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Zusammenfassung
Immunhistochemische Untersuchung des Stammzellmarkers Sox-2 in Lymphknoten von

Endometriosepatientinnen

Inna Danielyan

Die Endometriose ist eine bislang nur unzureichend verstandene Erkrankung, bei der trotz des
benignen Grundcharakters die Erkrankung fiir viele betroffene Patientinnen eine grofle Belastung
darstellt, da diese mangels addquater Therapien hiufige Operationen notwendig machen kann.
Arbeiten unserer und weiteren Arbeitsgruppen weisen darauf hin, dass eine fehlgeleitete
Stammzellfunktion das Entstehen der Endometriose begiinstigen kann, da ektop verschleppte
endometriale Stammzellen unter anderem aufgrund ihres unlimitierten proliferativen Potentials
die Entstehung von Endometrioseherden begiinstigen.

Hierbei konnte eine Fehlexpression des adulten Stammzellmarkers Sox-2, eines pluripotenz-
assoziierten Transkriptionsfaktors nach Daten unserer Arbeitsgruppe eine besondere Rolle
spielen. Im Rahmen dieses Projektes untersuchten wir die Hypothese, dass Sox-2 positive
Stammzellen iiber den Weg der lymphovaskulidren Metastasierung an ektope Orte gelangen und
somit zur Pathogenese der Erkrankung beitragen. Mittels Immunhistochemie wurde in Sentinel-
Lymphknoten und zufillig gewonnenen Lymphknoten von Endometriosepatientinnen erstmals
eine vergleichende Expression sowie eine mit Ostrogen- und Progesteronrezeptoren assoziierte
Expression von Sox-2 charakterisiert. Via Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie konnte eine
Kolokalisation von Sox-2 und Ostrogenrezeptoren gezeigt werden.

Die hier erstmals dargestellten Daten konnten ein Ausgangspunkt fiir die zukiinftige

Entwicklung von therapeutischen Mdglichkeiten der Endometriose werden.
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1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Der Aufbau der hypotalamus-hypophysidr—ovarialen Achse wihrend der Pubertdt, mit der
folgenden Ausbildung steuernder hormoneller Impulse ist fiir das funktionelle Endometrium
verantwortlich (Petraglia et al., 2008). Das Endometrium ist ein dynamisches Gewebe, das sich
wihrend der gesamten reproduktiven Phase einer Frau zyklischen Anderungen, wie dem
Wachstum, der Erneuerung, der Differenzierung und dem Abbau unterzieht. Binnen eines Zyklus
wichst das Endometrium von 0.5 bis 7 mm rund 400 Mal zwischen der Pubertit und der

Menopause.

Das Endometrium hat zwei Schichten: Die basale Schicht, die wihrend der Menstruation
erhalten beibt, und die funktionale Schicht, die jeden Monat fast komplett abgebaut wird. Die
hohen regenerativen Fédhigkeiten des funktionalen Endometriums regten zu der Hypothese an,
dass diese Regenerationfdhigkeit durch spezielle Zellen bedingt ist. Aus diesem Grund wurde die

Existenz somatischer Stammzellen im Endometrium postuliert (Teixeira et al., 2008).

2004 wurde die Anwesenheit der Stammzellmarker, c-Kit/CD117 und CD34 im humanen
Endometrium zwischen der fetalen und postmenopausalen Periode nachgewiesen. CD117 ist ein
Zelloberflichenmarker, der himatopoetische Zellen und Keimzellen kennzeichnet, und spielt eine
grole Rolle in der Differenzierung und Proliferation. CD34 kennzeichnet hidmatopoetische
multipotente Stammzellen, die sich in alle Zelltypen des Blutes entwickeln konnen. Zusétzlich
wurde auch festgestellt, dass diese Zellen sich im stromalen Anteil des basalen Endometriums
befinden und demgemil3 die AbstoBung wéhrend der Menstruation vermeiden ( Cho et al., 2004).
Chan et al. haben in einer Studie koloniebildende Eigenschaften der endometrialen Zellen
nachgewiesen. Laut dieser Studie besitzen 0,22% der ephitelialen und 1,25% der stromalen Zellen
in humanem Endometrium ein hohes proliferatives Potenzial, und bilden daher eine
wahrscheinliche Quelle fiir die erhohte proliferative Kapazitidt des Endometriums ( Chan et al.,

2004).



Die mogliche Existenz aus dem Knochenmark stammender Stammzellen im Endometrium wurde
in Knochenmark-Transplantatempfangern mit unterschiedlicher HLA-Signatur von Spender und
Empfinger untersucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die vom Donor kommenden
Knochenmarksstammzellen sich sowohl in dem ephitelialen als auch stromalen Anteil des neu

gebildeten Endometriums des Empfingers nachweisen lassen (Taylor et al., 2004).

Die Rolle vom Kochenmark abstammender Stammzellen in humanem Endometrium, als Mediator
regenerativer Prozesse unter pathologischen Bedingungen ist Anlass fiir aktuelle Diskussionen.
Eine geschidigte endometriale Nische konnte ein Signal fiir die Reaktivierung der Besiedlung von

den Knochenmarkstammzellen sein (Cervello et al., 2012).

Die Beteiligung endometrialer Stammzellen in der Pathogenese gynikologischer Krankheiten, wie
der Endometriose und des endometrialen Karzinoms, scheint sehr wahrscheinlich zu sein. Garget
und Chan haben erlédutert, dass die Dysregulation der Stammzellen im Endometrium als ein Schub
beziehungsweise ein Ausgangspunkt fiir die Entwicklung der proliferativen Erkrankungen des
Endometriums fungieren konnte (Gargett & Chan, 2006). Diese Einschétzung teilten auch Oliveira
et al (Oliveira et al., 2012). Fiir die Bestimmung des stabilen Phénotyps endometrialer
Stammzellen wurden stromale Zellen des Endometriums geziichtet und die Anwesenheit von
spezifischen Markern, wie CD146, CD105, CD73, CD90, CD73, MS11, NOTCH-1 and SOX-2
gepriift (Schiiring et al., 2011). Durch in vitro-Differenzierungsexperimente konnte hierbei das
multipotante Differenzierungspotential dieser Zellen nachgewiesen werden, da sich unter
geeigneten Kulturbedingungen die Zellen in Knochen-, Knorpel-, und Adipozyten-dhnliche Zellen
differenzieren lieBen. Dariiber hinaus konnten Arbeiten der hiesigen Arbeitsgruppe erstmals eine
erhohte Expression von Stammzellmarkern (Musashi-1, SOX-2) in Endometriosegewebe im

Vergleich zu gesundem sekretorischem Endometrium nachweisen (Gotte et al., 2008, 2011).

Die Pathogenese, die Verbreitungswege der Endometriose und weitere mogliche beteiligte
Faktoren beinhalten noch viele unbeantwortete Fragen. Eine dieser Fragen ist, ob das lymphatische
System eine relevante Rolle fiir die allgemeine Pathogenese, die Rezidivhdufigkeit und die

Progression der Krankheit spielen kann.

Mechsner et al konnten in den letzten Jahren zeigen, dass Endometriosezellen sehr wahrscheinlich

iiber LymphgefiBe in entsprechende regiondre Lymphknoten verschleppt werden konnten



(Mechsner et al., 2008, Mechsner et al., 2009). Nach einer Sentinellymphnotenmarkierung bei
sicht/tastbarer rektovaginaler Endometriose konnten gezielt in diesen Lymphknoten in 30% der
Fille Endometrioseldsionen und in 73 % der Fille ER- und PR-positive freie Zellen nachgewiesen
werden, die Endometriosecharakter haben. Passend dazu sind auch Lymphgefdle sowohl in
peritonealen als auch in tief infiltrierenden Endometrioseldsionen nachweisbar. Der hohe Anteil an
unreifen Lymphgefden ldsst dabei auf eine hohe Lymphangiogeneseaktivitit schlieBen (Keichel

etal, 2011, Reichert 2012).

Wihrend einer Operation werden nur die sichtbaren endometrialen Herde entfernt, so dass
moglicherweise in den Lymphknoten enthaltene Endometriosezellen unbeschidigt bleiben und
konnen als eine Zielstruktur fiir die nachoperative hormonelle Stimulation dienen. Solche
aktivierten, Endometriose ausldosenden Zellen konnten in den Lymphknoten eine unbestimmte

Zeit verbleiben und schlieBlich zu einem Rezidiv fithren (Clemens et al., 2011).

1.2 Der Uterus und das Endometrium

Der Uterus ist ein birnenformiges Organ mit ungefdhr 7-9 cm Lénge. Er besteht anatomisch aus
dem Korpus uteri und Cervix uteri. Das {iber der Tubenmiindung liegende Segment des Korpus
uteri wird Fundus uteri genannt. Die zwei Teile der Cervix uteri werden entsprechend ihrer

Lokalisation als Portio vaginalis und Portio supravaginalis bezeichnet.
Die Wand des Uterus umfasst von innen nach auflen die drei folgenden Schichten:
¢ Endometrium

Das Endometrium enthélt die Lamina functionalis und die Lamina basalis und ist an den
zyklischen Verdnderungen beteiligt. Histologisch ldsst sich einschichtiges hochprismatisches

Zylinderepithel erkennen.

Die Lamina funktionalis wird zyklusabhdngig mit den sezernierenden Driisen abgestofen,
wiéhrend die Lamina basalis, in der sich neben dem Bindgewebe auch basale Driisenanteile und

Gefdlle befinden, in der Desquamationphase persistiert.
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e Myometrium

Das Myometrium wird mit den Kreismuskeln und Langmuskeln repridsentiert, wobei die

helicalen Muskelfasern aus der Tiefe in die Deckschichten fithren.
e Perimetrium

Das Perimetrium ist eine Ausstiilpung des parietalen Peritoneums, welches an das viszerale

Peritoneum an die anliegenden Organe angrenzt.

(Stauber & Weyerstahl, 2007)

1.3 Endometriose

Endometriose ist eine chronische, gutartige Erkrankung, bei der sich endometriale Driisen und
Stomazellen auBerhalb der Uterushohle befinden und ektope Herde bilden. Die Beschwerden
bei den Betroffenen sind Dysmennorhd, Unterbauchschmerzen, Miktions- und
Defikationsschmerzen sowie unerfiillter Kinderwunsch. Von 6% bis 10% der weiblichen

Population sind 35-50% der Frauen mit Beckenschmerzen betroffen. (Sasson et al., 2008).

Die Enstehung und die Pathogenese der Endometriose ist komplex und wird immer noch
kontrovers diskutieret. Allerdings gibt es verschiedene Theorien, durch die die Enstehung der

Endometriose erklart werden konnte.

1.3.1 Pathogenese

Die bekannteste Theorie ist die Theorie der retrograden Menstruation. Diese Theorie stiitzt sich
auf das Phidnomen der retrograden Menstruation durch die Eileiter in der Bauchhdhle (Sampson
JA.,1927). Laparaskopische Untersuchungen haben nachgewiesen, dass 76- 90 % der
menstruierenden Frauen mit offenen Eileitern eine retrograde Menstruation haben. AufBlerdem

wird behauptet, dass die Frauen mit der Endometriose einen groferen Umfang der retrograden
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Menstruation und auch ein abnormales myometrales Kontraktionsverhéltnis im Vergleich zu den

Gesunden haben (Halme et al., 1984; Liu et al., 1986; Salamanca et al., 1995).

Eine weitere Theorie basiert auf der Metaplasie des Zolomepithels, infolge einer noch unklaren,
moglicherweise inflammatorischen Stimulation. Diese Theorie bezieht sich auf eine Metaplasie
der viszeralen und abdominalen Peritonealzellen. Die Verteidiger dieser Hypothese gehen davon
aus, dass das Thoraxperitoneum, Bauchperitomeum, das Beckenperitoneum sowie die
Miillerschen Ginge von der selben zélomischen Wand des Embryos entstehen (Gruenwald P.,

1942).

Die Embryonic Rest Theorie geht davon aus, dass die urspriinglichen Miillerschen Zellen in der
Bauchhohle unter bestimmten Umstdnden das Wachstum der endometrialen Herde verursachen
(Von Recklinghausen., 1896). Die endometrialen Herde in der Migrationsbahn des Miillerschen

Systems unterstiitzen diese Theorie (Isaac et al., 2008).

Die lymphatische bzw. hematologische Ausbreitung von Endometriose wird ebenfalls als ein
moglicher Ausdehnungsweg  betrachtet (Halban., 1924). Mikrovaskulidre Studien des
lymphatischen Flusses vom Uterus zu den Ovarien haben das mdgliche Zusammenspiel des
lymphatischen Systems in der Etiologie des Ovarialkarzinoms dargestellt (Hey-Cuningham et al.,
2011). Die deutlichsten Hinweise auf die gutartige Metastasierung der Endometriose weit vom
Uterus bilden die klinischen Félle der Knochen-, Lungen-, und Gehirnendometriose (Jubanyik et

al., 1997).

Die Transplantatonstheorie beschreibt die Beobachtung, dass einige ektope Herde an bereits
operierten Stellen, wie Sectio caesarea und Episiotomie, gefunden worden sind (Novac et al.,

1995; Pasalega et al., 2011).

Die Endometriose scheint eine komplexe Krankheit zu sein und braucht verschiedene Attribute
um sich entwickeln zu konnen, ndmlich die Anwesenheit von endometrialen Driisen und
Stromazellen, Adhision endometrialen Zellen aullerhalb der Uterushohle, Invasion ins Gewebe,
Erhaltung und Wachstum (Jani et al., 2010). Die ektopen endometrialen Herde entwickeln sich
selbstandig und daher sind sie schlecht kontrollierbar. Sie weisen eine Angiogenese auf und sind

in der Lage, auf hormonelle Stimulation zu reagieren ( Pasalega et al., 2011).
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1.3.2 Diagnose

Die Endometriose wird mittels laporoskopischer Inspektion mit Biopsie diagnostiziert. Die
korperliche Untersuchung sowie bildgebende Verfahren, wie Ultraschall und MRT und die

Laboruntersuchung von CA 125 liefern zusitzliche diagnostische Informationen.

Die laporoskopische Visualisierung der ektopen endometrialen Herde stellt makroskopisch
sichtbare rote, schwarze und weile Lisionen mit unterschiedlichem Pigmentationsgrad sowie
fibrotischen Verdickungen dar (Schindler., 2007). Rote Herde charakterisieren frithe Stadien von
Endometriose, wihrend die gefdlarmen weilen Lésionen als unaktiv angesehen werden (Nisolle
et al., 1990). Fortgeschittene Stadien der Endometriose stellen sich als schwarze und
pigmentierte Herde dar, in denen sich die Endometriose in 76-93% der Fille histologisch

nachweisen liasst (Moen et al., 1992).

Laut Buchweitz et al, konnte die Messung von Autofluoreszenz bei der Laporoskopie zur
besseren Visualisierung der schlecht erkennbaren unpigmentierten sowie okkulten endometrialen
Herde dienen. Die Autofluoreszenz ist verwendbar fiir die Identifizierung von Unterschieden
zwischen der vesikelbildenden Endometriose und anderen identischen peritonealen Anderungen.
Im Vergleich zu der Fluoreszenz mit Einfiihrung von exogenem Photosensibilisator, empfiehlt
sich diese Methode als gut vertrdaglich, braucht keine Vorbereitung und ruft keine

Photosensibilitit hervor (Buchweitz et al., 2006).

Der histologische Befund bei der Endometriose zeigt sowohl Strukturen, die dem eutopen
Endometrium &hneln, wie Epithelzellen und endometriales Stroma, als auch atypische Elemente,

ndmlich fibrotisches Gewebe, Blut und pigmentierte Histiozyten (Jansen et al., 1986).

Mittels des Ultraschalls konnen die endometriotischen Zysten gut entdeckt werden. Trotzdem
bietet die Methode nur ungeniigende Moglichkeiten die peritonealen Herde zu entdecken und
gibt nur indirekt Hinweise auf Adhédsionen. Durch MRT- Bildgebung kann die

Blasenendometriose oder rektovaginale Endometriose visualisiert werden (Robert Z et al., 2003).
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1.3.3 Therapie

Die Therapie der Endometriose kann zurzeit, angesichts der unvollstindig verstandenen
Etiologie und Pathogenese , keine dauerhafte Heilung anbieten und variiert abhéngig von Alter,

Symptomatik und bestehendem Kinderwunsch.

Derzeitig besteht das operative Therapiekonzept dennoch in der Entfernung aller sichtbaren
Endometrioseldsionen, was oftmals zu einer signifikanten Schmerzreduktion fithren kann. Da es
sich oftmals um junge Patientinnen mit Kinderwunsch handelt, muss organerhaltend und
Gewebschonend operiert werden. Als endgiiltige Behandlung fiir die Patientinnen mit
abgeschlossenem Kinderwunsch wird eine Hysterektomie mit beidseitiger Adnexektomie
durchgefiihrt. Konservative Resektion in sano durch Laparatomie oder Laparoskopie kombiniert

mit einer hormonellen Therapie ist oft eine Therapie der Wahl (Acien et al., 2013).

Der postoperative Einsatz von GnRH —Analoga fiihrt zu der Verlingerung der rezidivfreien
Episoden. Die Effektivitit von GnRH-Analoga im Vergeich zu Gestagenen im Bezug auf die
regressiven Verdnderungen von Endometriosebesiedlungen ist durch prospektive randomisierte
Studie nachgewiesen worden. Eine sechsmonatige Behandlung scheint am besten das

Rezidivrisiko zu beeinflussen (Schweppe., 2005).

Verschiedene Wirkungsmechanismen sind fiir die erfolgreiche Anwendung von oralen
Kontrazeptiva verantwortlich. Laut Fauconnier und Chapron sind die oralen Kontrazeptiva in der
Lage, das Wachstum der endometrialen Herde und die Krankeitssymptomatik zu verhindern
(Fauconnier et al., 2005). Eine andere Studie betont die durch Reduzierung der Prostaglandine
bedingten antiphlogistischen Eigenschaften dieser Therapie. Dariiber hinaus scheinen orale
Kontrazeptiva ein wirkungsvolles Medikament fiir die Bekdmpfung von Endometrioserezidiven

zu sein (Seracchioli et al., 2009).

Aufgrund der erhohten P450Aromatase- Produktion im erkranktem Gewebe wurde der Einsatz
von Aromatasahemmern empfohlen. Die kombinierte Wirkung von Aromatasehemmern
entweder mit Progestagen oder mit oralen Kontrazeptiva verbessert die Lebensqualitit der

Patientinnen und lindert Schmerzen (Ferrero et al., 2011).

Durch Hemmung peripherer Steroidhormonrezeptoren wirkendes Danazol ergibt gute Ergebnisse

bei Behandlung der Infertilitit. Klinische Studien weisen darauf hin, dass die prdoperative
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Anwendung von Danazol die Schwangerschaftsrate positiv beeinflussen konnte (Chatteriee et al.,

2012).

Trotz der therapeutischen Mallnahmen bleibt leider das Rezidivrisiko der Erkrankung relativ
hoch. Postoperative chronische Schmerzen sind ebenfalls nicht ausgeschlossen und benétigen, je
nach Bedarf, eine individuelle Schmerztherapie fiir die Linderung der krankheitsbedingten

Schmerzen (Schindler AE, 2008).

1.3.4 Die Endometriose beeinflussende Faktoren

Die monatliche Desquamation wéhrend des Zyklus fordert proliferative Prozesse und die
Regeneration im Endometrium. Fiir das hohe Niveau der proliferativen Prozesse im
Endometrium sind wahrscheinlich dort vorhandenen Stammzellen verantwortlich (Du &Taylor .,
2009). Vom Endometrium kommende Progenitorzellen konnten durch die Eileiter in die
Bauchhole gelangen und sich dort implantieren. Vom Knochenmark stammende Stammzellen
konnten auch ihren Beitrag an der Ausbildung der endometrialen Herde leisten (Sasson et al.,
2008). Die histologisch nachgewiesene Endometriose bei den Patientinnen ohne aktives
Endometrium, mit Rokitansky-Kuster-Hauser Syndrom und bei Minnern, die nach einem
Prostatakarzinom hochdosiertes Ostrogen bekommen, spricht fiir eine nichtendometriale

Abstammung der Endometriose (Rosenfeld et al., 1981; Schrodt et al., 1980).

Mittels retrograder Menstruation in die Bauchhohle gelangte endometriale Fragmente, miissen
die Beseitigung durch das Immunsystem vermeiden, um sich implantieren oder entwickeln zu
konnen. Es ist auch erforderlich, weitere Voraussetzungen zu erfiillen, wie z.B die Schaffung der
neuro-vaskuldren Versorgung, die Invasion des Epithels sowie kontinuierliches Wachstum und

Uberleben, d.h. die Vermeidung von Apoptose und Nekrose.

Solche Fahigkeiten besitzen die Stammzellen, die zu der Verstirkung der Implantationsfahigkeit
auBlerhalb des Uterus neigen. Moglicherweise begiinstigen sie auch eine verstirkte Anhaftung an

vorgeschddigtem Peritoneum fiir ihre Implantation. Die Herde, die sich selbst auflésen konnen,
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stammen moglicherweise von den transient amplifizierenden Zellen, wédhrend sich die

persistierenden von den eigentlichen Stammzellen ableiten (Gargett & Masuda., 2010).

Laut Wingfield et al hat sowohl das eutope Endometrium als auch das ectope Endometrium der
an Endometriose erkrankten Frauen eine erhdhte Uberlebensfihigkeit im Vergleich zum
Endometrium der gesunden Frauen (Wingfield et al., 1995). So eine Hochregulation von
antiapoptosischem Gen BCL-2 wurde sowohl im eutopen als auch im ektopen Endometrium der
Endometriose Patientinnen gezeigt (Joner et al.,1998). Dariiber hinaus gibt es zahlreiche
Hinweise auf eine erhdhte Apoptoseresistenz in Endometrioseldsionen im Vergleich zum
gesunden Endometrium, welche von Nasu et al. zusammengefasst wurden (Nasu K et al., 2009).
Zahlreiche pathophysiologische Untersuchungen der Endometrioseldsionen haben weitere
molekulare  Hinweise entdeckt, wie genetisch  priddisponierende Faktoren, die
Ostrogenabhingigkeit, die Progesteronresistenz und die Entziindung (Richard et al., 2012). Die
Implantationsfahigkeit der genetisch vednderten endometrialen Zellen scheint erblich zu sein.
Das Risiko fiir die Verwandten erster Linie von Endometriosepatientinnen ist sechs mal hoher

als bei nicht betroffenen Patientinnen (Simpson et al., 1980).

Die proliferative Féhigkeit des Endometriums kann ebenso wie die Anheftung an das Mesothel
oder das Vermeiden der Beseitigung durch das Immunsystem durch hormonelle Verdnderungen
beeinflusst werden. Die Endometriose wird als Ostrogenabhingige Krankheit betrachtet und
dieses Konzept unterstiitzen auch molekulare Hinweise (Kitwaki et al., 2002). Im ektopen
Endometrium gibt es im Vergleich zum eutopen eine erhohte Expression des Enbzyms
Aromatase und eine niedrige Expression von 17b-hydroxysteroiddehydrogenase (17b-HSD)
Typ2 (Zeitoun et al., 1998). Als Folge der verdnderten Expression steigt die lokale Konzentration
von E,, welche die vermehrte Bildung von Prostaglandin E, stimuliert (Noble et al., 1997).
Endometriale Herde beinflussen auch Progesteronezeptoren (PR) dahingehend, dass sie zur
allgemeinen Senkung der PR-Expression bis hin zur Abwesenheit von PR fiihren (Attia et al.,
2000 EM4). Also die unvollstindige Transformation des Endometriums von einem proliferativen
zum sekretorischen Status begiinstigen die Implantation sowie das Uberleben des ektopen

Endometriums (Richard et al., 2012).

Die endometrialen Herde bendtigen eine gute vaskuldre Versorgung fiir ihre Persistenz. Dies ist

besonders wichtig in der peritonealen Umgebung, die im Vergleich mit dem Endometrium,
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relativ gefdBarm ist. Die Angiogenese fordert auch das pathologische Nervenwachstum und tragt
so zur Entstehung von Schmerzsymptomen bei (Asante et al., 2011). Die Proliferation, die
Adhision und die Neoangiogenese im proliferativen Endometrium der Endometriosepatientinnen
werden durch die Hochregulation von TNF-q, IL-8 und MMP erleichtert (Kyama et al., 2006).
Vermehrte Gefaflbildungen in den endometrialen Herden konnten auch auf vom Endometrium,
Knochenmark oder aus der Zirkulation stammenden Stammzellen beruhen (Laschke et al., 2011).
Der die Angiogenese stark fordernde vaskuldre endotheliale Wachstumstaktor (VEGF) lésst sich
mit einer hohen Konzentration in der peritonealen Fliissigkeit von Endometriosepatientinnen

nachweisen (McLaren et al.,1996).

Als Haupttherapie wird heuzutage die laporoskopische Entfernung der endometrialen Lasionen
betrachtet, die in der Lage ist, von der Krankheit verursachte Schmerzen zu lindern und
merklich die Lebensqualitit der Patientinnen zu erhdhen (Abbot et al., 2003). Obwohl fast 80 %
der Endometriosepatientinnen von dem Eingriff profitieren ( Lyons et al., 2006), bleibt das
Rezidivrisiko immer noch hoch. 2 Jahren nach der Operation, wurden mit 21% der Fille ein

Rezidiv entdeckt, wihrend in 5 Jahren dieses auf 40-50% ansteigt (Guo ., 2009).

Das Rezidiv ldsst sich wahrscheinlich durch nach der Operation gebliebene, aktive endometriale
Zellen erkldren, was dadurch belegt ist, dass neue Lésionen sich oft unweit von den alten, schon
operierten Regionen im Becken befinden (Vigneli et al., 2005). Laut Berlanda et al, bleibt das
erneute Auftreten der Endometriose auch fiir die Patientinnen, die bereits eine Hysterektomie

erlebt haben, trotzdem noch aktuell (Berlanda et al., 2010).

Der iiberall akzeptierte gutartige Ursprung der Endometriose ist dadurch in Frage gestellt, dass
die Endometriose in mehreren Kriterien einer bosartigen Erkrankung gleicht. Das irregulierte
Zellwachstum, die Invasion, die Neoangiogenese, DNA aneuploidy vom Driisenepithel und der
monoclonale Ursprung sprechen gegen eine gutartige Entstehung (Nezhat et al., 2002&2008;
Ballouk et al., 1994; Jimbo et al., 1997). Die Beteiligung der Lymphknoten in der Erkrankung ist
das néchste Kriterium, welches die Endometriose noch ndher zu den bdsartigen Krankheiten

stellen konnte.

Die Verbindung zwischen der Lymphknotenbeteiligung und der Invasionsstufe ist bereits

nachgewiesen. Mechsner et al haben gezeigt, dass die GroBe der Lésionen und die
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Lymphknotenbeteiligung im direkten Verhéltnis zueinander stehen (Mechsner et al.,2006). Alle
Patientinnen, mit Darminfiltration hatten Endometriose-positive Lymphknoten. Diese Tatsache
spricht dafiir, dass sich die Invasion und die LK-Beteiligung miteinender in Verbindung stellen
lassen. Es stellt sich die Frage, ob die LK -Endometriose als eine Dissemination von den in der
Darmwand lokalisierten Hauptherden betrachtet werden konnte (Mechsner et al., 2008). Das
vorgeschrittene Stadium der Endometriose konnte auch als Folge der LK-Beteiligung angesehen
werden, wobei sowohl die in den LK befindlichen endometrialen Zellen als auch
moglicherweise an der Pathogenese beteiligte Stammzellen als eine Quelle fiir die neue Invasion
fungieren konnten. Die Theorie von der Dissemination der endometrialen Driisen und
Stromazellen durch LK wurde bereits durch frithere Studien belegt (Poyatos et al., 2003;
Insabato et al., 1996). Die Situation, in der endometriale Herde retroperitoneal lokalisiert sind, ist
besispielsweise durch die lymphatische Verbreitung zu erkliren. Jedoch ist die primire

Beteiligung der Lymphknoten als eine Lokalisation der Endometriose eine Seltenheit (Moore et

al., 1988).

Die Rolle der lokalen Lymphknoten fiir die Krankheitsprognose wird bislang immer noch
vernachldssigt, denn es werden wihrend der Operation immer noch nur sichtbare und
oberflachliche Lasionen entfernt. Die Rationalitdt der LK-schonenden Operationen ist allerdings
in diesem Fall umstritten, da das Risiko der Lymphknotenbeteiligung relativ hoch ist (Mechsner

et al., 2008).
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1.4 Lymphatisches System
Das lymphatische System besteht aus lymphatischen Gefia3en und lymphatischen Organen.

Man unterscheidet primire und sekundére lymphoide Organe. Die primiren lymphoiden Organe
sind Thymus und Knochenmark; sie sind fiir die Bildung und Maturation der lymphatischen
Zellen verantwortlich. Die sekunddren Organe steuern die weitere Maturation und die
Immunantwort. Zu den sekunddren Lymphorganen zéhlen die Milz, die Peyer’schen Plaques,

die Tonsillen, die Lymphknoten und der Wurmfortsatz (Quere , I, 2010).

Lymphknoten sind kleine, bis zu einen Millimeter grofe, nierenférmige Strukturen. Eine aus
Bindgewebe bestehende Kapsel umbhiillt hierbei die &uBere Rinde (Cortex) und das innen
gelegene Mark (Medulla). Radidre Abzweigungen der Kapsel dringen in den Knoten ein
(Liillmann-Rauch, 2003). (Abb.1)
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Abbildung 1: Lymphknoten ( Quelle: http://www.lymphomation.org)

.Die interstitiale Flussigkeit flieft durch die mit Ankerfilamenten im Gewebe befestigten
Lymphkapillaren von terminalen LymphgefdBen durch die Préikollektoren und Kollektoren bis

zum Rumpf und den Lymphsammelstimmen. Wihrend der von der muskuldren Schicht in der
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GefaBwand vermittelten Kontraktion von Lymphgefdfen wird die intestinale Fliissigkeit langsam
gepumpt, indem der retrograde Fluss, dank der Einbahnklappen, vermieden wird. (Quere et al.,
2010). In den Lymphknoten leiten die zufiihrenden GefdB3e die Lymphe in die Randsinus. Von
dort flieB3t sie iiber Intermediérsinus zu den Marksinus. In diesen wird die Lymphe gesammelt

und von dort in die ableitenden Geféalle geleitet

Es ist bekannt, dass die Funktion des lymphatischen Systems darin besteht, die iibermafige
interstitiale Fliissigkeit, sowie Proteine, Lipide und die Abfallprodukte vom interstitialen Raum
zuriick zu der Blutzirkulation zu bringen. Das System dient auch als Transportkanal fiir
Immunzellen und erleichtert immunologische Antwort ( Charman, W et al., 1992; Schwatz, M et
al., 2008). Die Lymphknoten wiederum neutralisieren Bakterien, Viren und Abfallstoffe. Unter
Beriicksichtigung der oben genannten Funktionen scheint das lymphatische System eine
komplexe Rolle nicht nur fiir die Zirkulation sondern auch fiir das Immunsystem zu spielen.
Zusitzlich ist die Bedeutung des Systems auch fiir die Metastasierung von Tumorzellen

bemerkenswert grof3 (Schwatz., 2001).

1.4.1 Lympabfluss des weiblichen Genitales

Insgesamt flieBt die Lymphe von den weiblichen Genitalien durch die verschiedenen
Lymphknotengruppen tiber die aortalen Lymphknoten und V. cava inferior in die lumbalen
Lymphknoten. ( Abb. 2)

Die inneren Genitalien nutzen drei Abflusswege.

e Von den Ovarien und Tuben lduft die Lymphe zu den lumbalen und aortalen
Lymphknoten und schlieBlich in die V.cava inferior.
e Das Fundus uteri und Corpus uteri werden in die sacralen Lymphknoten , die inneren und

dufleren iliacalen Lymphknoten drainiert.
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e Uterus, Cervix und auch mittlere und obere Teile der Vagina werden von den tiefen,

inguinalen Lymphknoten versorgt.

(Schiinke et al., 2006)

Nodi lymphoided
pregodicl

Lyrngi dies Crvars

Abbildung 2: Grundlegende Wege des Lymphdarainage des Beckens ( Quelle: www. quizlet.com)

Die mogliche lymphatische Ausbreitung der Endometriose konnte beziehungsweise sollte iiber
die Lymphbahn folgen, die den Uterus draniert. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, den
Lymphabfluss des Uterus hier detailliert darzustellen.

Es gibt fiinf bekannte Lymphwege:

1. Aus dem Uterus in die inneren und allgemeinen iliakalen und aortalen Lymphknoten, durch

infundibulire Bander des Beckens.
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2. Aus den Obturator-, inneren und dufleren iliakalen Lymphknoten in die allgemeinen iliakalen

Lymphknoten durch das Ligamentum cardinale.

3. In die inguinalen Lymphknoten durch das Ligamentum teres uteri und Ligamentum

umbilicale mediale.
4. Direkt in den Eierstocken.
5. Direkt in den Eileitern (Ueki, 1991).

Es ist anzumerken, dass die oben beschriebenen Lympbahnen ebenfalls fiir das endometriale
Karzinom und das Zervixkarzinom von Relevanz sind (Thomakos et al., 2006). In anderen
Worten stellen die moglichen gemeinsamen Verbreitungswege der Endometriose und des
endometrialen sowie Zervixkarzinoms, die Endometriose einen Schritt ndher an bdsartige

Erkrankungen.

1.4.3 Lymphatisches System und Endometriose

Obwohl die Existenz der endometrialen Herde in den Beckenlymphknoten in rectovaginalen und
mit 26% in perokolischen LK von 35 Patienten mit rectosigmoidaler Endometriose (Thomakos et
al.; Abrao et al., 2006), sowie die Beteiligung der mesorektalen Lymphknoten nachgewiesen
wurde, ist ihre Rolle und die Funktion fiir die Entstehung und die Entwicklung der Endometriose
noch unklar. In den zufillig entnommenen Nodi lymphoidei paracolici von 8 (33%) von 24
Patientinnen mit tief infiltrierender rectovaginaler Endometriose und in 3( 25%) von 12
Sentinel-Beckenlymphknoten waren endometriale Herde nachweisbar (Mechsner et al., 2008,
2010). AuBerdem waren laut Clemens B et al in 11% der ovarialen oder peritonealen
Endometriosefille Beckenlymphknoten beteiligt. Es ist nicht ausgeschlossen, dass die
Lymphknoten als Vorrat fiir die Endometriosezellen fungieren und zum chronischen Verlauf
dieser Krankheit fiihren konnten. Vielleicht konnten die endometrialen Herde in den

Lymphknoten auch eine addquate Immunantwort hemmen und damit die Erkrankung zum
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Rezidiv bringen. Nachgewiesene endometriale Driisen bzw. endometriales Stroma in
Lymphknoten konnten auch als Ergebnis der lymphatischen Drainage betrachtet werden (Ueki.,
1991).

Interessanterweise wurde das lymphatische Eindringen mit vergleichbaren Zahlen fiir die
Patientinnen mit der tief infiltrierenden Endometriose und dem Mammakarzinom prisentiert,
nidmlich von 13% bis 36% fiir die Endometriose und 8%-40% fiir das Mammakarzinom ( Noel et
al., 2008; Arnaout-Alkarain et al., 2007). Das ist nicht die einzige Ahnlichkeit zwischen
bosartigen Tumoren und der tief infiltrierenden Endometriose, denn beide neigen zum agressiven

Wachstum mit der Heranziehung benachbarter Gewebe (Thomas et al., 2004).

Die Beteiligung von Lymphknoten bei der Endometriose wurde erstmals 1925 von Halban J.
beobachtet. Seitdem ist dieses Ereignis unbeachtet seiner Seltenheit bei operierten Patientinnen
mit Endometriose nachgewiesen und dokumentiert worden (Thomakos et al., 2006). Demnach
unterstiitzen die klinischen Fille und die verschiedenen Studien, in denen endometriale Driisen
und endometriales Stroma in den Lymphknoten gefunden wurden, die Theorie der lymphatischen

Entwicklung von Endometriose (Insaboto et al., 1996).

An der Verbreitung der Endometriose durch das lymphatische System konnen verschiedene
Faktoren beteiligt sein. Einer von diesen ist die Abwesenheit einer addquaten Immunreaktion,
die die Dissemination der endometrialen Fragmente mittels der Lymphknoten ermdglichen kann
(Berbic et al., 2013). Die lokale Immunzellen im Uterus zeigen eine dynamische Umbaufédhigkeit
wihrend des Zyklus, die mit der Destruktion, Remodellierung und Regeneration des
endometrialen Gewebe verbunden ist (Salamonsen et al., 2000). Im Endometrium vorhandene
Neutrophile und Makrophagen sind vermutlich bereits vor der Menstruation filir den normalen
Verlauf der Menstruation verantwortlich (Bulmer et al., 1992). Dariiber hinaus scheint die
Menstruation mit dem begleitenden Odem und der leukozytiren Infiltration ein entziindlicher
Prozess zu sein, der die AbstoBung des Endometriums und auch der potenziall vorhandenen
Mikroorganismen arrangiert (Finn, 1986; Salamonsen et al., 1999; 2002). Aus diesem Grund
konnten die aufgespalteten endometrialen Fragmente, zwecks einer geeigneten immunologischen
Prozessierung durch die afferenten lymphatischen Gefdle in die Lymphknoten von Uterus
gelangen. Einerseits sind die endometrialen Zellen in der lymphatischen Zirkulation einer neuen

Umgebung ausgesetzt, wodurch sie nicht mehr mit spezifischen Wachstumsfaktoren und
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Nihrstoffen fiir ihr Uberleben versorgt werden, demgemiB unterziehen sie sich der Apoptose
(Sawicki et al., 1997), andererseits, falls es die endometrialen Zellen geschafft haben, die
immunologische Zerstérung und Uberwachung sowohl im Endometrium als auch in den
Lymphknoten zu vermeiden, konnten die lebensfdhigen Zellen sich in den geeigneten Stellen
implantieren und die Ausbildung pathologischer Herde auslosen. Zudem weist dies darauf hin ,
dass bei den Endometriose Patienten das lymphatische System nicht mehr in der Lage ist, die
addquate Destruktion von endometriaelen Zellen zu gewéhrleisten und tragt demnach zu der
invasiven Entwicklung der Krankheit bei (Barbic et al., 2013). Es ist bekannt, dass die
endometrialen Zellen iiber eine Reihe von Eigenschaften verfiigen, die deren Uberleben,
Adhision und Progression auflerhalb des Uterus erlaubt. Ein Beispiel dafiir ist die reduzierte
Apoptose im eutopen Endometrium bei der Endometriose (Meresman et al., 2000). Diese
Tatsache 146t vermuten, dass in die Lymphknoten gelangte endometriale Zellen aufgrund der
verminderten Apoptose dort ldnger lebensfahig bleiben. Auch die wihrend der proliferativen
Phase gesteigerte mikrovaskuldre Dichte scheint bei der Endometriose die Migration der

endometrialen Zellen in die Lymphknoten zu verbessern (Hey-Cunningham et al., 2010).

Den Weg der endometrialen Zellen von Lymphknoten zur Bauchhohle und Peritoneum kann
man sich folgendermallen vorstellen: Efferente lymphatische Kanile verlassen die Sentinel-
Lymphknoten des Uterus und iiberqueren den Beckenbereich und die Beckenwand (Burke et al.,
1996; O’Boyle et al., 2000). Zusédtzlich weist das subperitoneale Gewebe normalerweise eine
Kommunikation zwischen den lymphatischen Kanélen von Uterus und dem Beckenbereich auf
(Trbojevic et al.,, 2006; Hey-Cunningam et al., 2011). Demnach versucht das lymphatische
System durch die addquate Immunantwort fremde Komponenten zu beseitigen und einer
moglichen Dissemination vorzubeugen. Trotzdem kann in einigen pathologischen Situationen ,
wie z.B Krebs und Endometriose, keine effiziente Beseitigung stattfinden und das urspriinglich
schiitzende System verwandelt sich in einen Metastasierungsweg der Krankheit (Berbic et al.,

2013).

Somit konnten die lymphatischen GefdBe eine Route fiir die Verbreitung der Endometriose
darstellen. Die vermehrte Dichte der lymphatischen Gefde im ektopen endometrialen Gewebe
von Endometriosepatientinnen wurde im Vergeich zum gesunden Gewebe nachgewiesen. Die

erhohte Expression der Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D bestdtigen weiterhin, dass
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Endometriose die Lymphangiogenese stimuliert (Keichel et al., 2011). Es ist bekannt, dass bei
bosartigen Tumoren die mikrovaskuldre Dichte ein Prognosefaktor und ein zuverldssiges
Anzeichen fiir die mogliche bosartige Entartung der prikarzindsen Kondition ist. Die ausgiebige
Ausbildung eines lymphatischen GefdBnetzes gewéhrleistet wiederum die Ausbreitung der

Krebszellen (Van der Auwera et al., 2006).

Die Endometriose zeigt in dieser Beziehung eine deutliche Ahnlichkeit mit malignen
Erkrankungen, wie z.B die Infiltration von benachbarten Organen sowie die metastatische
Verbreitung (Thomas et al., 2000) , die Invasion mit der Einbeziehung von Nervenfasern und die
Angiogenese (Taylor et al., 2002; Anaf et al., 2000). Trotzdem zeigen weder Endometriose-
Zellen noch ER/PR-positive Endemotriose-dhnliche Zellen eine mitotische Aktivitit oder

untypische Formen bzw. eine verschobene Kern-Zytoplasma-Relation (Barier et al., 2007).

Das Zusammenspiel der Lymphknoten deutet eine chronische Ausprigung der Endometriose an
und prognostiziert die erhdhte lokale und entferntere Rezidivwahrscheinlichkeit. Die Wirkung
der endometrialen Herde auf die Lymphknoten als Immunsuppressor und deren Unterstiitzung in
der Persistenz von der Krankheit ist nicht ausgeschlossen. Obwohl die Existenz von
Miiller’schen Einschliissen in den Lymphknoten bei den Borderline-Tumoren auch ein héufiges
Phénomen ist, reflektiert diese Tatsache keine Prognose des aggressiven Verlaufs der Krankheit

(Keichel et al., 2011).

1.5 Stammzellen

Stammzellen verfiigen iiber die Kapazitit der Selbsterneuerung und fiir die Produktion neuer
Tochterzellen, die sich weiter differenzieren konnen. Insgesamt unterscheidet man adulte und
embryonale Stammzellen (Bongso et al.,, 2004; Gargett, 2007). Abhidngig von der
Differenzierung lassen sich totipotente-, pluripotente- und multipotente Stammzellen
unterscheiden. Unter der Differenzierung versteht man nicht nur die zellteilungbedingte
phinotypische Anderung der Zellen, sondern auch die funktionsbedingte Genexpression (Bach et

al., 2000).

25



Die totiponten Zellen sind in der Lage, alle embryonalen und extraembryonalen Gewebe zu
erzeugen. Im Vergleich zu diesen differenzieren sich die pluripotenten Zellen nur in die
embryonalen Keimblétter. Das Potenzial der adulten multipotenten Stammzellen ist noch
geringer, da sie nur als Quelle fiir die Zellen innerhalb eines Keimblattes dienen kdnnen. Die
unipotenten Stammzellen differenzieren sich nur innerhalb einer Zelllinie (Trounson, 2006).
Adulte Stammzellen befinden sich in einer speziellen anatomischen Struktur, in der so genannten
Nische (Li & Xie , 2005). Aufgrund spezifischer Signale der umgebenden Zellen bleiben sie
undifferenziert und geschiitzt vor der Differenzierung, der Proliferation, und der Apoptose; bei
Bedarf kénnen sie jedoch Proliferations- und Differenzierungssignale zu den residenten Zellen

iibermitteln (Moore & Lemischka , 2006).

Adulte Stammzellen sind nach Abschluss der embryonalen Entwicklung im ganzen Korper
gefunden worden (Maruyama et al., 2010). Sie besitzen ein grofles Selbsterneuerungspotenzial
und sind fiir die Regeneration des Gewebes verantwortlich (Patel, et al., 2008). Anhand der
hohen proliferativen Kapazitit konnten die Stammzellen vermutlich die Regenerationsprozesse
im Endometrium steuern (Moore & Lemischka , 2006). Jeden Monat wird infolge der
Menstruation eine neue funktionelle Schicht des Endometriums erzeugt, die ihren vermuteten
Ursprung in der verbleibenden basalen Schicht hat (Spencer et al., 2005). Um das monatliche
umfangreiche Wachstum des funktionalen Endometriums ermdglichen zu kdnnen, miissten die
fiir die Regenerationen zustidndigen Zellen offensichtlich ein hohes Regenerationspotenzial

besitzen.

1.5.1 Stammzellen und Endometriose

Die Regenerations- und koloniebildende Féhigkeit der Stammzellen wurde in verschiedenen
Studien experimentell untersucht (Chan et al., 2004; Gargett , 2004; Schwab et al., 2005). Den
Studien von Schwab et al. zufolge gibt es keinen Unterschied zwischen dem koloniebildenden
Epithel des proliferativen, sekretorischen und inaktiven Endometriums. Dariiber hinaus kdnnte
man vermuten, dass die Progenitorzellen sich in der basalen Schicht des Endometriums befinden

und nach der Menstruation ihre Funktion fortsetzen.
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Die Existenz der Stammzellen im humanen Endometrium wurde auf molekularer Ebene zuerst
mit der Entdeckung des Transkriptionsfaktors Oct-4 veranschaulicht. Dieser Faktor ermoglicht
im Zusammenspiel mit weiteren Transkriptionsfaktoren die Pluripotenz der Stammzellen und ist
sowohl im embryonalen Stammzellen als auch in den Keimzellen erkennbar (Matthai et al.,
2006). Es ist nachgewiesen , dass die manipulierte Expression von Oct-4, sowie c-Myc und
KIf-4 die Modifikation differenzierter menschlicher Korperzellen zu sogenannten induzierten
pluripotenten Stammzellen ermdglicht. Die Expression der weiteren Stammzellmarker Musashi-
I und SOX2 im endometrialen Stroma ebenso wie erhohte Musashi-1 Expression im
proliferativen Endometrium gegeniiber dem sekretorischen (Gotte et al., 2008, 2011), unterstiitzt
die Hypothese eines moglichen stammzellbedingten Ursprungs der proliferativen Erkrankungen

des Endometriums.

Die multipotenten Fahigkeiten der endometrialen Stammzellen, ndmlich die Differenzierung in
die myogene, chondrogene, osteogene und adipogene Zelllinie ist unter anderem in den Studien
von Schwab und Gargett demonstriert worden. Das einzigartige Differenzierungspotenzial der
endometrialen Stammzellen wurde im Vergleich zum Gewebe vom Myometrium, uterosacralen
Ligamentum, und Eileiter verdeutlicht (Wolff et al., 2007). Weitere Studien an klonalen, aus
Routinebiopsien =~ gewonnenen  endometrialen  Stromazellen  mit  mesenchymalem

Stammzellcharakter bestdtigten diese Ergebnisse (Schiiring et al., 2011).

Die adulten Stammzellen haben ein variables Differenzierungspotenzial und kénnen unter
bestimmten Umstinden vom gewohnlichen Differenzierungsweg abweichen. So sind bei
Leukémiepatienten transplantierte Stammzellen im Gehirn gefunden worden (Mezey et al.,
2003). Es ist vorstellbar, dass aullerhalb des Uterus vorkommende Stammzellen auch an der
Pathogenese der Endometriose beteiligt sein konnten. Eine Quelle dieser Zellen ist hierbei
wahrscheinlich das Knochenmark, aus dem diese Zellen mittels des lymphovaskuldren Systems
transportiert werden konnen (Sasson et al., 2010). Stammzellen, die auf diesem Weg in die
Bauchhohle gelangen konnten, verfiigten hierbei iiber das Potenzial, ihre Zelllinie weiterhin zu

erneuern und die Entstehung endometrialer Herde auslosen.
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Die gewidhlte Gruppe von Stammzellen scheint eine hohe Adhidsions-, Migrations-, und
Invasionsfahigkeit in ektopen Lokalisationen zu haben. Das hei3t, dass die mesenchymalen
Stammzellen des ektopen Endometriums auch veridnderte Migrations- und Invasionsprozesse
zeigen sollten als die des eutopen Endometriums. So wurde tatsidchlich nachgewiesen, dass im
Vergleich zum eutopen Endometrium, vom ektopen Endometrium gewonnene mesenchymale
Stammzellen ein groes Migrations- und Invasionspotenzial haben. Die selbe Studie bekundet
allerdings hierbei die phenotypische Gleichwertigkeit, z.B Expression des Pluripotenz
induzierenden Oct-4 Stammzellmarkers, zwischen ektopen und eutopen Stammzellen (An-Pei

Kao et al., 2011).

Die ektopen endometrialen Zellen, insbesondere die epithelialen und Driisenzellen in den
Herden unterscheiden sich jedoch in anderen Eigenschaften von den entsprechenden eutopen
Zelltypen. Der Unterschied liegt unter anderem in der Expression von E —Cadherin sowie von
Transkriptionsfaktoren und Proteinen der extrazelluldren Matrix und deren Rezeptoren (Gaetje et
al., 1997). Diese Tatsache bezieht sich auf die Annahme, dass die Stammzellen von der
Umgebung moduliert werden konnten, und von dem urspriinglich programmierten
Differenzierungsweg abweichen (Starzinski-Powitz et al., 2003). AuBlerdem existiert auch ein
Unterschied in der Genexpression vom eutopen Endometrium der Endometriose Patientinnen
gegeniiber einem Kontrollkollektiv (Giudice , 2003; Taylor, et al., 2002). Zuammenfassend
konnte man sagen, dass die Existenz von eutopen Herden die Genexpression im gesunden
endometrialen Gewebe beeinflufit, und damit auch dessen Funktion verdndert (Figuiera et al.,

2011).

1.6 Sox-2

Von der Blastozyste stammende embryonale Stammzellen sind in der Lage sowohl sich selbst
zu erneuern als auch sich in alle bekannte Korperzelllinien zu differenzieren. Deswegen sind fiir
Pluripotenz und Selbsterneuerung embryonaler Stammzellen zustdndige Faktoren von grofSem

Interesse fiir die Forschung.
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Verschiedene Studien mit Méiusen haben drei Pluripotenz-regulierende Faktoren in den
embryonalen Stammzellen impliziert, ndmlich Oct 4, Nanog und Sox2. Diese drei Faktoren
haben sich im Mausmodel als Schliisselelemente fiir die frithere Entwicklung prasentiert und

fungieren als regulierendes Netzwerk der Pluripotenz (Fong et al., 2008).

Sox-2 stammt aus der Sox-2 Familie Gruppe B und wird mit einem einzigen Exongen kodiert.
Das Gen gehdrt zum Intron des ,,Sox-2 overlapping transkript® Gens (National Center for

biotechnology information, 2008)

Sox2 ist ein ,,high-mobility group DNA bindende Doméne* Transkriptionsfaktor, der in den
pluripotenten Zelllinien des Embryos exprimiert wird. Die Expression von Sox2 ist zuerst in
allen vier embryonalen Bléttern zu sehen, wobei die spéter bis zur [ZM (innere zeluldre Masse)
und Epiblast und spéter bis zu den Stammzellen eingeschrinkt wird. Im Vergleich zu Oct4 und
Nanog, wird Sox2 auch in den multipotenten Zellen des extraembryonalen Ektoderms
exprimiert, so dass die Rolle von Sox2 in der Bewahrung des Entwicklungspotenzials hier
differieren konnte. Die Abwesenheit von Sox 2 flihrt zu frither embryonaler Letalitit (Avilion

AA etal, 2003).

Das flexible Wirkungspotenzial des Sox-2 Proteins ist in der Lage, sowohl in seinem aktiven als
auch in inaktiven Zustand die Zellfunktion zu beeinflussen. Die Flexibilitdt der Wirkung von
Sox-2 assoziiert sich wahrscheinlich mit unterschiedlichen Gen-Kooperationen (Wilson &
Koopman, 2002). Welche Funktion durch die Sox-2 Wirkung ausgelost wird, hiangt vom
Zusammenspiel von den an einem spezifischen Prozess gleichzeitig teilnehmenden, weiteren

Transkriptionsfaktoren ab (Kamachi et al., 1999).

Sox2 zeigt eine hohe Expression sowohl in humanen als auch in murinen embryonalen Zellen.
Im Fall einer Sox 2 Expressionsverringerung in Méausen ist mit dem Verlust des pluripotenten
Zustands und einer Differenzierungneigung zu rechnen (Chew et al., 2005). Laut Fong et al
fiihrt die Reduktion der Sox2 Expression in humanen embryonalen Zellen ebenfalls zum Verlust
des undifferenzierten Zustandes der Stammzellen und resultiert in Anderungen in der
Zellmorphologie. AuBlerdem fiihrt die Herabregulation von Sox 2 zur Verminderung der

Expression weiterer Stammzellmarker einschlieBend Oct 4 und Nanog (Fong et al., 2008).
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1.7 Fragestellung

Hauptfragen, die im Rahmen dieser Arbeit benantwortet werden sollen sind:

e Sind Sox-2 positive Zellen in Lymphknoten von Endometriosepatientinnen vorhanden?

e Gibt es einen Unterschied der Sox2 Expression zwischen Sentinel-Lymphknoten und
zufillig gefundenen Lymphknoten?

e Gibt es eine Kolokalisation zwischen Sox-2 und Ostrogenrezeptoren?

e Gibt es eine Korrelation zwischen der Sox-2 Expression in Lymphknoten und ER/PR

positiven Lymphknoten?
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die analysierten Gewebeproben aus Operationspraparaten wurden zwischen dem Jahr 2002 und
2008 vom Endometriose-Zentrum der Frauenklinik der Charité, Berlin gesammelt. Insgesamt
wurden in dieser Studie Lymphknotenproben von 40 Frauen im Alter zwischen 22 und 49 Jahren
nach Operation wegen symptomatischer tief infiltrierender Endometriose untersucht. Es waren
entweder zufillig mit entnommene Lymphknoten, wie sie bei Darmteilresektionen z.B. im
Mesocolon finden oder Sentinel-Lymphknoten, die nach Markierung mit 4 ccm Patent Blue®
detektiert wurden, fiir die histologische Untersuchung zur Verfligung gestellt (Mechsner S., et
al., 2008, 2009). Das mittlere Alter der Patientinnen betrug 35 Jahre, wie in der Tabelle 1

erkennbar.

Zusammen mit der Hématoxylin und Eosin Férbung wurden die Schnitte mittels
immunhistochemischer ~ Auswertung  mit  Antikdrpern  gegen  Ostrogen-  und

Progesteronrezeptoren im Forschungslabor der Frauenklinik Charité evaluiert.

Die zusammengefassten Ergebnisse dieser Auswertung sowie das Erkrankungstadium nach

rASRM (American, Society for Reproductive Medicine, 1997) stellt die Tabelle 1 dar.

Die Gewebeproben von 40 Patientinnen wurden via Immunhistochemie auf eine Sox-2
Expression untersucht. Zwei Patientinnen konnten wegen eine nicht sicher zu beurteilenden
diffusen Fiarbung aus der statistischen Auswertung jeweils in den Gruppen der Sentinel-
Lymphknoten und der zufélligen Lymphknoten nicht beriicksichtigt werden. Zwei weitere
Patientinnen sind angesichts fehlender Daten aus dem Vergleich mit Ostrogen- und

Progesteronrezeptoren nicht beriicksichtigt worden.

Fiir die Untersuchung einer méglichen Kolokalisation von Sox-2 mit Ostrogenrezeptoren
wurden drei Lymphknotenschnitte mit hoher Sox-2 Expression in Form einer

Doppelimmunfluoreszenz untersucht.
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Tabelle 1: Patientinneniibersicht Immunhistochemie ( Sox-2)
Material dieser Patientinnen wurde sowohl fiir Inmunhistochemische Untersuchung als auch fiir

Doppelimmunfluoreszenz verwendet. SLK= Sentinel-Lymphknoten, zuf. LK=zufillig

gefundener Lymphknoten.

Fall Alter in Jahren rASRM Lymphknotentyp ER/PR/negativ

Nr.
1 27 3 SLK PR
2 24 2 SLK PR
3 36 2 SLK negativ
4 39 1 SLK PR
5 40 4 SLK PR
6 29 4 SLK ER/PR
7 35 3 SLK negativ
8 30 3 SLK ER/PR
9 46 3 SLK PR
10 30 4 SLK ER/PR
11 32 4 SLK k.A.
12 28 2 SLK negativ
13 37 4 SLK k.A.
14 47 3 SLK negativ
15 44 3 SLK ER/PR
16 31 3 SLK ER/PR
17 22 3 SLK PR
18 29 3 SLK PR
19 34 3 SLK PR
20 37 4 SLK ER/PR
21 40 3 Zuf. LK negativ
22 49 4 Zuf. LK ER/PR
23 40 4 Zuf. LK negativ
24 46 2 Zuf. LK PR
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25 33 4 Zuf. LK negativ
26 31 4 Zuf. LK PR
27 38 2 Zuf. LK negativ
28 39 1 Zuf. LK negativ
29 27 4 Zuf. LK PR
30 35 4 Zuf. LK ER/PR
31 36 4 Zuf. LK ER/PR
32 31 4 Zuf. LK PR
33 31 3 Zuf. LK PR
34 33 4 Zuf. LK ER/PR
35 47 4 Zuf. LK ER/PR
36 39 3 Zuf. LK negativ
37 30 4 Zuf. LK ER/PR
38 34 2 Zuf. LK PR
39 35 3 Zuf. LK negativ
40 28 2 Zuf. LK PR

2.2 Immunhistochemie

Nachdem die Patientinnenproben nach den standardisierten Richtlinien in 10%igem Formalin

fixiert und in Paraffin eingebettet wurden, werden Schnitte mit 3 um Dicke angefertigt und auf

Objekttrager aufgebracht. Danach wurden die Schnitte zwei Mal fiinf Minuten in Xylol
entparaffiniert und in einer absteigender Ethanolreithe 100%-75%-50% rehydriert und mit PBS
gewaschen. Dann folgte 30 minutiges Kochen im Dampfbad mit Citrat Puffer (pH=6, DAKO,
Glostrup, Dinemark). Die Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitit wurde mittels der
Peroxidaselosung (DAKO) durchgefiihrt, wihrend fiir die Blockierung von unspezifischen
Signalen die Proben mit 10%igem Aurion BSAc und PBS in der Verdiinnung 1:10 behandelt
wurden. Nach dem fiinfmaligen Waschen mit PBS wurde der monoklonale Primédrantikdrper
Maus-anti-human Sox2 (R&D Systems, Minneapolis, MN) verdiinnt mit AK Losung (DAKO) in
einem Verhéltnis 1:100 zugefiigt und fiir 24 Stunden bei 4°C inkubiert. Auf der negativen
Kontrolle wurde kein Primerantikérper aufgetragen. Nach der Inkubation des Priméarantikorpers
folgen 3 Waschschritte mit PBS. Fiir die Visualisierung des Primerantikorpers wird Anti-Maus

POD Polymer (DAKO) und Substrat-Chromogen (NovaREd Substate) benutzt. Die
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Behandlungzeit mit Substrat-Chromogen variiert je nach Antikorper und betrug in diesem Fall
10-15 Minuten.

Durch das 10sekiindige Eintauchen in Mayers Himalaun (Merck, Darmstadt, Deutschland) 1dsst
sich die Kerngegenfirbung durchfilhren. Zum Schluss werden Schnitte in Kaisers
Glyceringelatine (Merck) eingebettet.

Die Dokumentation und Bewertung der Firberesultate wurde mittels des Zeiss Axiophot 100
Mikroskops vorgenommen. Das Mikroskop ist mit CCD Kamera und Axiovision Software
(Zeiss, Gottingen, Deutschland) ausgertiistet. 60 Gesichtsfelder je Schnitt wurden mit 32facher
VergroBerung zwecks der Entdeckung von Sox2-positiven Zellen untersucht.

Bei der Beurteilung der Lymphknoten konnte festgestellt werden, dass die Sox2-positiven
Zellen relativ gleichmidfdig verteilt sind, sodass die Beurteilung der gesamten Oberfldche je
Schnitt nicht notig war. Die Beurteilung der Schnitte wurde immer am oberen linken
Quadranten des Prdparates begonnen, gefolgt von einander folgenden Gesichtsfeldern, bis

die Zahl 60 erreicht wurde. Die positiven Zellen wurden entsprechend der anatomischen

Lokalisation, subcapsulidren Areal, Kortex und medulldren Areal der Lymphknoten geordnet
und zusammengezéhlt. Der iiberwiegende Anteil der Zellen befand sich in der medulldren Zone
der Lymphknoten.

Die Intensitit der Farbung wurde dabei auch beriicksichtigt. Die Zellen wurden als positiv
bewertet, wenn die spezifische Farbung 2-3 Punkte auf einer Skala von 0-3 aufweisen konnte.
Fast alle Zellen haben eine adidquate Frabintensitit gezeigt und wurden dementsprechend als

positiv erachtet.

2.3 Doppelimmunfluoreszenz

Die Patientenproben werden in 10%igem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet, danach

wurden von den Paraffinblocken 3 um Schnitte mittels eines Mikrotoms angefertigt und auf

Objekttrager aufgebracht. Fiir die Durchfiihrung der Farbung wurden die Proben zuerst in Xylol

5 Minuten entparaffiniert und danach durch die absteigende Ethanolreihe jeweils 3 Minuten
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rehydriert und einmalig im Wasser gewaschen. Eine weitere Demaskierung im Damptbad fiir 35
Minuten wurde mit Citratpuffer (pH=6; DAKO) vorgenommen. Danach folgt die Blockierung
mit 10%igem Aurion BSAc (bovine serum albumin) in PBS (1:10) . AnschlieBend werden die
Schnitte iiber Nacht bei 4 °C mit verdiinnten Primérantikorpern inkubiert.
Primérantikorper:

= monoklonaler Maus-anti SOX-2 (1:100) (R&D-Systems)

= polyklonaler Kaninchen- anti ER (1:50) (Santa Cruz)

Auf die Negativkontrolle wurden keine Primarantikorper gebracht.

Nach drei einanderfolgenden Waschgidngen mit PBS werden die Proben mit Sekunderantikdrper
fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur in Kontakt gebracht. Von diesem Zeitpunkt an wurde im

Dunkeln (abgedunkelter Raum, verschlossene Inkubationskammer) gearbeitet.

Sekundarantikorper:
= anti Maus Ig G, AlexaFluor 546 (rote Fluoreszenz) 1:500 (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA)
= anti rabbit Ig G AlexaFluor 488 (griine Fluoreszenz) 1:500 (Molecular Probes)

Der Fluoreszenz-Antikorper wird auch auf die Negativkontrollen aufgebracht , um das eigene
Fluoreszenzpotenzial und die Autofluoreszenz des Gewebes einschétzen zu konnen.

Die bereits in Glyceringelatine eingebetteten Schnitte wurden mit dem Leica DMLB Konfokalen
Fluoreszenzlasermikroskop  (Leitz, Wetzlar, Deutschland) in den entsprechenden
Fluoreszenzkanilen untersucht. Hierbei kamen die Werkseinstellungen fiir FITC und TRITC

(griine bzw. rote Fluoreszenz) zum Einsatz.
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2.4 Statistik

Zur Auswertung der immunhistochemischen Farbung wurde der parametrische T-Test genutzt.
Der T-Test analysiert den Unterschied zwischen empirisch gefundenen Mittelwerten zweier
Gruppen. Mittels dieses Tests kann festgestellt werden, ob der Mittelwertunterschied zwischen

zwei Gruppen wesentlich ist, oder auch zufillig entstanden sein konnte.

Damit der T-Wert mit der Berticksichtigung der Nullhypothese berechnet werden konnte, wird
eine Standardisierung der Mittelwertdifferenz der beiden Stichproben mit dem geschéitzten
Standardfehler  durchgefiihrt.  Die  T-Verteilung  bietet die  Moglichkeit  eine
Auftretenswahrscheinlichkeit unter der Nullhypothese zu dem empirischen T-Wert zu zuordnen.
Die empirische Mittelwertsdifferenz wird bei einem p<0,05 als statistisch signifikant definiert

und ein p<0,01 als statistisch sehr signifikant bezeichnet.

2.5 EDV-Programme
Statistische Auswertung — SPSS (Version 15)

Grafische Darstellung- Adobe Photoshop CS2, MS Word Office, MS Exel Office

Textverarbeitung- MS Word Office
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3 Ergebnisse

3.1.1 Verteilung Sox-2 exprimierender Zellen in den Lymphknoten von
Endometriose Patientinnen

Die Expression der Sox-2 exprimierenden Zellen wurde via Immunhistochemie an
Lymphknotenschnitten von 38 Patientinnen (Tabelle 1) untersucht. Im hochauflésenden

Mikroskop wurden nukleédre und zytoplasmatische Farbungen nachgewiesen und die Anzahl der
positiven Zellen pro 60 Gesichtsfelder summiert.

Die Sox-2 positive Zellen konnten sowohl in der kortikalen als auch in der medulldren Zone der
Lymphknoten identifiziert werden. Hierbei ergab sich eine hohere Anzahl Sox-2-positiver Zellen
in der medulldrer Schicht (Abb. 3).

Gelegentlich konnten auch Sox-2 positiv gefirbte Zellgruppen, Zellnester genannt, detektiert
werden ( Abb. 3B) (Vgl. Gotte et al. Fertil Steril 2011).
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Abbildung 3: Reprisentative immunhistochemische Farbemuster von Sox-2 im Lymphknoten vor dem
Hintergrund der Endometriose

A);D);F) Sox-2 positive Einzelzellen im Kortex der Lymphknoten

C)E) Sox-2 positive Einzelzellen in der Medulla der Lymphknoten

B) Gruppe Sox-2 positiver Zellen (Zellnester) im kortikalen Anteil der Lymphknoten (siche Pfeil).
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3.1.2. Sox-2-Expression in Sentinel-Lymphknoten und zufillig gewonnenen
Lymphknoten

Die Anzahl der Sox-2 positiven Zellen in den Sentinel-Lymphknoten (n=19) war knapp dreifach
hoher als in den zufélligen Lymphknoten ( n=19) ( Abb. 4A).

Eine signifikant fiinffach erhdhte Sox-2 Expression zeigte die fiir Ostrogen und Progesteron

( E+/P+) positive Patientengruppe ( n=12) im Vergleich zur hormonrezeptornegativen (N) oder
alleine fiir Progesteronrezeptor positiven (P+) Gruppe (n=26) (Abb. 4B). Eine identische
hormonbezogene Sox-2 Expression konnte auch separat fiir die Gruppe von Sentinel-
Lymphknoten nachgewiesen werden. Eine signifikant erhéhte, hormonrezeptorassoziierte Sox-2
Expression im gemeinsamen Kollektiv (alle LK) sowie isoliert in den Sentinel-Lymphknoten
stellt die Abb. 4C dar.
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Abbildung 4: Verteilung SOX-2 possitiver Zellen in Lymphknoten

A) Signifikant erhohter Anzahl SOX-2 exprimierender Zellen in der Sentinel-Lymphknoten vs.
zuffallig gewonnenen Lymphknoten ( *p<0,05).

B) Signifikant erhdhter Gesamtzahl der SOX-2 positiven Zellen in fiir Estrogen und Progesteron
positiven Lymphknoten im Vergleich zur hormonnegativen oder alleine fiir Progesteron
positiven Lymphknoten ( **p< 0,01).

C) Signifikant erhohte SOX-2 Espression in fir Estrogen und Progesteron positiven
Lymphknoten sowohl im gesamten Kollektiv (B) als auch in der Gruppe von Sentinel-
Lymphknoten ( **p<0,01).
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3.1.3 Sox-2 kolakalisiert mit Ostrogenrezeptoren in den Lymphknoten

Zur Untersuchung einer moglichen Koexpression von Sox-2 und dem Ostrogenrezeptor
wurde eine Doppelimmunfluoresz an Lymphknotenschnitten durchgefiihrt und via
konfokalem Mikroskop untersucht.

Sox-2 zeigte eine ausgeprigte Kolokalisation mit dem Ostrogenrezeptor, wobei die
Ostrogenrezeptor Expression nicht immer auf die Sox-2 exprimierende Zellen beschriankt

war ( Abb. 5).
SOX-2 ER
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Abbildung 5: Kolokalisation von Sox-2 und ER in den Lymphknoten
Oberes und mittleres Teilbild zeigen eine Kolokalisation von Sox-2 und Ostrogenrezeptoren
(ER). Das untere Teilbild zeigt eine negative Kontrolle.



4 Diskussion

4.1 Studie zu Sox-2

Als ein moglicher pathogenetischer Weg der Endometriose ist die lymphovaskuldre
Metastasierung beschrieben worden, laut dessen das Endometriumsgewebe iiber die
Lymphbahnen an die ektopen Orte gelangt und dort Endometrioseherde etablieren konnte. Die
Endometriose-artigen Zellen und Endometrioseldsionen in Lymphknoten konnten durch die
Arbeitsgruppe von Dr. PD. Mechsner und anderen nachgewiesen werden (Mechsner et al., 2008;
Abrao et al., 2006). Unsere eigene Arbeitsgruppe hat zeigen konnen, dass in Endometrioseherden
im Vergleich zum sekretorischen Endometrium gesunder Probandinnen vermehrte Zellen

vorkommen, die den Transkriptionfaktor und Stammzellmarker Sox-2 exprimieren (Goétte et al.,

2011).

Die in unserer Studie auffillig erhohte Sox-2 Expression in Sentinel-Lymphknoten im Vergleich
zur Patientinnengruppe mit zuféllig gewonnenen Lymphknoten unterstiitzt sowohl die Hypothese

der lymphatischen Dissemination als auch das Stammzellkonzept der Endometriose.

Die endometrialen Stamm- und Progenitorzellen gewihrleisten die zyklische Regeneration des
Endometriums und erméglichen so den Aufbau des Endometriums (Gargett et al., 2006). Diese
Zellen sind moglicherweise ebenfalls fiir den raschen Aufbau des Endometriums wihrend der
Schwangerschaft verantwortlich (Chan et al., 2004). Andererseits konnten diese auf Grund ihres
hohes proliferativen Potentials und hohen Differenzierungspotentials die Entstehung und die

Progression der Endometriose begiinstigen.

Verschiedene Studien zeigen, dass Frauen mit Endometriose mehr Zelltrimmer des basalen
Endometriums in ihrem Menstruationsblut aufweisen als die Gesunde (Leyendecker et al., 2002).
Dariiber hinaus werden wihrend der retrograden Menstruation bei Endometriosepatientinnen
vermutlich eine vermehrte Anzahl der endometrialen Fragmente basaler Abstammung in die
Bauchhohle geschleppt. Die Wichtigkeit der basalen Fragmente fiir die Endometrioseentstehung
steht in Beziehung zu einer erhdhten Zahl von Progenitor- bzw. Stammzellen in dieser Region

(Gargett & Guo et al., 2010).
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Als eine andere potentiale Quelle fiir die endometrialen Zellen dient das Knochenmark. Eine
regelméfBige Migration der Stammzellen vom Knochenmark sollte wahrscheinlich als
physiologischer Prozess betrachtet werden und als Nachweis flir die Transdifferenzierung der
Stammzellen fungieren (Taylor et al., 2004). Die vom Knochenmark stammenden Stammzellen
konnten vielleicht anhand einer Verteilung iiber das lymphatische System zur Entstehung der

extragenitalen Endometriose beitragen.

Die in den 1920er Jahren zum ersten Mal beschriebene Theorie der lymphatischen bzw.
hédmatogenen Metastasierung der Endometriose ist in der Lage, das Phdnomen der extragenitalen
Endometriose zu erkldren (Sampson JA.et al 1927). Die histologisch nachgewiesene
Endometriose aulerhalb der Bauchhoéhle, so z.B. im Gehirn, in den Knochen und Lungen, sowie
das Auftreten der Erkrankung bei Patientinnen mit extragenitaler Endometriose nach der
Hysterektomie und Adnexektomie beidseits (Veeraswamy et al., 2010) weisen darauf hin, dass
die Endometriose als eine komplexe Erkrankung , die moglicherweise das lymphatische und

hidmatogene System als einen Weg der Ausbreitung nutzt, betrachtet werden sollte.

In unserer Studie konnten wir eine signifikant erhohte Anzahl von Zellen, die den Stammzell-
Transkriptionsfaktor Sox-2 exprimieren, in Sentinel-Lymphknoten von Patientinnen mit tief
infiltrierender Endometriose nachweisen. Die Sox-2 Expression zeigte sich in Sentinel-
Lymphknoten verglichen mit zufillig gewonnenen Lymphknoten dreifach erhoht. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass die lymphatische Ableitung in die lokal drainierenden
Lymphknoten zusammen mit den pluripotenten Stammzellen in die Pathophysiologie der
Endometriose involviert sind. Adulte Stamm- und Progenitorzellen konnen aufgrund ihres
Differenzierungspotenzials und hohen Lebenserwartung als potenzielle Quelle fiir die weitere
Besiedlung dienen oder Endometrioseherde in den Lymphknoten selbst bilden. AuBerdem
unterstiitzt die erhohte Anzahl Sox-2 positiver Zellen in Sentinel-Lymphknoten die Hypothese

des Stammzellursprungs der Endometriose.

Viele weitere Studien weisen auf die Beteiligung der Lymphknoten in Patienten mit
Endometriose hin. Die endometrialen Lasionen sind in ca. 25 % der Félle mit den typischen
Strukturen mit driisenepithelialen Zellen und stromalen Zellen priasentiert worden. Obwohl die
Endometriose in den Lymphknoten nicht so hdufig vorkommt, bzw. nicht so haufig

diagnostiziert wird, konnten die endometrialen Zellen, die sich in den LK befinden ein Ausloser
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von Rezidivfillen sein. Die Entfernung der Lymphknoten koénnte in diesem Fall zur
Verringerung der Rezidivfillen fiihren. Aulerdem die Evaluation der regionalen lymphatischen
Verbreitung der Endometrose konnte fiir Effizienz der adjuvanten hormonellen Therapie

prognostische Daten liefern (Gong et al., 2011).

Die Unversehrtheit der regionalen Lymphknoten schlieft die Beteiligung des lymphatischen
Systems in der allgemeinen Pathogenese von Endometriose nicht aus. Die lymphatischen Geféal3e
konnen als Transportwege fiir endometriale und stromale Zellen fungieren. Laut Noel et al wurde
in 4 von 11 Patientinnen mit der Lymphknotenbeteiligung und in 2 von 15 ohne LK-

Beteiligung lymphovasculdre Invasion festgestellt (Noel et al., 2008)

Unter Besichtigung der oben genannten Umstinde konnte man vermuten, dass die
Endometriosepatientinnen von der Entfernung der regionalen Lymphknoten profitieren wiirden .
Den Patientinnen mit befallenen Lymphknoten wiirde man dennoch eine adjuvante hormonelle

Therapie anbieten (Gong et al., 2010, EM1).

ER-PR positive Zellen in den Beckenlymphknoten wurden in 83% der Frauen mit der tief
infiltrierenden Endometriose und in 80% mit ovarieller beziechungsweise peritonealer
Endometriose gefunden. Diese Zellen waren sowohl fiir den CD-10 Marker als auch fiir CK
Marker negativ. Die Ausbreitung der ER-PR positiven Zellen von den primédren endometrialen
Herden ins lymphatische System wird als sehr wahrscheinlich betrachtet (Mechsner et al., 2008,
Clemens et al.,2011).

Eine via  Doppelimmunfluoreszenz  erstmalig  beschriebene  Kolokalisation  von
Ostrogenrezeptoren und Sox-2 Stammzellmarker in Lymphknoten bringt Nachweise fiir eine
moglichen Zusammenhang zwischen dem Stammzellkonzept der Endometriose und ER/PR
positiv ,,endometriotic-like cells“. Laut Mechsner et al , waren disseminierte ER/PR positive
Zellen meistens im Parenchym der Lymphknoten lokalisiert, was mit der hdufigsten Lokalisation
der Sox-2 positiven Zellen in unserer Studie iibereinstimmt. Die biologische Rolle der Ostrogen-
und Progesteronrezeptor positiven Zellen in Lymphknoten ldsst noch genug Raum fiir
Diskussionen. Der positive Hormonrezeptorstatus der in den Lymphknoten befindlichen Zellen
bildet einen deutlichen Hinweis auf einen nicht-leukozytiren Ursprung und macht eine

Abstammung vom Endometrium wahrscheinlich. Die Ausbreitung von ER/PR positiven Zellen
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anhand des lymphatischen Systems von primdren Herden in die regionalen LK, sowie die
potenzielle Rolle dieser Zellgruppen im Rezidivfall oder im chronischem Verlauf der
Endometriose konnte einen wichtigen Pathogenesemechanismus darstellen (Mechsner et al.,

2010).

Proliferative Prozesse im Endometrium werden sowohl von Ostrogen als auch durch den
Pluripotenzmarker Sox-2 kontrolliert. Die Kolokalisation beider Marker in LK-Zellen konnte auf
eine Ostrogenabhingigkeit beim Uberleben dieser Zellen an der ektopen Lokalisation hindeuten.
Laut unserer Daten war die Anzahl von Sox-2 positiven Zellen in der fiir ER/PR positiven
Lymphknotengruppe signifikant erhoht. Die signifikant erhdhte hormonrezeptor-assoziierte Sox-
2 Expression galt fiir die gesamte Patientengruppe, sowie flir die gesonderte Sentinel-

Lymphknoten-Gruppe.

Zhang et al, behaupten, dass das Ostrogen als Katalysator fiir Differenzierung von Stammzellen
des Knochenmarks in Epithelzellen fungiert und in gleicher Weise endometriale Stromazellen
stimuliert. Die Differenzierung von Stammzellen sei abhidngig von 17B-E, und brauche eine
gewisse lokale Hormonkonzentration fiir die epitheliale Differenzierung (Zhang et al., 2012).

Diese Beobachtung stimmt gut mit den Ergebnissen unserer Studie iiberein.

Laut der vorhergehenden Studien mit unserem Patientenkollektiv konnten Endometriose-
Léasionen in Lymphknoten selbst identifiziert werden. In unserer Untersuchung wurde jedoch
kein Zusammenhang der Sox-2 Expression in LK und dem Endometriosebefall der LK
festgestellt. Diese Tatsache konnte vielleicht bedeuten, dass die ER/PR positive LK mit
vermehrter Sox-2 Expression eine Vorstufe von lokalen Endometriose in LK darstellen, wéhrend
bereits differenzierte stromale und epitheliale Zellen Sox-2 herabregulieren. Die Herabregulation
des Stammzellmarkers Oct-4 auf Grund der aktivierten endometrialen Stromazellen wurde schon

postuliert (Zhang et al., 2012), was indirekte Hinweise fiir oben genannte Hypothese liefert.

Unter der aktuellen Voraussetzung, dass die Endometriose als nicht bosartiger Prozess
bezeichnet wird, gibt es selbstverstindlich keinen Grund fiir die regionale
Lympknotenentfernung. Unter Beriicksichtigung der oben dargelegten Ergebnisse schlieB3t
unsere Studie dennoch nicht aus, dass die Patientinnen mit Endometriose von solch einer

Mafnahme profitieren konnten.
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Das Hauptziel der chirurgischen Therapie ist die Entfernung aller von Endometriose befallenen
Regionen. Aus dieser Sicht wire die Vernachldssigung der moglichen assoziierten

lymphatischen Involvierung eher irrational (Abrao M., et al., 2006).

Zukiinftige Studien miissen dariiber hinaus die Rolle von Stammzellen in der Pathogenese von
Endometriose weiter etablieren. Disseminierte ER/PR positive Zellen und endometriale Herde in
Lymphknoten sollten in einem groBeren Patientenkollektiv unter Hinzunahme weiterer Marker
fiir endometriale Stammzellen histopathologisch untersucht werden, um ihre Rolle fiir den

chronischen Verlauf der Kankheit und die Rezidivrate zu enthiillen.

Ein dhnliche Studie mit Involvierung der Uterus drainierenden Lymphknoten von gesunden
Probandinnen wihrend der verschiedenen Zyklusphasen und Endometriose Patientinnen
wire sinvoll, denn man konnte die zelluliren Prozesse in Lymphknoten und ihre Rolle fiir
die Endometriose einschliefilich der extragenitalen Endometriose besser verstehen, jedoch
muss hierzu natiirlich die ethische Indikation fiir die Entnahme solcher Lymphknoten

bestehen.

4.2 Kritische Beurteilung des Studienaufbaus
Die vorliegende Untersuchung konnte erstmal eine Expression des diskutierten Stamzellmarkers
Sox-2 in Lymphknoten von Endometriose-Patientinnen mittels Immunhistochemie nachweisen.

Die Kolokalisation von Sox-2 Stamzellmarker mit Ostrogenrezeptoren wurde ebenso erstmals
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durchgefiihrt, was zusdtzliche Informationen bzgl. hormoneller Wirkung auf die

Stammzelldifferenzierung liefert.

Zu diskutieren ist die eingeschrinkte Anzahl von Patientinnen in den beiden
Untersuchungsgruppen. Verteilt auf 2 Gruppen wurden insgesamt 40 Patientinnen untersucht.
Bei jeder Gewebeprobe wurden 60 Gesichtsfelder analysiert. Ein Auszdhlen der gesamten
Schnittfliche hétte die Genauigkeit der Studie ggf. noch erhohen kénnen, jedoch konnte mit der
gewihlten Flidche eine sicher bestimmnbare Zehl positiver Zellen mit vertretbarem Aufwand

analysiert werden.

Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse konnten durch weitere doppelimmunfluoreszenz-
mikroskopische Untersuchungen noch weiter abgesichert werden (z.B. gegen epitheliale und
stomale Antigene von Endometriumszellen). Desweiteren erscheint eine in vitro-Untersuchung

der Ostrogenabhingigkeit endometrialer Stammzellen lohnenswert.

Basierend auf der Tatsache, dass die Lymphknoten ein seltenes Material sind und unter der
Berticksichtigung der rechtlichen und ethischen Aspekte der Lymphknotenentfernung wurde auf

den Vergleich mit der Kontrollgruppe von gesunden Probandinen verzichtet.
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