozyten und Makrophagen (28). Diese sind direkt an den Epithel- und zwischen
den Stromazellen lokalisiert (29).

In den ektopen Endometrioseldasionen hingegen finden sich signifikant erhéhte Mengen
von T-Lymphozyten (Abb. 1) (30) und eine vermehrte Anzahl an Makrophagen im
Vergleich zum eutopen Endometriumgewebe (31). Die NK-Zellen zerstéren zwar im
Versuchsaufbau die Endometriosezellen in vitro (32), sind aber im Stroma der ektopen,
Lasionen reduziert (29). Die B-Lymphozyten werden in erhohter Anzahl im

endometrialen Gewebe bei Endometriosepatientinnen nachgewiesen (33).

T IRTH ST R T
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Abbildung 1:
T-Lymphozyten (CD3+) am Epithel (A) und am Stroma (B) (rot, Pfeile) einer EML
(VergréRerung 40-fach).
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Zusammengefasst ist insgesamt eine erhthte Anzahl der immunologischen Zellen (T-
Lymphozyten, Makrophagen und B-Lymphozyten) am Epithel der Drisen und innerhalb
des Stromas der Endometrioselasionen beschrieben worden (30, 31, 34), die Anzahl
der NK-Zellen ist reduziert. Bei den Endometriosepatientinnen erscheinen die NK-Zellen
dysfunktional (Abwesenheit der Adhasion und Zelllysis) gegeniiber dem Antigen des
Endometriums und zeigen eine verminderte Zytotoxizitat (40). In der sekretorischen
Phase des eutopen Endometriums sind die T-reg (Foxp3+ CD25+) vermindert, dies gilt

aber nicht fir das ektope Endometrium von den Frauen mit Endometriose (35).

Die Tabelle 1 zeigt einen Uberblick tGber die Veranderungen der Immunzellen im
peripheren Blut, in peritonealer Flussigkeit und in endometrialem Gewebe bei

Patientinnen mit Endometriose.

Tabelle 1: Veranderungen der Immunzellpréasenz in peripherem Blut (PB), peritonealer
Flussigkeit (PF), endometrialem Gewebe (ET) bei Patientinnen mit

Endometriose.

Immunzellen PB PF ET Literatur

1 Haney et al., 1981; Oosterlynck et al.,1994; Becker et al.,1995; Wang et
Makrophagen 11 11 1t al.,2001; Jones et al.,1998.

2 Oosterlynck et al.,1991; Vigano et al., 1991; Tanaka et al., 1992; Garzetti
NK Zellen et al., 1993,1995; Iwasaki et al.,1993; Wilson et al., 1994 Ho et al., 1995;
(Natural Killers) 2| 2| 2| Jones et al.,1998.

3 Schawky et al.,1987; Klein et al.,1992,1994; Witz et al., 1994; Jones et

T-Lymphozyten 3| 3| 3t al., 1996, 1998.

4l a7 6] 4 Schawky et al., 1987; Agic et al., 2006; Gagne et al.,2003; 5 Badawy et
B-Lymphozyten T al.,1987; 6 Oosterlynck et al.,1993.

5

1.2.2 Humorale Immunitat (Antikdrper, Komplementsystem, Interleukine)

Die humoralen Bestandteile des Immunsystems: das Komplementsystem (C), die
Antikorper und die Interleukine (IL-x) scheinen auch bei der Endometriose verandert zu
sein. Weed, Arquembourg und Issacson demonstrierten bereits IgA und C3 durch die
Immunofluoreszenz (36, 37). Die Endometriumzellen stimulieren die Proliferation der

Lymphozyten (29). Die aktivierten Immunzellen sezernieren Lymphokine, diese

7
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scheinen fur die Proliferation und Implantation von ektopischem endometrialem
Gewebe verantwortlich zu sein (IL4, IL-6, TNF-q, IL-1, IL-8) (38, 39, 40, 41). Die IFN-y-

Konzentration in PF ist bei der Endometriose vermindert (32, 42).

Da das Immunsystem eine besondere Bedeutung fir die Pathogenese der
Endometriose hat und in der vorliegenden Arbeit schwerpunktmaflig behandelt wird,
werden an dieser Stelle die grundlegenden Mechanismen der Immunzellen und die

Immunantwort des Immunsystems dargestellt.

1.2.3 Immunzellen

1.2.3.1 Die T-Zellen

Fir die zellulare Abwehr (zellvermittelte Immunitat) sind die T-Lymphozyten (CD3+)
zustandig (Abb.2, Abb.3 A). T-Lymphozyten sind Lymphozyten die im Knochenmark
gebildet werden und im Thymus heranreifen. Sie sind fur chronische Entziindungen
verantwortlich. Man unterscheidet innerhalb der T-Zellpopulation die nativen T-
Lymphozyten (CD3+) und die Gedéachtnis-T-Zellen (CD45+). In Abhangigkeit davon mit
welcher Klasse die MHC-Moleklile (,Major histocompatibility complex®) auf den T-Zellen
reagieren, differenzieren sie zu T-Helferzellen (TH) (CD4+) und zytotoxische T-Zellen
(CTL)(CD8+). TH sind CD4+CD8-T-Lymphozyten. Ihr Rezeptor erkennt die MHC-
Klasse-lI-Molekule. Es kommt zur Proliferation und Sekretion verschiedener Zytokine.
Die aktivierten CD4+T-Lymphozyten kdnnen Makrophagen und Killerzellen aktivieren
und B-Lymphozyten zur Antikérperbildung anregen. Mosmann et al. teilen die T-
Helferzellen in TH1 und TH2 ein (43). TH1 sezernieren IL-2, IL-12, TNF-beta und IFN-
gamma, TH2 sezernieren IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 (44). Regulatorische T-Zellen (T-
reg), beschrieben von Sakaguchi, gehéren zu den CD4+-Helferzellen (45). Sie
exprimieren die Alpha-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25+) an der Zelloberflache (46) und
den Transkriptionsfaktor (Foxp3+) (47), spezifisch auf MHC - Il und Glykoprotein B7
(CD80 und CD86) und sezernieren IL-10, der ein sehr starker Immunsupressor ist und
die Entzindung inhibiert. Der negativ wirkende Transkriptor Foxp3 gilt als Markerprotein
von T-regulatorischen Zellen (T-reg) und ist wichtig fur die Vermittlung der

immunsupressiven Funktionen (48).
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CD4-CD8+ T-Lymphozyten zerstoren die kranke Zelle direkt. Ihr Rezeptor erkennt
Antigene, die von antigenprasentierenden Zellen uber MHC-Klasse-I-Molekile

prasentiert werden (vor allem viral infizierte Zellen und Tumorzellen).

Gedachtniszellen

Manche CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten sterben nicht wie die Effektorzellen nach dem
Antigenkontakt ab, sondern werden zu langlebigen, funktionell ruhenden,
immunkompetenten Ged&achtniszellen, die CD45RO+ exprimieren (49, 50).

Cb4s

T-Lymphozyten

(C D23
Cb45 CD45 G4 5
Helfer " aktivierte
ML hozvt zytotoxysche v =
ymphozyten » i ytes - T-Lymphozyten ‘1)25
CD3 CD3 CD3

Abbildung 2:

Schematische Darstellung der Marker auf der Oberflache der T-Zellen.

1.2.3.1 Die NK-Zellen

Die NK Zellen (CD56+) sind T-Zellen, die keine antigenspezifischen Rezeptoren
besitzen, aber dennoch die Préasentation von MHC-I-Antigenkomplexen erkennen
konnen. Sie tragen das Adhasionsmolekiul CD56 (N-CAM = Neural Cell Adhesion

Molecule). Im Unterschied zu den zytotoxischen T-Lymphozyten sind sie nicht
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antigenspezifisch und kénnen ohne vorherige Antigenexposition sofort die Zielzelle

(V.a. virusinfizierte und bdsartig transformierte Korperzellen) zerstéren.

Abbildung 3:
Schematische Darstellung der Immunzellen A. T-Zelle B. Makrophage C. B-Zelle (aus
Telekolleg Biologie).

1.2.3.2 Die Makrophagen

Makrophagen (CD68+) (Abb.3 B) sind gewebsstandige Zellen, die sich aus Monozyten
differenzieren. Makrophagen phagozytieren den Erreger und prasentieren Antigene
durch MHC-II-Molekiile auf der Oberflache. Hierfir spielen Sie als Antigen-
prasentierende Zellen eine wichtige Rolle. Die Antigene kénnen erst dadurch von T-

Helferzellen erkannt werden, die daraufhin eine adaptive Immunantwort initiieren.

1.2.3.3 Die B-Lymphozyten

Die B-Lymphozyten (Abb.3 C) bilden Antikorper, welche Antigene direkt und mit hoher
Affinitat binden. B-Lymphozyten tragen auf ihrer Oberflache eine Reihe von
Oberflachenmarker, die funktionell wichtig sind und zu ihrer Identifizierung z. B. im

menschlichen Blut oder in Gewebeproben verwendet werden kdnnen.

B-Lymphozyten beinhalten membranstéandige Immunglobuline (Antikérpern (CD19,
CD20 und CD21)).

Die Tabelle 2 stellt die CD-Antigene mit ihrer zellularer Expression und Funktion dar.
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Tabelle 2:

CD-
Antigen

CD3

CD4

CD8

CD45RO

CD20

CD25
Foxp3

CD56

CD68

,»Cluster of differentiation“ Antigene

Zellulare Expression

T-Zellen

T-Zellen (Helfer)

Zytotoxische T-Lymphozyten

T-Zell-Subpopulationen,

Gedachtnis-T-Zellen

B-Zellen

Regulatorische T-Zellen

NK-Zellen

Makrophagen/Monozyten

Funktion

assoziiert mit dem T-Zell-Antigenrezeptor,
Signaltransduktion

Korezeptor fir MHC-Klasse-II-Molekiile,

Signaltransduktion

Korezeptor fur MHC-Klasse-I-Molekule
Isoform von CD45, erhéhte Signalisierung
durch Antigen-Rezeptoren von B- und T-
Zellen

mogliche Funktion in der Regulation der B-
Zell-Aktivierung, Kostimulation,
Differenzierung

IL-2-Rezeptor, a-Kette

Regulation und Suppression der
Immunantwort

Adhasion

Phagozytose

11
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1.3 Ziel

Neben den bekannten T-, B-Lymphozyten und Makrophagen direkt am Epithel- und den
Stromazellen der EML findet man auffallig haufig in mittelbarer Umgebung von
Endometrioseldsionen Immunzellinfiltrate (ICl). Die Rolle dieser Endometriose-
assoziierten Immunzellinfiltrate (EMalCl) in der Pathogenese der Endometriose ist vollig
ungeklart. Die Anwesenheit der Immunzellen in den EMalCl zeigt eine immunologische
Umgebungsreaktion auf die EML und kann als inflammatorische Reaktion auf die
Lasionen gewertet werden. Die Auswirkung auf die Mikroumgebung innerhalb der
Endometrioseherde und auf die Pathogenese der Erkrankung ist unbekannt.

Die aktuelle Arbeit soll sich mit der Charakterisierung von EMalCl in

Endometrioselasionen befassen und mogliche immunologische Dysfunktionen bzw.

Interaktionen zwischen Immunzellen und Zellen der EML untersuchen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Patientinnen

Fur die Analysen wurden 60 Endometriosepatientinnen mit histologisch gesicherter
Endometriose vom Endometriosezentrum der Charite zwischen Oktober 2005 bis
Dezember 2008 ausgewahlt. Im Rahmen der operativen Therapie (Hysterektomie und
Salpingoovarektomie, laparoskopische Eingriffe wegen chronischer
Unterbauchschmerzen und Sterilititsabklarung, sowie Strichklrettage wegen
Blutungsstérung) wurden die verschiedenen Endometrioselasionen (peritoneale
Endometrioseldsionen, Adenomyose, DIE und ovarielle Endometrioseldsionen)
entnommen. Das Alter der Patientinnen lag zwischen 23-45 Jahren (Mittelwert

3415,65). Alle Patientinnen hatten regulare Zyklen. Alle Patientinnen waren tumorfrei.

Tabelle 3: Klinische Daten |
Symptome n=60
* Dysmenorrhoe 48 (80 %)
* Dyspareunie 44 (73,3 %)
* Dyschezie 21 (35 %)
*  Dysurie 9 (15 %)
*  Blutungsstorungen 33 (55%)
*  Unterleibschmerzen 46 (76,6%)
*  Sterilitat 26 (43,3%)
*  Asymptomatisch 5 (8,3%)

13
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Tabellarisch sind die typischen Endometriosebeschwerden von 60 Frauen dargestellt
(Tab.3). 12 (20%) Patientinnen, laparoskopiert oder laparotomiert wegen Endometriose-
assoziierten Beschwerden, hatten histologisch gesicherte peritoneale Endometriose.
Von denselben Patientinnen wurden eine Strichkirette (n=12) entnommen. Die
Zyklusphasen der Patientinnen (proliferative (n=6) und sekretorische (n=6)) wurden
nach dem histologischen Befund des Endometriums ermittelt. 24 (40%) Patientinnen,
hysterektomiert wegen Blutungsstdrungen, hatten eine Adenomyosis uteri (n=24). DIE
Endometrioseherde wurden bei 3 Patientinnen von der Scheidenwand exzidiert (n=3).
Bei 3 Patientinnen (n=3) befanden sich die Endometrioseherde am Septum
rectovaginalis. Bei 6 (12%) Patientinnen wurden durch darmchirurgische Eingriffe
Endometrioseherde vom Darm freiprapariert. Des Weiteren wurden mittels
Ovariektomie/Salpingoovarektomie bei 12 (20%) Patientinnen Endometrioseherde am

Ovar entnommen und histologisch gesichert.

Alle Patientinnen (n=60) wurden nach rARSM-Klassifikation eingestuft. Hormonelle
Therapie hatten 27 Patientinnen, davon 2 (3,3%) IUD (intrauterin levonorgestrel-
relealising device), 5 (8,3%) kombinierte OC, 9 (15%) GnRH-Analoga, 5 (8,3%)
Progesteron und 6 (10%) waren ohne anamnestische Daten. Tabelle 4 zeigt eine

Ubersicht der klinischen Daten der 60 Endometriosepatientinnen dieser Studie.

Die untersuchten Proben wurden gemafd den Richtlinien der Ethikkommission der
Charité-Universitadtsmedizin Berlin gewonnen und es lag ein Einverstéandnis aller

Patientinnen vor.

14



Materialien und Methoden

Tabelle 4: Klinische Daten Il

Patientinnen

n=60

Alter/ Mittelwert

Histologie

e peritoneale EM
e Adenomyose
e DIE

e ovarielle EM

OP-Grund

e peritoneale EM
e Adenomyose
e DIE

e ovarielle EM

rASRM

Hormone

34+5,65 (vom 23 bis 45)

12 (20%)
24 (40%)
12 (20%)
12 (20%)

S 0 O O

Sterilitat
Blutungsstoérung

Unterleibsschmerzen

YV V V V

Zystenbildung

0 20 (33,3%)
0 36 (60%)
O 4(6,7%)

e 33 (55%) ohne Hormone
o 27 (55%) mit Hormone
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2.1.2 Kontrollgruppen

Als Kontrollgruppe wurde Gewebe von pramenopausalen nicht an Endometriose
erkrankten Patientinnen (n=60) genommen, die wegen anderer gutartiger Erkrankungen
wie Ovarialzysten, Myome oder wegen Beschwerden wie Unterbauchschmerzen
operiert worden waren. 12 Proben sind vom gesundem, nicht-lasionalem Peritoneum
(Peritoneum, das im Rahmen einer Hysterektomie angefallen war). Es wurde bei der
NLP nicht die Zyklusphase beachtet, aufgrund fehlender anamnestischer Daten. 24
Proben von Patientinnen mit Uterus myomatosus, die eine Hysterektomie erhielten,
hatten Endometrium und Myometrium. 12 Proben sind von gesundem, nicht-l&sionalem
Darm (unauffallige Darmwand bei Darmteilresektion bei Divertikulitis), sowie 12 Proben
von gesundem nicht-lasionalem Ovarium, enthommen durch Salpingoovarektomie fir

benigne Konditionen.

Tabelle 5: Gewebeproben

EM Gruppen Kontrollgruppen

e Peritoneale Endometriose (n=12)

: . e Nicht-lasionales Peritoneum (NLP)
> proliferative Phase (n=6)

» sekretorische Phase (n=6) {n=12)

e Strichkirette (n=12) (EN1)

» proliferative Phase (n=6)

» sekretorische Phase (n=6)

e Adenomyosis (AM) (n=24) e Uterus myomatosus (n=24)

» Endometrium (EN2/AM) (n=12) > Endometrium (EN3%) (n=12)

» Myometrium (M/AM) (n=12) » Myometrium (M/UM) (n=12)

e DIE (n=12) e Nicht-l&sional Darm (NLD) (n=12)

e Ovarielle Endometriose (n=12) e Nicht-l&sional Ovarium (NLO) (n=12)
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2.1.2 Endometriosegewebe auf Paraffinschnitte

Die Paraffinblécke wurden von der pathologischen Abteilung des Campus Benjamin
Franklin der Charité Berlin zur Verfigung gestellt und es wurden 1-2 um dicke
Serienschnitte  angefertigt. Die  peritonealen  Endometrioselasionen  wurden
entsprechend ihrer Lokalisation entnommen: Fossa ovarica (n=1), Sakrouterinligamente
(n=4), Blasenperitoneum (Blasenumschlagsfalte) (n=3), Douglasraum (n=2), Lig.
Infundibulopelvicum (n=1) sowie Fett- und Bindegewebe vom Peritoneum (n=1). Die
Strichkurette von den Patientinnen mit histologisch gesicherter peritonealer
Endometriose (n=12) wurde je nach Zyklusphase getrennt untersucht: proliferative
Phase (n=6); sekretorische Phase (n=6). Es wurden Adenomyoselasionen als
Myometrium und Endometrium Gewebeproben entnommen (n=24). Die rektovaginalen
Endometrioseherde (n=12) bestehen aus: Vaginalhinterwand (n=3), Septum
rektovaginale (n=3), Dickdarmresektate (n=2), Rectosigmoid (n=1), Rectumresektate
(n=3). In 12 Fallen (n=12) befanden sich die Endometrioseherde an den Ovarien

(ovarielle Endometriosezysten (Endometrioma)).

2.1.3 Lymphknoten als Kontrolle

Lymphknoten wurden als positive und negative Kontrolle fir die Testung der
unterschiedlichen Marker verwendet.

2.1.4 Monoklonale Antikdrper

Die monoklonalen Antikorper wurden auf formalin-fixierten Paraffinschnitten verwendet.

Bei allen Antikdrpern handelt es sich um IgG-Antikdrper der Maus (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Monoklonale Antikérper
AK Spezifizitat KLON Firma Verdunnung
CD3 T- Zellen UCHT1 Dianova, 1:20
Hamburg, Germany
CD4 T-Zellen (Helfer) 1F6 Dianova, 1:20
Hamburg, Germany
CcD8 Zytotoxische C8/144B Dianova, 1:50
T-Lymphozyten Hamburg, Germany
CD25 IL-2R (T-cell growth factor 35C04, Dianova, 1:50
receptor), regulatorische T- 4C9 Hamburg, Germany
Zellen
CD45RO T-Zell-Subpopulationen, UCHL1 DakoCorporation, Ready-to-use
Gedachtnis- T- Zellen Carpinteria, USA
CD56 NK-Zellen 123.D5 Dianova, 1:20
Hamburg, Germany
CD68 Makrophagen/Monozyten KP1 Dianova, 1:200
Hamburg, Germany
CD20 B-Zellen L26 Dianova, Hamburg 1:50

Hamburg Germany

2.1.5 Medium und Reagenzien

Citratpuffer: Citratpuffer 10 mM pH=6,0 enthalt 18 ml Stammlésung A, 82 ml
Stammldésung B und 900 ml Aqua destillata. Die Stammlésung A (Merck, Darmstadt,
Deutschland) besteht aus 0,1 M Zitronensaure =21,01 g C6H807xH20 in 1000 Aqua
destillata. Die Stammldsung B (Merck, Darmstadt, Deutschland) besteht aus 0,1 M
Natriumcitrat = 29,41 g C6H507NaxH20 in 1000 ml Aqua destillata.1000 ml Citratpuffer
wurde mit der jeweiligen Pipette (A bzw. B) in ein entsprechend gro3es Gefal3 eingefillt
und mit Aqua destillata aufgefillt. Die letzten Millimeter wurden sehr genau mit der
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Spritzflasche dosiert. Der Schwimmfisch wurde in die Losung getan, das Gefal3 auf
einen Magnetrihrstab gestellt und das Gerdt angestellt. Die Loésung wurde
anschlieend bei 2-8 °C im Kihlraum aufbewahrt.

Tris-Puffer: Tris-Puffer 50 mM bestehen aus 34,25 g TrisHCI, 4,0 g Tris Base, 43,9 g
NaCl und wurden in 5.000 ml Aqua destillata aufgeldst.

EKS: 10 % fetales Kalberserum (Biochrom, Berlin, Deutschland) (Tabelle 7).

Tabelle 7: Reagenzien, gebrauchsfertige Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Aceton J.T. Baker, Deventer, Holland

Dako® Protein Block Serum-Free, DakoCytomation, Glostrup,

Ready-to-Use Danemark

Dako LSAB®+ System, AP DakoCytomation, Glostrup,
Danemark

Deckglaschen Menzel-Glaser, Braunschweig

Diaminobenzidine Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

(3,3 Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) Steinheim

Derma Clean, Ansell, Minchen

nicht sterile Einmal-Untersuchungshandschuhe

Ethanol (96%) reinst Merck, Darmstadt

Ethanol (70%)

Falcon Serologische Pipetten 1, 5, 10 und 25 mL Becton Dickinson Labware,
Franklin Lakes, NJ USA

Falcon Tubes 25 und 50 mL Becton Dickinson Labware,
Franklin Lakes, NJ USA

Fetales Kélberserum (FSK) Biochrom, Berlin
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Fuchsin Substrate-Chromogen-System

Kaisers Glyceringelatine

Plastipur® sterile Kochsalzlésung

Mayers Hamalaunlésung

Methanol

Trisma® Hydrochlorid

Trisma®Base

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Natriumchlorid (NaCl) min 99,5%

Objekttrager SuperFrost® Plus

Paraformaldehyd

Pasteur Pipetten

Proteinase K

Reaktionsgefalie

DakoCytomation, Glostrup,

Danemark

Merck, Darmstadt

Fresenius Kabi Deutschland GmbH,

Bad Homburg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Menzel-Glaser, Braunschweig

Merck, Darmstadt

Brand GmbH + Co, Wertheim

DakoCytomation, Glostrup,

Danemark

Brand GmbH + Co, Wertheim
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Streptavidin-AP Coniugate

Trizma® Hydrochlorid (Tris-HCI)

Xylol

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

J.T. Baker, Deventer, Holland
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Tabelle 8: Gerate

Accu Jet (Pipettierhilfe) Brand, Wertheim

Analysewaage Navigator TM Ohaus, Giessen

Axiovert 25 Lichtmikroskop Zeiss, Oberkochen

Bidestanlage GFL 2102 GFL, Burgwedel

Brutschrank Heraeus, Hanau

Canon PowerShot G5 Canon Deutschland GmbH, Krefeld

Heizschrank/Warmeschrank Heraeus, Hanau

Magnetrthrer mit Heizplatte KMO 2 basic Janke und Kunkel, Taufen

Magnetriihrer MR 2002 Heidolph, Schwabach

Mikroliterzentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau

Mikrotom HM 400R MICROM International GmbH,
Walldorf

Neubauer-Zahlkammer Zeiss, Jena

pH-Meter pH 300 Hanna Instruments, Kehl am Rhein

Prazisionswaage 2001 MP2 Sartorius, Gottingen

Research Pipetten Eppendorf, Hamburg

Sterilisator Heraeus, Hanau

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
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Tischzentrifuge (Laborfuge A)

Tischzentrifuge eppendorf centrifuge 5415D

Trockenschrank

Ultra-Turrax

Universalzentrifuge Labofuge 400R, Rotor 70.Ti

Vortex (Genie 2)

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Ehret, Emmendingen

Janke & Kunkel, Staufen

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Scientific Industries, Darmstadt
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2.2 Methoden - Immunhistochemische Farbungsprotokolle

Lymphozyten-Subpopulationen (T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen) und Makrophagen
lassen sich mittels immunhistochemischer Farbung in ihrer unterschiedlichen
Oberflachenstruktur unterscheiden (nach CD-Nomenklatur). Hierzu wurde das Gewebe
durch ein Mikrotom in 1-2 pm dicke Paraffinschnitte auf Objekttrdger gebracht.

Anschliel3end wurden die Paraffinschnitte im Kiuihlschrank bei 4° C gelagert.

2.2.1 Immunhistochemischer Nachweis der CD3, CD4, CD8, CD56, CD25,
CD45R0, CD68, CD20

Im ersten Schritt wurden die Paraffinschnitte bei 60°C fiur 2-15 Stunden gebacken. Die
Paraffinschnitte wurden mit Xylol (J.T. Baker, Deventer, Holland) 2 mal 5 Minuten
entparaffiniert und anschlieend mit Aceton (J.T. Baker, Deventer, Holland) in Tris-
Puffer (1:1) rehydriert. Die Demaskierung des Epitops erfolgte durch Kochen der
Schnitte in einem Dampfdrucktopf fur 40 Minuten in 10 mM Citratpuffer bei 95 °C
(pH=6). Bei CD 25 wurden die Paraffinschnitte nach dem Kochen mit Proteinase K
(DakoCytomation, Glostrup, Danemark) fir 6 Minuten vorbehandelt. Die Vorinkubierung
der Paraffinschnitte erfolgt durch DAKO Biotin Blocking (System Avidin/Biotin). Zur
Vermeidung unspezifischer Bindungen der Schnitte wurden sie mit fetalem Kalberserum
(Biochrom, Berlin) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die entparaffinierten
Schnitte wurden 1 Stunde bei RT mit dem o. g Antikdrper in verschiedenen
Verdinnungen (Tab. 6) inkubiert: Anti-CD-Ab (CD3, CD4, CD8, CD56, CD25, CD68,
CD20) mit Antibody Diluent (DakoCytomation, Glostrup, Danemark). Nach dreimaligem
Waschen mit einem Tris-Puffer wurden die Schnitte mit dem Kaninchen-Anti-Maus 1gG
(Dako, Hamburg, Deutschland) in einer Verdinnung von 1:400 mit Background
reducing dilusion (Dako, Hamburg, Deutschland) fur 40 Minuten inkubiert. Anschlie3end
wurden sie dreimal in Tris-Puffer gewaschen und mit alkalischer Phosphatase (AP)-
konjugiertem Streptavidin (Roche Diagnostics, Mannheim) in einer Verdinnung von
1:400 mit Background reducing dilusion (DakoCytomation, Glostrup, Danemark) fur
weitere 40 Minuten inkubiert. Die Paraffinschnitte wurden mit Anti-CDRO45-Antikorper
Ready-to-use fur 1 Stunde inkubiert. Danach wurde DAKO LSAB+System AP
(DakoCytomation, Glostrup, Danemark) fur 30 Minuten aufgebracht. Nach dreimaligem

Waschen mit Tris-Puffer erfolgte die Entwicklung der CD positiven Zellkerne durch eine
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Fuchsin-Farbreaktion. Anschlie3end erfolgte eine Kerngegenfarbung mit Hamalaun (30
Sekunden) und das Eindecken der Schnitte in Kaisers-Glyceringelatine (Merck,

Darmstadt, Deutschland).

Der positive Nachweis der oben genannten Antikdrper konnte anhand der Rotfarbung
der Zelloberflache erbracht werden. Keine Rotfarbung der Zelloberflachen war an der
Negativkontrolle (Lymphknoten) zu sehen, die anstelle des priméren Antikdrpers mit
Tris-Puffer inkubiert worden waren. Zur Auswertung der Farbung wurden die Schnitte
unter dem Mikroskop (Zeiss, Oberkochen) bei 20 x Vergrol3erung beurteilt. Die Bilder
wurden mit Canon Power Shot G5 (Canon Deutschland GmbH, Krefeld) in
verschiedener VergroRerung (10-fach, 20-fach, 40-fach, 100-fach) fotografiert. Es
wurden ,Hotspots“ ausgewahlt, wobei sich eine EML fand und sich die Infiltrate in der
Endometrioseldsionsumgebung in einem Radius von 2 mm befanden, nach H&E
gezéhlt und pro mm?2 ausgerechnet. Immunzellinfiltrate im Radius von 2 mm der
Endometrioselasion mit mehr als 10 Immunzellen wurden als Endometriose-assoziierte
Immunzellinfiltrate definiert. EMalCIl wurden hinsichtlich ihrer Anzahl pro mm?2, Zellart,
Grol3e der EMalClI (>50 Zellen = grof3, 20-50 Zellen = mittelgrof3, <20 Zellen= klein) und
Lokalisation in Bezug zur EML (lasionsnah und lasionsfern) untersucht. Fir die
statistische Analyse wurde das Programm SPSS 18 (SPSS Institute Chicago, IL, USA)
verwendet. Die Daten wurden mit dem Mann-Whitney U Test als nichtparametrischer
Test fur zwei unabhangige Variablen verglichen. Der signifikante Unterschied wurde
definiert mit p<0,01 als sehr signifikant und p <0,05 als signifikant. Die Daten wurden

dargestellt als Anzahl der EMalCl pro mm? mit Standardabweichung (+ SD).

2.2.2 Immunhistochemisches Farbungsprotokoll fur Foxp3+ (Santa Cruz Bio-
technology, INC) (1:200)

Die etablierte Farbung wurde in der Abteilung fir Pathologie CBF der Charité
durchgefiihrt. Die Farbung erfolgte fur Foxp3+ Zellen bei 12 peritonealen EM-
Paraffinschnitten (n=12). Zunachst erfolgte die Fixierung der Schnitte durch
Wasserstoffperoxid (3%H202) zur Blockierung der endogenen Peroxidase und
Rehydratierung mittels Tris-gepufferte physiologische Kochsalzlésung (Tris-Buffered
Saline, TBS ph 7,6). Der monoklonale AK Foxp3+ wurde in einer Verdinnung von
1:200 fur 30 Minuten impliziert. Danach wurden Briuckenantikérper der Kaninchen-Anti-
Ratte in einer Verdinnung von 1:200 eingesetzt, damit der APAAP-Komplex (Dako,
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Materialien und Methoden

Hamburg, Deutschland) sich anschlielend binden kann. Der Envision-PO der
Kaninchen-Anti-Ratte wurde fur 10 Minuten verwendet. Die Schnitte wurden mit
Diaminobenzidine (3,3 Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB)) fir 10 Minuten gefarbt.
Die Braunfarbung der Zelloberflache zeigte, dass einzelne Zellen positiv auf Foxp3+ in

peritonealer EM reagierten.
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Testung verschiedener CD- Marker auf Lymphknoten durch IHC auf Paraffinschnitte

3 Testung verschiedener CD-Marker auf Lymphknoten
durch IHC auf Paraffinschnitte

Backen 60° C (4 Std.)

Entparaffinieren

Kochen im Dampfgarer im Zitratpuffer 95°C (+40")
Blocken Avidin (10’) Biotin (107)

FCS (30’)

Primér Antikdrper-anti CD Ab- /1h

Kaninchen- Anti-Maus IgG -1:400 - 40°
Streptavidin-1:400-40"

Fuchsin Kernfarbung

YV V.V V V V V V V VY

Eindecken

o (¥ Minuten)

3.1 CD3+ T-Zellen

S SR, T W]

:~. & "’

Abbildung 4:

A. Dickdarmresektat LK mit CD3+ Zellen B. Dickdarmresektat LK-negativ Kontrolle
CD3- Zellen

Verdinnung 1:20

VergroBerung 40-fach
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Testung verschiedener CD- Marker auf Lymphknoten durch IHC auf Paraffinschnitte

3.2 CD4+ T-Helfer-Zellen

Abbildung 5:

A. Sigmaresektat LK mit CD4+ Zellen B. Sigmaresektat LK-negativ Kontrolle
CD4- Zellen

Verdinnung 1:20

VergroRBerung 40-fach

3.3 CD8+ zytotoxische T-Zellen

Abbildung 6:
A. lleocoecalresektat LK mit CD8+ Zellen B. lleocoecalresektat LK-negativ Kontrolle
CD8- Zellen

Verdinnung 1:50
VergrdBBerung 40-fach
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Testung verschiedener CD- Marker auf Lymphknoten durch IHC auf Paraffinschnitte

3.4 CD20+ B-Zellen

Abbildung 7:

A. Darm LK mit CD20+ Zellen B. Darm LK-negativ Kontrolle
CD20- Zellen

Verdinnung 1:50

VergrofBerung 40-fach

3.5 CD68+ Makrophagen

Abbildung 8:
A. Mesocoecaler LK mit CD68+ Zellen B. Mesocoecaler LK-negativ Kontrolle
CD68- Zellen

Verdinnung 1:200
VergroBerung 40-fach
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Testung verschiedener CD- Marker auf Lymphknoten durch IHC auf Paraffinschnitte

3.6 CD56+ NK-Zellen

Abbildung 9:

A. lleocoecalresektat LK mit CD56+ Zellen B. lleocoecalresektat LK-negativ Kontrolle
CD56- Zellen

Verdinnung 1:20 Giber Nacht

VergroRBerung 40-fach

3.7 CD25+ regulatorische T-Zellen

Abbildung 10:
A. Dickdarmresektat LK mit CD25+ Zellen B. Dickdarmresektat LK-negativ Kontrolle
CD25- Zellen

Verdinnung 1:50
Proteinase K
VergrdBBerung 40-fach
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Testung verschiedener CD- Marker auf Lymphknoten durch IHC auf Paraffinschnitte

3.8 CD45R0O-Protokoll

LSAB-Methode:

Backen 60° C (4 Std.)

entparaffiniertes Kochen im Dampfgarer im Zitratpuffer 95°C (*40")
Blocken Avidin (107) Biotin (107)

FCS (30

Primar Antikorper-anti CD45R0O Ready-to-use-1h

LSAB+System

AP Fuchsin

Kernfarbung

YV V V V V V V V VY

Eindecken

o (¥Minuten)

CD45RO+ T-Zellen

Abbildung 11:
A. LK+ mit CD45RO+ Zellen B. LK-negativ Kontrolle CD45R0O- Zellen

LSAB-Methode mit Ready-to-use AK
VergroBerung 40-fach
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Testung verschiedener CD- Marker auf Lymphknoten durch IHC auf Paraffinschnitte

3.9 Foxp3-Protokoll

APAAP- Methode

» AK-Verdinnung 1:200 (x107)
H202-3% 30°

AK (Foxp3)

TBS 30" Kaninchen/ Ratte TBS 1h
Envision-PO (Kaninchen/Ratte)
TBS 10

DAB-Entwicklung

o (¥Minuten)

V V.V V V VY

Abbildung 12:

Im Stroma der peritoneale EM wurden einzelne Foxp3+Zellen dokumentiert (braun, Pfeile)

und keine EMalCl positiv fiir Foxp3 Zellen. VergréRerung 100-fach.
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Ergebnisse

4 Ergebnisse

Auffallend haufig finden sich Immunzellinfiltrate (ICI) in unmittelbarer Umgebung von
Endometrioseldasionen, daher sollten diese in der vorliegenden Arbeit charakterisiert
werden. Dazu wurde zunachst die Anzahl und Lokalisation der ICI in den verschiedenen
Endometrioseldsionen, sowie am eutopen Endometrium bestimmt. Wir definierten
Endometriose-assoziierte Immunzellfiltrate (EMalCl) wenn diese innerhalb eines Radius
von 2 mm um die eigentliche Endometrioselasion (lasionsnah, lasionsfern) herum
auftraten. Peripher gelegene ICI nennen wir Peripherie wenn die Endometrioselasion
mehr als 4 mm entfernt war. Die EMalCl enthielten mehr als 10 Zellen. In allen
Endometrioselasionen  (peritoneale Endometriose, Adenomyose, rektovaginale
Endometriose, ovarielle Endometriose) wurden nach Hamatoxylin-Eosin Farbung

Immunzellinfiltrate beschrieben.

4.1 Hamatoxylin-Eosin (H&E) Farbung

4.1.1 Ektopes Endometrium

4.1.1.1 Peritoneale Endometriose

In der peritonealen Endometriose (n=12) sind im Radius von 2 mm der EML 3,6+0,9
EMalCl pro mm?2 darstellbar. Die Infiltrate sind nahe der EML zwischen Stromazellen
und den Drusen (in sogenannten ektopes), oder zwischen Stromazellen und dem
entsprechenden beteiligten Gewebe (im peritonealen Fett- und Bindegewebe)
(lasionsfern) angesiedelt (Abb.13).
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Abbildung 13:

EML Darstellung mit einem EMalCl (lasionsnah) und zwei EMalCl (I&asionsfern)
(H&E, VergroRRerung 10-fach).

In der Peripherie sind gelegentlich auch Immunzellinfiltrate (ICI) zu sehen. In der
peritonealen Endometriose (n=12) waren 0,7 ICI pro mm? in 3 Paraffinschnitten (n=3)
nachweisbar (Abb.14).

Abbildung 14:
Peripherie von peritonealer EM mit ICI (Pfeile) (H&E, VergréRerung 10-fach).
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4.1.1.2 Adenomyose

Die Paraffinschnitte von Patientinnen mit Adenomyose wurden nach histologischer
Schichtung (Myometrium/Endometrium) mikroskopiert (n=24). Im Myometrium (n=12)
waren 0,920,4 EMalCl pro mm2 nachweisbar.

Die EMalCl befanden sich in der Nahe der Adenomyoselésion (lasionsnah) oder im
Myometrium (lasionsfern). In der Peripherie des Myometriums waren, mittels IHC-
Farbung mit verschiedenen Markern fur Immunzellen, Ansammlungen von 5-6 Zellen zu

erkennen, aber keine Infiltrate zu sehen.

4.1.1.3 Rektovaginale Endometriose (DIE)

In den Paraffinschnitten (n=12) mit Colon- und Rektumbeteiligung infiltrierten die
Endometrioselasionen die Muscularis propria. Es gibt 2,2+0,2 EMalCl pro mm?2 in der
Umgebung dieser EML im Radius von 2 mm (lasionsnah oder zwischen den Zellen der
Muscularis propria (l&sionsfern)). Wenn die EML an der Mucosa nahe der Darmwand
lagen, waren EMalCl an der Muskulatur/Mukosarand, sowie tief in der Mucosa zu
sehen, sie waren nicht mehr als 2 mm von EML entfernt. In der Vaginalwand, auch
lasionsnah und lasionsfern in der Muscularis und entsprechend in der Mucosa,

befanden sich EMalCl. In der Peripherie waren keine Infiltrate zu sehen.

4.1.1.4 Ovarielle Endometriose

Es sind 2,9+0,5 EMalCIl pro mm? zwischen den interstitiellen Zellen oder im Cortex

ovarii gut darstellbar. In der Peripherie waren keine Infiltrate zu sehen.

Die Kontrollgewebe entsprachen endometriosefreiem Gewebe: I|&sionsfreiem
Peritoneum (NLP), Uterus myomatosus (Myometrium) (M/UM), lasionsfreien Darm

(NLD) und lasionsfreien Ovar (NLO). Sie wiesen weniger als 0,5 pro mm? Infiltrate auf.

4.1.2 Eutopes Endometrium

Im Endometrium (EN1/pEM) der Patientinnen mit peritonealer Endometriose, durch
Strichklrettage entnommen (n=12), waren ebenso Immunzellinfiltrate nachweisbar. Es

zeigten sich 2,4+0,3 EMalCl pro mm?2 im Radius von 2 mm der EML.

Im Endometrium (EN2/AM) der Patientinnen mit Adenomyose waren 0,5+0,02 EMalCl

pro mm?2 im Radius von 2 mm von der EML zu erkennen. Im Endometrium von
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endometriosefreien Patientinnen (Uterus myomatosus) (EN3"/UM) (Kontrollgruppe;
n=12) finden sich im 0,040,001 pro mm? Infiltrate.
Der Vergleich der Anzahl der EMalCI in EML in verschiedenen Zyklusphasen und die

Kontrolle dazu wurden in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: EMalCl in EML in verschiedenen Zyklusphasen und in den Kontrollgruppen
(H&E)

EM EMalCl/ grofes  mittel kleines  Kontroll ICl / mm? kleines p Wert*

Formen mm2 Infiltrat = groRes Infiltrat  gruppen +SD Infiltrat EMalCl/
Infiltrat ICI/mm?

pEM 3,6x0,9 66,6 % 16,7 % 16,7% NLP 0,5+0,02 91% 0,03

p 1,8+0,3

S 1,8+£0,3

M/AM 0,9+0,4 50% 41,6% 84%  M/UM 0,02+0,001 91% 0,008

DIE 2,240,2 41,6% 50% 8,4 % NLD 0,2+0,01 91% 0,03

Ov EM 2,9+0,5 50% 41,6% 84% NLO 0,03+0,01 91% 0,02

EN1/pEM 2,4+0,3 100% - - EN3*/UM 0,04+0,01 100% 0,02

p 1,2+0,2

S 1,240,2

EN2/AM 0,5+0,02 100 % EN3“UM 0,04+0,01 100% 0,004

In allen EML waren im Vergleich zu den korrespondierenden Kontrollgeweben deutlich
mehr EMalCl nachweisbar. Es gab signifikante Unterschiede in der Anzahl der EMalCl
zwischen den verschiedenen Formen der EM (pEM, DIE und OvVEM) und den
Kontrollgruppen (p<0,05). Im Man Whitney Test zeigte sich ein sehr signifikanter
Unterschied in der Anzahl der EMalCl zwischen dem Myometrium der Adenomyose
(M/AM) und dem Myometrium der Uterus myomatosus EN3* /UM (p<0,01) (Graphik 1).
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Grafik 1:

Verteilung der EMalCl pro mm?2 innerhalb des Radius von 2 mm von EML in
unterschiedlichen EM Formen (n=60) und in den Kontrollen (n=60); ** p<0,01, *p<0,05

Die Abradatmaterialien von Patientinnen mit peritonealer EM beinhalten eine signifikant
erhohte Anzahl der EMalCl im Vergleich zur Anzahl der ICI der Endometriumproben
von Patientinnen mit Adenomyose und den Endometriumkontrollproben (EN1 versus
EN3 (2,4 £ 0.3 versus 0,04 = 0,01), sowie eine sehr signifikant erh6hte Anzahl der
EMalCl (EN2 versus EN3 (0,5 = 0,02 versus 0,04 + 0,01)) (Graphik 2).
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Grafik 2:

Verteilung der EMalCl pro mm2 im Endometrium von Patientinnen mit pEM (EN1),
Endometrium von Adenomyose (EN2) und Endometrium von EM-freien Patientinnen
(Uterus myomatosus) (EN3 K/UM) ** p<0,01, *p<0,05
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Des Weiteren wurden bei den EMalCl die verschiedenen Gro3en dokumentiert. Zu
besseren Unterscheidung und Charakterisierung wurden die EMalCl nach GrofRen
aufgrund wissenschaftlicher Aspekte geordnet. Bei der pEM konnten 66,6% grofe,
16,7% mittelgroRe und 16,7% kleine EMalCl ermittelt werden. Im Myometrium der
Adenomyose konnten 50% grol3e, 41,6% mittelgroBe und 8,4% kleine EMalCl
festgestellt werden. In der DIE Gruppe waren es 41,6% grof3e, 50% mittelgrof3e und
8,4% kleine EMalCI. In der ovarielle EM befanden sich 50% groRRe, 41,6% mittelgrolRe
und 8,4% kleine EMalCI. In den Kontrollgruppen konnte 91% als kleine ICI beschrieben

werden.

Die meisten und gré3ten EMalCl fanden sich in den peritonealen EML. Im Myometrium
der Adenomyose waren die EMalCl reduziert und kleiner im Vergleich zu anderen
Endometrioseformen.

Die EMalCl im Endometrium von Patientinnen mit pEM (EN1/pEM) waren alle grof3. Im
Kontrast dazu zeigte das Endometrium von Adenomyose (EN2) lediglich 100 % kleine

EMalCl. In den Kontrollgruppen waren auch kleine Infiltrate in allen Proben.
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4.2 Immunhistochemische Charakterisierung von Immunzellen in

Endometriose-assoziierten Infiltraten

4.2.1 Ektopes Endometrium

Mittels IHC-Farbung liel3en sich die Immunzellen gut von Stromazellen differenzieren.
So konnten folgende Immunzellen charakterisiert werden: T-Lymphozyten (CD3+,
CD4+, CD8+, CD45RO+), B-Lymphozyten (CD20+) und Makrophagen (CD68+)
(Tabelle 10).

4.2.1.1 T-Lymphozyten

Abbildung 15:
Immunhistochemische Darstellung der ldsionsnah (rot, Blockpfeile)/lasionsfern (rot,
Pfeile) EMalCl (T-Lymphozyten(CD3+)) in der peritonealen EML (Vergréerung 40-fach).
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Abbildung 16:
Immunhistochemische Ubersicht der EMalCl (CD3+) in der Adenomyose (rot)
(VergréRerung 10-fach).

Abbildung 17:

Immunhistochemische Darstellung der EMalCl (CD3+) in der rektovaginalen EM
(lasionsnah; rot). Zwei lasionsferne EMalCl tief in der Mucosa der Darmwand (Pfeile).
(VergréRerung 40-fach).

Abbildung 18:
Immunhistochemische Darstellung der EMalCl (CD3+) in der Umgebung der ovariellen
EML (rot, Pfeile) (VergrdéRBerung 40-fach).
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4.2.1.2 B-Lymphozyten

Abbildung 19:
Immunhistochemische Darstellung der CD20+(B-Lymphozyten) in EMalCl in einer pEML
(lasionsnah) (rot, Pfeile) (VergréRRerung 40-fach).

Abbildung 20:
Immunhistochemische Darstellung der CD20+(B-Lymphozyten) in EMalCl in der

Adenomyose (lasionsnah) (rot, Pfeile) (VergrdofRerung 40-fach).

4.2.1.3 Makrophagen

Abbildung 21:
Immunhistochemische Darstellung der CD68+ in EMalCl (lasionsnah)(Blockpfeile) und
einzelne Zellen im Stroma der EML (Pfeile) in der pEML (VergréRerung 40-fach).
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Abbildung 22:
Immunhistochemische Darstellung der CD68+ in EMalCl (lasionsfern)(Blockpfeile) und
einzelne CD68+ Zellen im Stroma der EML in der pEML (Pfeile) (VergréRBerung 40-fach).

Eine wichtige Entdeckung war, dass auch nach mehrfachen Farbungen keine NK-Zellen
(CD56+) und keine regulatorischen T-Zellen (IL-2 Rezeptor) (CD25+) in EMalCl
nachweisbar waren. (Abbildung 23,24).

Die Abbildung 23 zeigt einen peritonealen EM-Herd mit einen EMalCl negativ fur NK

(CD56-). Es lassen sich zwei einzelne CD56+Zellen im Stroma der EML darstellen.

Abbildung 23:
Immunhistochemische Darstellung der EMalCl negativ fir NK (CD56-) (Blockpfeile). Zwei
CD56+ einzelne Zellen im Stroma der EML(Pfeile) (VergréRerung 40-fach).

Ebenso waren keine regulatorischen T-Zellen (CD25+) in EMalCl zu erkennen. Es
exprimierten lediglich einzelne disseminierte Zellen Foxp3+ und wurden so als T-reg
Zellen charakterisiert (Abbildung 12).
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Abbildung 24:
Immunhistochemische Darstellung der EMalCl negativ fir IL-2 Rezeptor (T-regCD25-)
(Blockpfeile). Einzelne CD25+ im Stroma der pEML (Pfeile) (VergroRRerung 40-fach).

Die Abbildung 25 A zeigt einen peritonealen EM-Herd mit einem EMalCl, welcher
negativ fur B-Zellen war. Nach IHC Farbung zeigte das oben genannte EMalCl eine
positive Farbung fur T-Zellen (rot).

Abbildung 25:

In Serienschnitten Expression von Antikdrpermarkern negativ fur B-Zellen (CD20-)
(Blockpfeile) (A) und positiv fur T-Zellen (CD3+) (Pfeile) (B) in EMalCl (rot, Pfeile); C.
CD4+ (rot, Pfeile), D. CD8+ (rot, Pfeile), E. CD45R0O+ (rot, Pfeile) (VergrdRerung 40-fach).
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Auf der Abbildung 26 ist ein Ausschnitt aus der Peripherie einer pEM mit einem grof3en
und einem kleinen CD3 positiv nach IHC Farbung ICI dargestellt.

Abbildung 26:
Peripherie mit einem groRen und einem kleinen ICI (CD3+) bei pEM (VergrdéRBerung 10-
fach).

4.2.2 Eutopes Endometrium

Auf den Abbildungen sind CD3 + EMalCl (Abb. 27 A, B, C) im Endometrium von
Patientinnen mit pEM (EN1), im Endometrium von Adenomyose (EN2) und im

Endometrium von Uterus myomatosus (EN3¥) dargestellt.

Abbildung 27:

Immunhistochemische Darstellung der CD3+ EMalCl in EN1 (Endometrium von
Patientinnen mit pEM), EN2 (Endometrium von Adenomyose), EN3* (Endometrium von
EM-freien Patientinnen (Uterus myomatosus)) (rot, Pfeile) (Vergrof3erung 20-fach).
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Die verschiedenen Gro3en der EMalClI in immunhistochemischer Farbung sind in der
Abbildung 28 dargestellt. Grol3e EMalCl beinhalten mehr als 50 Immunzellen. Weniger
als 50 Immunzellen bilden mittelgrof3e Infiltrate. Kleine EMalCl beinhalten weniger als

20 Immunzellen.

Abbildung 28:
Immunhistochemische Darstellung von EMalCl in verschiedenen GrdfRen A. grol3es

(> 50 Immunzellen) in der peritonealen EM, B. mittelgrofRes (50< Immunzellen) Infiltrat in
der peritonealen EM, C. kleines Infiltrat (<20 Immunzellen) in Adenomyose,
immunhistochemischer Marker CD3+ (T-Lymphozyten) (rot, Pfeile) (VergréRerung 40-
fach).
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Tabelle 10: Die immunhistochemische Verteilung der EMalCl pro mm2in unterschiedlichen EM-Formen und in verschiedenen
Zyklusphasen und in den Kontrollen.
EM
Formen p EM NLP p-Wert | M(AM) | M(UM) | p-Wert | DIE NLD Ov NLO p-Wert | EN1 EN2 EN3* p-Wert | p-Wert
PEM/ M(AM)/ EM OVEM/ | (pEM) (AM) (UM) | EN1/ | EN2/
NLP M(UM) NLO EN3“ | EN3*

EMalCl

pro mm?2

CD3+ 0.1 *0,04 0,04 0,0045 | 0,04 0,004 | 0,0019 | 0,06 0,09 | 0,09 |0,02 0,0075 | 0,09+0,03 0,02 0,004 | 0.005 | 0,0015
+0,02 +0,02 | 0,003 +0,03 | +0,03 | 0,03 | +0,02 +0,01 +0,004

(p/s) 0,09/0,08 0,09/0,06

CD4+ 009*0,02 | 003 0,0035 | 0,03 0,003 | 0,0035 | 0,04 0,08 | 007 |001 0.0015 | 0,08+0,02 0,01 0,003 | 0.005 | 0,0023
+0,01 +0,01 | 0,002 +0,02 | +0,02 | 0,03 | +0,01 +0,001 | +0,003

(p/s) 0,1/0,1 0,06/0,09

CD8+ 0,08 £0,02 0,02 0,0042 | 0,02 0,004 | 0,0032 | 0,03 0,08 | 006 |001 0,008 | 0,08+0,02 0,01 0,004 | 0.005 | 0,0026
+0,01 +0,01 | 0,002 +0,02 | +0,02 | 0,03 | +0,01 +0,001 | +000,4

(p/s) 0,08/0,09 0,09/0,07

CD45RO+ | 0030001 | 0,004 | 0,0017 | 0,006 | 0,004 | 0,0035 | 0,004 | 0,03 | 0,04 | 0,006 0,0012 | 0,005+0,003 | 0,007 nd nd 0,0035
+0,004 +0,004 | +0,002 +0,002 | +0,01 | #0,02 | 0,003 +0,005

(p/s) 0,003/0,003 0,002/0,03

CD68+ 0,09 0,03 0,01 0,0032 | 0,05 0,004 | 0,005 | 0,06 0,03 | 0,08 | 0,002 0,004 | 0,04+0,03 0,01 0,002 | 0.004 | 0.0017
+0,01 +0,03 | 0,002 +0,03 | +0,01 | 0,04 | 0,002 +0,01 +0,002

(p/s) 0.09/0,1 0,03/0,029

CD20+ 0,08 £0,06 0,004 | 0,0035 | 0,01 0,004 | 0,0015 | 0,009 | 0,05 | 0,06 | 0,001 0,0023 | 0,03+0,02 0,001 nd nd 0,04
+0,02 +0,01 | 0,004 +0,004 | +0,03 | +0,03 | 0,001 +0,001

(p/s) 0,09/0,1 0,03/0,029
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5 Diskussion

Die Infiltration von Lymphozyten und Makrophagen in das ektope Endometrium ist ein
seit langem bekannter entzundlicher Prozess in der Pathogenese der Endometriose
(35). Es finden sich neben den einzelnen Immunzellen aber auch Immunzellinfiltrate
(ICl) in allen EM-Lasionen (EMalCl), die nochmals in lasionsnah und lasionsfern
eingeteilt werden. Diese werden in dieser Arbeit erstmals beschrieben und
charakterisiert.

Es finden sich vor allem vermehrt Lymphozyten und Makrophagen in den EMalCl. Die
Lymphozyten scheinen allerdings das ektope Endometrium nicht zu attackieren oder
beseitigen zu kdnnen. Im Gegenteil sie scheinen sogar eher ein weiteres proliferatives
Wachstum zu férdern und unterstitzen so moglicherweise die Persistenz des ektopen
Gewebes (51).

Unsere Resultate zeigen, dass sich spezifische Untergruppen von EMalCl wie CD3+,
CD4+, CD8+ Phenotypen in groBer Anzahl besonders in peritonealen
Endometriseldsionen, im Vergleich zu anderen Untergruppen der Immunzellen und
anderen Lokalisationen der Endometriose, befinden. Die Frage, warum T-Lymphozyten
Cluster bilden, bleibt noch unklar. Es gibt signifikante Unterschiede beziglich der
EMalCl in den Abradatmaterialien von Patientinnen mit peritonealer EM (eutopes
Endometrium), wenn man diese mit Endometriumproben von Patientinnen mit
Adenomyose und mit den Endometrium-Kontrollproben vergleicht. Viele Forscher
berichten Uber Unterschiede zwischen dem eutopen Endometrium von Frauen mit
Endometriose und dem Endometrium von endometriosefreien Frauen (29). Die grol3e
Anzahl von T-Zellen (CD3+, CD4+, CD8+) in den Endometrioseproben koénnte
theoretisch durch eine Stérung des Immunsystems der Patientinnen erklart werden,
dass in der Regel die normale Anzahl der Zellen durch genetisch vorgegebene Limits
aufweist. Die Verringerung der uUbrigen Endometriosezellen kdnnte ein innerer
Kontrollmechanismus des menschlichen Koérpers sein, um die spezifische Umgebung
innerhalb des Cavum uteri zu erhalten. Der Umstand scheint auch aus der ektopischen
Implantierung, der exorbitanten Anzahl von Endometriosezellen, und durch den
Regurgitationsmechanismus des Menstruationsflusses vom Cavum uteri in Richtung

Peritoneum zu resultieren (15).
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In der Peripherie von peritonealen EML werden auch ICI nachgewiesen (Abbildung 14).
Dies konnte erklaren, warum die Patientinnen auch bei kleineren Herden schon diffus
starke Schmerzen haben kénnen. Man kénnte die Frage stellen, ob die Immunzellen als
Reaktion auf die ektopen Endometriumszellen aktiv werden, oder ob ein veradndertes
immunologisches Milieu die Voraussetzung fiir Endometrioseentstehung ist. Es bleibt
unklar welche Kausalitat hier zugrunde liegt, und eine Antwort darauf kann nicht
gegeben werden.

Makrophagen gehdren zur angeborenen Immunabwehr. Die Anzahl der Makrophagen
ist in allen EML erhéht. Viele Forscher meinen, dass CD68+ Monozytes/Macrophages
bei Endometriose-Patientinnen die Entwicklung der EML durch Aktivierung und
Proliferation der Zytokin-stimulierten Zellen provozieren. Das koénnte ein
kompensatorischer Mechanismus aufgrund einer spezifischen Immunantwort sein (52,
53).

Die Subpopulationen von T-Lymphozyten, die IL-2R (CD25+Foxp3+) exprimieren, die
sogenannten regulatorischen T-Zellen, konnten nicht in EMalCl nachgewiesen werden.
Regulatorische T-Zellen (CD25+) Foxp3+ sind essentiell an der Homdostase des
Immunsystems und an der Entstehung der Immunsuppression im Uterus beteiligt.
CD25+Foxp3 Zellen sind im Stroma der pEML beschrieben worden, aber nicht in der
Umgebung des Peritoneums (35). Immunologisch regulatorische T-Zellen hemmen
durch IL-10 und TGF-R die T-Helfer (CD4+) und die zytotoxischen T-Lymphozyten
(CD8+). Im normalen physiologischen Zustand kdnnen chronische T-Zell-Stimulationen
schaden. Die fehlenden IL-2R kdénnen zu einer unkontrollierten Produktion von neuen T-
Zellen fuhren. AulRerdem scheinen es die fehlenden IL-2R nicht zu schaffen, die
Proliferation von T-Zellen zu blockieren und erlauben das Uberleben und die
Implantation von Endometriosezellen.

Memory (CD45RO+) Zellen sind auch in EMalCl nachgewiesen worden. Diese
Ergebnisse sprechen dafiir, dass T-Lymphozyten in ihrer Aktivitat (54) unterschiedlich
sind.

Weiterhin scheint die Anzahl an nattrlichen Killerzellen (NK Zellen) (CD56+) in EMalCI
stark reduziert zu sein. Metter et al. zeigten eine niedrige Anzahl von NK-Zellen im
Endometrium von Patientinnen mit Endometriose (55). Das Fehlen der CD56+NK
Zellen in EMalCl bedeutet, dass die NK Aktivitat reduziert ist. Eigene Untersuchungen

haben gezeigt, dass sich NK-Zellen in niedriger Anzahl am Epithel und im Stroma mit
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reduzierter Aktivitat (4, 32, 55) befinden. Bei diesen Faktoren geht man davon aus, dass
bei den NK die Fahigkeit fehlt, sich in Gruppen und zu Clustern zu formieren.

EMalCl, charakterisiert durch B-Lymphozyten (CD20+) sind grof3 und ihre Anzahl ist im
Vergleich zum Kontrollendometrium erhéht. Die Anzahl von B-Lymphozyten bei Frauen
mit EM konnte kausal fur die erhdhte Anzahl von AK verantwortlich sein. Es wird immer
wieder diskutiert, ob Endometriose auch durch Auto-AK moduliert wird und ursachlich
dafur ist, dass das Immunsystem EM-Zellen nur ungenigend eliminiert (40). Die
Produktion von unterschiedlichen Auto-AK kann eine Hauptursache fir eine mdgliche
Sterilitat der EM-Patientinnen sein (56).

In den AM ist sowohl die Anzahl der EMalCl signifikant reduziert als auch ihre Grof3e. In
vielen vorausgehenden Studien wurde bewiesen, dass die AML mehr dem eutopen
Endometrium &hneln als einem ektopen Endometrium.

Die Immuntheorie als mdgliche Pathogenese der EM versucht die verschiedenen Arten
der EM zu erklaren. Es wird vermutet, dass die Immunzellen durch unbekannte
Faktoren zur Ausbildung von Zellclustern mit unterschiedlichen Aktivitatsstadien
stimuliert werden, wodurch eine stimulierte Invasion und ein zusatzliches
Wachstumspotential vom EM-Gewebe aulRerhalb der Geb&armutter erfolgen.

Im Augenblick ist es noch unklar, welche spezifische Stimulation diese Immunreaktion
hervorruft. Im Tierversuch wurde nachgewiesen, dass nach immunologischer
Stimulation durch Komplementfaktoren und durch Zytokine im Uterusgewebe von
Ratten, der  chemotaktische Effekt  daraus auf  Lymphozyten und
Monozytes/Makrophages induziert die Proliferation von Endometriumzellen (57) (58).
Bei der Endometriose existiert eine gestorte Homobostase im Sinne einer
immunologischen Dysbalance oder Defekt. Es bleibt noch unklar ob die EMalCl durch
Chemokine und Zytokine eine Entzindung provoziert, oder ob es eine Abwehrreaktion
des Korpers darstellt (Abb. 29).
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Abbildung 29:

Die immunologische Rolle der EMalCl in Endometriose
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6 Zusammenfassung

Neben den bekannten T- und B- Lymphozyten und Makrophagen direkt am Epithel und
den Stromazellen der EML fanden sich Endometriose-assoziierte Immunzellinfiltrate
(EMalCl) in der Umgebung der EML (Radius 2 mm). Diese EMalCl konnten in allen EM-
Formen (peritoneale Endometriose, Adenomyose, rektovaginale Endometriose (DIE)
und ovarielle Endometriose) nachgewiesen werden.

Mittels IHC Farbung konnten die Immunzellen: T- Lymphozyten (CD3+, CD4+, CD8+,
CD45R0O+), B-Lymphozyten (CD20+) und Makrophagen (CD68+) charakterisiert
werden. In allen EML waren im Vergleich zu den korrespondierenden Kontrollgeweben
deutlich mehr EMalCl nachweisbar. Die meisten und gréf3ten EMalCl fanden sich in
den peritonealen EML. In der Adenomyose waren die EMalCl reduziert und kleiner im
Vergleich zu anderen Endometrioseformen. Nach mehrfachen Farbungen waren keine
NK-Zellen (CD56-) und keine regulatorischen T-Zellen (CD25-, Foxp3-) in EMalCl

nachweisbar.

Erstmals wurden Endometriose-assoziierte  Immunzellinfiltrate  (EMalCIl) in
verschiedenen Endometrioselasionen immunhistochemisch charakterisiert (Abb.30). Es
konnte erstmals systematisch gezeigt werden, dass neben bekannten singularen
Immunzellen die Endometrioselasionen von diesen IClI umgeben sind, die eine

Umgebungsreaktion zeigen.

Neuen Theorien zufolge, spielt eine immunologische Komponente in der Pathogenese
der Erkrankung eine wichtige Rolle (4). Auffallig h&ufig findet man in unmittelbarer
Umgebung von Endometrioselasionen Immunzellinfiltrate, deren Rolle in der
Pathogenese der Endometriose vollig ungeklart ist. Fraglich ist, ob das Immunsystem
ursachlich fur die Pathogenese der Endometriose verantwortlich ist, oder ob UbermaRig

aktivierte retrograd menstruierende Zellen zu Endometriose fiihren.

Unbekannt ist auch, ob das Vorhandensein von Immuninfiltraten als inflammatorische
Reaktion die Lasionen erweitert, oder ob vielleicht auch die Immunzellinfiltrate einfach

eine Abwehrreaktion des Kdrpers repréasentieren.
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Die Lymphozyten sind die Waffen des Immunsystems. lhre Aufgabe ist es, offensiv zu
agieren und zu eliminieren, was fremd fur sie ist oder sich nicht an der richtigen Stelle
befindet. In diesem Fall schaffen es die Immunzellen nicht, das ektope Endometrium zu
beseitigen. Je mehr ektopes Endometrium vorhanden ist, desto mehr Lymphozyten sind

an diesen Stellen zu beobachten.

Endometriose ist ein komplexer Prozess und betrifft unterschiedliche Immunzellen,
Zytokine und andere Immunmodulatoren. Eine weitere Analyse ware erforderlich, um zu
klaren, ob in der Tiefe eine Zell-Zell-Interaktion bei der Endometriose stattfindet. Ein
Nachweis dieser Interaktion konnte die Pathogenese der Endometriose in einem neuen

Licht erscheinen lassen.

Abbildung 30:

CD8+ EMalCI (lasionsnah) in der peritonealen Endometriose. (VergréRerung 40-fach).
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