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Zusammenfassung

Endometriose ist gekennzeichnet durch das ektope Auftreten endometrialen Gewebes außerhalb des
Uterus. Die Patientinnen leiden unter Unterbauchschmerzen sowie Sterilität. Das ektope Gewebe
unterliegt, genauso wie das eutope Endometrium dem hormonellen Einfluss. Therapeutisch gilt
die laparoskopische Entfernung der Endometrioseherde als Goldstandard. Daneben werden auch
hormonelle sowie analgetische Therapien eingesetzt.

Das Endometriumkarzinom ist das vierthäufigste Karzinom der Frau. Leitsymptom ist hier vor
allem die postmenopausale Blutung. Als Therapie steht hier ebenfalls die chirurgische Entfernung
an erster Stelle. Adjuvante Strahlen- oder Chemotherapien sind möglich.

Als moderne Therapieform kommt eine zielgerichtete Therapie in Frage. Eine solche Therapie ba-
siert auf molekularen Unterschieden zwischen gesundem und krankem Gewebe. Es gibt verschiedene
Ansätze einer solchen Therapie, zum Beispiel der Einsatz von Antikörpern, small molecules oder
Gentherapien. Um eine zielgerichtete Therapie zu entwickeln, ist es notwendig in dem erkranktem
Gewebe spezifische Marker zu identifizieren.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, geeignete Zielstrukturen zur Entwicklung einer zielgerich-
teten Therapie der Endometriose und des Endometriumkarzinoms zu detektieren. Als mögliche
Promotoren wurden nach ausführlicher Literaturrecherche VEGF, Midkine, CXCR�, Survivin und
Heparanase ausgewählt. Es wurden �� Endometriose-, �� Endometrium- und �� Endometriumkar-
zinomproben hinsichtlich der Expression dieser Zielgene mittels real-time quantitative PCR (qPCR)
untersucht. Diese wurde mit der DDCT-Methode ausgewertet. Verbliebene Endometriose- und
Endometriumproben wurden ebenfalls immunhistochemisch untersucht, um die Ausprägung der
entsprechenden Genprodukte nachzuweisen.

VEGF war in den Karzinomproben signifikant höher exprimiert als in den Endometrioseproben.
Im Vergleich zum Endometrium ergab sich keine Signifikanz. Auch immunhistochemisch ließ sich
im Vergleich Endometriose zu Endometrium kein Unterschied erkennen. Für Survivin zeigte sich
in der qPCR eine signifikant höhere Expression in den Karzinomproben sowohl im Vergleich
zu den Endometriose- als auch im Vergleich zu den Endometriumproben. Immunhistochemisch
zeigte sich in den Endometriose- und Endometriumproben eine schwache bis mäßige Anfärbung.
Midkine wies eine signifikant höhere Expression in den Endometrioseproben im Vergleich zu den
Karzinomproben auf, jedoch nicht im Vergleich zu den Endometriumproben. Immunhistochemisch
zeigten die Endometriumproben eine etwas stärkere Färbung als die Endometrioseproben. Für
Heparanase und CXCR� konnten keine signifikanten Expressionsunterschiede nachgewiesen werden.
Auch immunhistochemisch konnte in den Endometriose- und Endometriumproben ein vergleichbares
Färbeverhalten für Heparanase gezeigt werden. Auf eine immunhistochemische Untersuchung für
CXCR� wurde verzichtet.

Eine zielgerichtete Therapie der Endometriose scheint, basierend auf den Ergebnissen der vor-
liegenden Arbeit, schwierig zu sein. Ein selektiver Marker konnte nicht nachgewiesen werden. Die
hohe Streubreite der Ergebnisse könnte auf eine zyklusabhängige Expresssion der Zielstrukturen
hindeuten, sodass eine klare Identifikation eines solchen Markers nur schwer zu ermöglichen ist.
Bei den untersuchten Endometriumkarzinomproben ergab sich jedoch ein eindeutiges Ergebnis:
Survivin ist hier sowohl im Vergleich zum Endometrium als auch im Vergleich zur Endometriose
signifikant höher exprimiert und somit ein möglicher Kandidat einer zielgerichteten Therapie zur
Behandlung des Endometriumkarzinoms. Abschließend kann man sagen, dass erste Hinweise zur
Selektion möglicher Promotoren erabeitet werden konnten, diese jedoch im Rahmen weiterer Studien
validiert werden müssen.
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Abstract

Endometriosis is characterized by the presesence of endometrial tissue outside the uterus. The
estrogen-dependent disease is associated with pelvic pain and sterility. Laparoscopic removal of the
endometriotic lesions represents the gold standard of therapeutical interventions. Other options
include analgetics and hormonal therapeutics.

The endometrial carcinoma is the fourth most common cancer in women. Leading symptom
is postmenopausal bleeding. Surgery ist the most popular treatment, with chemotherapy and
radiotherapy as adjuvant therapies.

Targeted therapies are a novel promising approach, which is nowadays wide established in various
fields of modern medicine. It is based on molecular di�erences between healthy and diseased tissue.
As it is important that only diseased cells are destroyed, the need for special promoters, that are
distinctive for the diseased tissue, seems obvious.

Aim of this work is to identify special promotors for endometriosis and endometrial carcinoma.
Based on comprehensive literature search VEGF, midkine, CXCR�, survivin and heparanase seem
to be promising candidates. The gene expression levels of these five promotors were analyzed with
real-time quantitative PCR (qPCR) in �� samples of endometriosis, �� samples of endometrium and
�� samples of endometrial carcinoma. To analyze the relative gene expression the DDCT-method
was used. A subsample was also examined by immunohistochemistry.

The results show, that the expression of VEGF in carcinoma samples is significantly higher
than in those of endometriosis. No significant di�erence between carcinoma and endometrium
could be detected. The immunohistochemical staining showed no di�erence between endometriosis
and endometrium. The expression of survivin was significantly higher in carcinoma samples than
in endometriosis and endometrium. The immunohistochemistry shows a weak staining of both
endometriosis and endometrium. For midkine the expression in endometriosis samples is significantly
higher compared to carcinoma samples, but not to endometrium samples. The immunohistochemical
staining of the endometrial samples is stronger than those of endometriosis. There were no significant
results for heparanase and CXCR� in qPCR and immunohistochemical staining.

In this work, we can’t identify special promotors for endometriosis. For this case a targeted
therapy seems to be di�cult. Survivin expression in qPCR is the most interesting result in the
matter of a targeted therapy for endometrial carcinoma. In conclusion the results of this work give
first evidence of possible promotors, which have to be validate in following studies.
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Abkürzungen

ASRM American Society for
Reproductive Medicine

bFGF basic fibroblast growth factor
BIRC � baculoviral IAP

repeat-containing �
cDNA komplementäre DNA

(complementary DNA)
CT threshold cycle
DCT delta-CT-Wert
DDCT delta-delta-CT-Wert
CXCR� Chemokin-Rezeptor �
DAB Diamnobenzidin
DEPC Diethylpyrocarbonat
DNA Desoxyribonukleinsäure
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EEC Endoskopische

Endometriumklassifikation
EGF Endothelial Growth Factor
FIGO Fédération Internationale de

Gynécologie et d’Obstétrique
HNPCC hereditäres nicht polypöses

kolorektales Karzinom
IAP Inhibitors of apoptosis protein
IGF-� Insulin-like Growth Factor
IL-� Interleukin-�
IL-�b Interleukin-�b
IL-� Interleukin-�
IL-� Interleukin-�
IL-� Interleukin-�

IL-�� Interleukin-��
IRS Immunreaktiver Score

(immunoreactive score)
LSAB Labelled (Strept-)Avidin-Biotin
NEGF-� neurite growth-promoting

factor-�
NSAP nichtsteroidale Antiphlogistika
NSAR nichtsteroidale Antirheumatika
mRNA Boten-RNA (messenger RNA)
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PP Prozentualer Anteil der

gefärbten Zellen (percentage of
positive cells)

qPCR real-time quantitative PCR
RNA Ribonukleinsäure
RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR
SDF-� stromal cell-derived factor �
SI Farbintensität (staining

intensity)
SLPI secretory leukoprotease inhibitor
TBE TRIS-Borat-EDTA-Pu�er
TGF-a Transforming Growth Faktor-a
TNF-a Tumornekrosefaktor-a
TRIS Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan
VEGF Vascular Endothelial Growth

Factor
VPF Vascular Permeability Factor
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KAPITEL �
Einleitung

�.�. Endometriose

Unter Endometriose versteht man das ektope Auftreten von endometrialem Gewebe au-
ßerhalb des Uterus. Es handelt sich um eine benigne, östrogenabhängige Erkrankung, die
meistens chronisch verläuft und mit Unterbauchschmerzen und Infertilität in Verbindung
gebracht wird (Giudice u. Kao ����). Das ektope Endometrium zeigt eine große Ähn-
lichkeit zum normalen Endometrium. Neben dem charakteristischen Aufbau von Drüsen
und Stroma, weist das ektope Gewebe auch die typische hormonabhängige Sekretion und
Proliferation auf, jedoch nicht in dem Maße wie eutopes Endometrium. Endometrioseherde
sind vor allem im kleinen Becken, den Ovarien und im rektovaginalen Septum zu finden
(Endometriosis genitalis externa). In seltenen Fällen findet man auch Herde außerhalb des
kleinen Beckens beispielsweise am Darm, in der Pleura oder sogar im Gehirn (Endometrio-
sis extragenitalis) (Giudice u. Kao ����). Der Begri� Endometriosis genitalis interna ist
veraltet. Die Erkrankung, bei der es zum Auftreten von endometrialem Gewebe innerhalb
des Myometriums kommt, wird heute als Adenomyosis uteri bezeichnet und als eigene
Entität angesehen (Olive u. Schwartz ����).
Eine genaue Prävalenz der Endometriose kann nicht exakt angegeben werden, da eine

defintive Diagnose nur durch eine Laparoskopie gestellt werden kann. Schätzungsweise
liegt sie bei ca. �% bis ��% der Frauen im gebärfähigen Alter (Giudice u. Kao ����). Bei
Frauen, die unter chronischen Unterbauchschmerzen und/oder Infertilität leiden, wird die
Prävalenz auf ��% bis ��% geschätzt (Paupoo et al. ����). Hervorzuheben ist, dass der
Zeitraum bis zur endgültigen Diagnose oft bis zu �� Jahre andauert, weil die Symptome
sehr variabel und unspezifisch sind (Hadfield et al. ����).

�.�.�. Ätiologie

Endometriose wurde erstmals ���� von dem Wiener Pathologen Rokitansky beschrieben
(Rokitansky ����). Um die Ätiologie zu erklären, gibt es verschiedene Ansatzpunkte,
allerdings scheint es sich um ein multifaktorielles Geschehen zu handeln.
Ende des ��. Jahrhunderts wurde die Theorie aufgestellt, dass die endometriotischen

Läsionen aus embryonalen Resten entstehen (von Recklinghausen ����; Russell ����).
Diese Theorie konnte bisher jedoch nicht wissenschaftlich belegt werden.

�
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Anfang des ��. Jahrhunderts stellte Meyer die Metaplasietheorie auf. Diese besagt, dass
es durch wiederholte Irritationen des Peritoneums, durch Infektionen oder chemische
Substanzen, zu Metaplasien kommt. Diese führen letztendlich zur Transformation des
pluripotenten Zölomepithels in endometriales Gewebe (Meyer ����). Jedoch lässt sich
diese Theorie kaum durch klinische und experimentelle Daten stützen. Wenn das Mesothel
zur Metaplasie fähig wäre, müssten Endometrioseherde auch in anderen Zölomepithelien
des Organismus vorkommen (Vinatier et al. ����). Eine Weiterführung dieser These
ist die Induktionstheorie, die konstatiert, dass das peritoneale Gewebe durch endogene
biochemische oder immunologische Sto�e aus dem Menstrualblut in endometriales Gewebe
umgewandelt wird (Witz ����).

Untersuchungen zeigten, dass es eine Streuung der Herde über Lymphwege und Blutgefäße
gibt, wodurch das extragenitale Auftreten erklärt werden könnte (Sampson ����a).
Die anerkannteste Entstehungstheorie stammt von Sampson (����) und besagt, dass

während der Menstruation das Endometriumgewebe retrograd durch die Tube in die
Bauchhöhle versprengt und dort implantiert wird (Implantationstheorie) (Sampson ����b).
Gestützt wird die These dadurch, dass bei Frauen, die von Endometriose betro�en

sind, häufig ein stärkerer Reflux von Blut und endometrialen Gewebe ins kleine Becken
beobachtet wird (Halme et al. ����). Auch die subendometrialen, myometrialen Kontrak-
tionen sind stärker (Salamanca u. Beltrán ����). Die retrograde Menstruation ist jedoch
ein physiologischer Vorgang der bei ca. ��% bis ��% der Frauen auftritt (Kyama et al.
����). Es konnte gezeigt werden, dass die Peritonealflüssigkeit von menstruierenden Frauen
endometriale Zellen enthält, die zu ��% adhärieren und proliferieren können (Kruitwagen
et al. ����). Die Prävalenz der Endometriose beträgt aber nur etwa ��%. So scheinen sich
die peritonealen Gegebenheiten sowie die Reaktion des Immunsystems auf die versprengten
Endometriumzellen bei Patienten mit Endometriose von gesunden Frauen zu unterscheiden.
Die immunologische Reaktion des Organismus scheint hier eine entscheidende Rolle

zu spielen. Neben der Volumenzunahme, steigt auch die Konzentration von Leukozyten,
Makrophagen, inflammatorischen Mediatoren und natürlichen Killerzellen in der Peritone-
alflüßigkeit (Gazvani u. Templeton ����). Die Anwesenheit von endometrialen Zellen in der
Peritonealhöhle bewirkt somit eine entzündliche Reaktion, die wiederum das Fortschreiten
der Erkrankung begünstigt. So wird inflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-� und IL-�)
eine Rolle bei dem Adhäsionsprozess endometrialer Zellen zugesprochen: IL-� stimuliert
die Adhäsion an Fibronektin, wobei TNF-a neben der Proliferation endometrialer Zellen,
auch die Adhäsion an extrazelluläre Matrixkomponenten fördert (Kyama et al. ����).

Makrophagen werden in höherer Anzahl gefunden und zeigen eine gesteigerte Aktivität.
Sie induzieren Neovaskularisation, Inflammation und Gewebereparatur, indem sie Zytokine,
Komplementfaktoren, Prostaglandine und hydrolytische Enzyme sezernieren (Gazvani u.
Templeton ����). Zudem werden bei gesunden Frauen versprengte endometriale Zellen
von natürlichen Killerzellen eliminiert, die bei Betro�enen eine reduzierte zytotoxische
Aktivität aufweisen (Wilson et al. ����). Auch wurde ein verändertes Aktivitätsmuster im
Bereich der T-Lymphozyten in mehreren Studien beschrieben: Es hat sich gezeigt, dass
TH�-Zellen aus der Peritonealflüssigkeit die zelluläre Immunität, durch erhöhte Sekretion
von IL-� und IL-��, unterdrücken (Harada et al. ����).
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Endometriosegewebe unterscheidet sich in vielen Punkten von gesundem Endometrium.
Dies betri�t neben dem Apoptoseverhalten auch Veränderungen in der Struktur, der
Proliferation, Immunkomponenten, Adhäsionskomponenten etc.(Sharpe-Timms ����). Die
Apoptoseaktivität ist in Endometriosegewebe herabgesetzt, denn im gesunden Organismus
würden versprengte Zellen, die nicht in den lokalen Zellverband passen, dem programmierten
Zelltod unterliegen. Dieses scheint vor allem in der späten sekretorischen und Menstruations-
Phase bei Endometriose-Patienten zu fehlen (Harada et al. ����).
Es bleibt jedoch zu klären, ob die reduzierte Apoptose bei den Betro�enen im eutopen

Gewebe oder erst nach der Versprengung in das kleine Becken an der Pathogenese der
Erkrankung beteiligt ist. Dies wird allerdings schwierig zu untersuchen sein, da Patienten
in frühen Endometriose-Stadien nur selten diagnostiziert werden (Harada et al. ����).

Auch eine genetische Disposition scheint bei der Entstehung der Erkrankung eine Rolle
zu spielen. Frauen, deren Verwandte �. Grades an schwerer Endometriose leiden, haben ein
sechsmal höheres Risiko zu erkranken (Simpson et al. ����). Dies konnte durch weitere
Studien, insbesondere bei der Untersuchung mit Zwillingen, gestützt werden (Burney u.
Giudice ����).
Es wird vermutet, dass Umweltgifte, wie zum Beispiel Dioxin, oder Sto�e, die ähnlich

wie Östrogen wirken, an der Pathogenese beteiligt sind (Giudice u. Kao ����).
Die Endometriosezellen müssen nicht nur in die Bauchhöhle gelangen, sondern dort auch

implantiert werden. Eine ausreichende Blutversorgung muss vorhanden sein. Daher konnten
molekulargenetische Untersuchungen eine Reihe von Genen aufzeigen, die bei Patienten
mit Endometriose stärker exprimiert sind. Hierzu gehören Aromatase, endometrial bleeding
factor, ��-Hydroxysteroid-Dehydrogenase, HoxA��, HoxA��, leukemia inhibitory factor,
Matrix Metalloproteinase-� und -�� sowie Progesteron-Rezeptoren (Giudice ����).
Endometriose-Patienten haben zudem ein erhöhtes Risiko am Ovarialkarzinom zu er-

kranken. Ovarielle Endometrioseherde können sich maligne verändern. Es wurde eine
genetische Veränderung der Tumorsuppressorgene wie PTEN, p�� und bcl nachgewiesen.
Hier wird nochmals deutlich, welchen Stellenwert eine frühzeitige Diagnose und Therapie
der Endometriose einnimmt (Nezhat et al. ����).

�.�.�. Klassifikation

Um die Erkrankung einzuteilen, gibt es verschiedenste Klassifikationen. Die weitverbreitets-
te Klassifikation wurde ���� von der American Society for Reproductive Medicine (ASRM)
verö�entlicht. Sie wurde ���� revidiert und wird daher heute rASRM -Klassifikation ge-
nannt. Bei diesem Klassifikationssystem wird nach einem Punkteschema der Schweregrad
der Erkrankung angegeben. Berücksichtigung finden Größe, Tiefe, Ausdehnung und Loka-
lisation der Endometrioseherde. Extragenitale Manifestationen werden jedoch nicht mit
eingerechnet. Es ergeben sich vier Schweregrade (s. Abbildung �.� auf der nächsten Seite):
gering, mäßig, schwer und ausgedehnt (Canis et al. ����).
Die EEC-Klassifikation ist eine endoskopische Klassifikation, die den laparoskopischen

Befund beschreibt und ebenfalls vier Stadien beschreibt (Semm ����) (s. Tabelle �.� auf
der nächsten Seite).
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Abb. �.�.: ASRM-Klassifikation der Endometriose (rASRM)
Darstellung der vier Schweregrade übernommen von Bloski u. Pierson (����), lizensiert
durch Copyright Clearance Center’s RightsLink®, Order-No. �������������

Tabelle �.�.: Endoskopische Endometriumklassifikation (EEC)

Grad Kriterien

EEC� Herde <�mm im Durchschnitt, uneingeschränkte
Tubendurchgängigkeit

EEC� Herde >�mm im Durchschnitt, Blasendachherde, Adhäsionen,
Ampullenstenosen/-phimosen

EEC� Adenomyosis, Schokoladenzysten, Knoten in den Ligamenten

EEC� Verwachsungen

Die ENZIAN-Klassifikation stellt eine weitere, an onkologische Klassifikationen ange-
lehnte Einteilung dar. Hier wird die rASRM -Einteilung hinsichtlich der Beschreibung der
tiefen Endometriose-Herde und dem Befall des Retroperitoneums sowie von Fremdorganen
erweitert (Haas et al. ����).

�.�.�. Morphologie

Makroskopisch

Es finden sich meistens gruppiert stehende, stecknadelgroße, leicht erhabene Bezirke auf
dem Peritoneum, die farblich stark variieren können. Die Herde wachsen polypös oder
infiltrierend aber niemals destruierend wie ein Karzinom. Bei der Ovarialendometriose findet
man häufig die sogenannten Schokoladenzysten, die nach ihrem cremigen, dunkelbraunen
Inhalt benannt sind (Stauber u. Weyerstrahl ����).
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Abb. �.�.: Laparoskopische Bilder
A: Rote Läsion, Adhäsionen, Hyperämie des Peritoneums; B: Rote und schwarze Läsionen, Ver-
wachsungen; C: ausgedehnte Verwachsungen; D: ovarielle Endometriose; reproduced with permissi-
on from (Giudice ����), Copyright Massachusetts Medical Society

Mikroskopisch

Zu ��% findet man hochdi�erenzierte Drüsen, die hormonabhängig reagieren, sowie
Stroma. In ��% kann man Drüsenepithel unterschiedlichen Di�erenzierungsgrades und in
��% hochdi�erenziertes Epithel ohne Endometriumspezifität nachweisen. Diese Formen
zeigen jedoch keine Hormonabhängigkeit (Stauber u. Weyerstrahl ����). Beispielhaft zeigt
Abbildung �.� auf der nächsten Seite einige histologische Befunde der Endometriose.

Die häufigsten Lokalisationen der Endometriose sind Tabelle �.� zu entnehmen.

Tabelle �.�.: Lokalisation von Endometriose-Herden

Lokalisation Häufigkeit

Inneres Genital:
Ovarien ��%

Tuben ��%
Sakrouterinligamente und Douglasperitoneum ��%

Blase ��%

Genital und Darm/Ureter ��%

Aussschließlich extragenital �%
Extraabdominell (Lunge/Pleura), Extremitäten, Spinalkanal sehr selten

Übernommen aus Diedrich et al. (����)
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Abb. �.�.: Histologische Darstellung von Endometriose-Herden
HE-Färbung; e: Endometriose-Herd, m: Myometrium, mu: Muskulatur, f : Fettgewebe, abd: Bauch-
höhle (Schreinemacher et al. ����), licensed under Creative Commons Licence CC-BY �.� (htt-
ps://creativecommons.org/licenses/by/�.�/legalcode)

�.�.�. Klinik

Die Endometriose ist eine Erkrankung bei Frauen im gebährfähigen Alter, kann also
mit der Menarche beginnen und endet stets mit der Menopause, da die Aktivität der
Endometriose der hormonellen Stimulation unterliegt. Leitsymptom der Erkrankung ist der
Unterbauchschmerz, der chronisch verläuft und in der Intensität zyklische Schwankungen
aufzeigen kann (Giudice ����). Besonders häufig werden Dysmenorrhoe und Dyspareunie
als Hauptsymptom angegeben. Es kann aber auch zu Defäkationsbeschwerden und/oder
Dysurie kommen (Neunhoe�er u. Lawrenz ����). Die klinischen Beschwerden korrelieren
nicht zwingend mit dem Ausmaß, sondern eher mit der Lokalisation der Endometrioseherde.
Oft sind die betro�enen Patientinnen in ihren täglichen Leben sowie körperlichen Aktivität
stark eingeschränkt (Giudice ����). Ein weiteres Leitsymptom der Endometriose ist die

Tabelle �.�.: Symptome der Endometriose

Symptome der Endometriose Häufigkeit

Dysmenorrhoe ��% bis ��%

Zyklische Unterbauchschmerzen ��% bis ��%

Ungewollte Kinderlosigkeit ��% bis ��%

Dysurie �% bis �%

Prämenstruelle Schmierblutungen und Hypermenorrhoe �% bis ��%

Defäkationsbeschwerden �%

Zyklische Hämaturie/blutige Defäkation <�%
Übernommen aus Stauber u. Weyerstrahl (����)
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ungewollte Kinderlosigkeit, die ca. ��% der Patienten betri�t. Ursächlich könnten eine
Verlegung der Tuben durch Endometrioseherde, die Dyspareunie und wiederholte operative
Eingri�e sein (Neunhoe�er u. Lawrenz ����; Practice Committee of the American Society
for Reproductive Medicine ����). Die typische Symptomatik und deren Häufigkeit sind in
Tabelle �.� auf der vorherigen Seite aufgeführt.

�.�.�. Diagnostik

Neben einer ausführlichen Anamnese und bimanuellen Untersuchungen bilden Kolposkopie,
Sonographie und auch MRT wichtige Säulen der Diagnostik. Bei der bimanuellen Untersu-
chung kann ein schmerzhafter Douglas-Raum sowie eine schmerzhafte Beweglichkeit des
Uterus durch Befall der Sakrouterinligamente auf Endometriose hinweisen. Die Kolposkopie
kann nur einen Befall der Vulva, Vagina, Zervix und Portio bewerten. Eine sichere Diagnose
kann jedoch nur mittels Laparoskopie gestellt werden, wodurch die exakte Lokalisation, das
Ausmaß und der Aktivitätsgrad sicher festgestellt werden kann. (Giudice ����; Stauber u.
Weyerstrahl ����)

�.�.�. Therapie

Die Therapie gliedert sich in mehrere Säulen und ist stark abhängig von den individuellen
Faktoren, die die Patienten mitbringen z. B. Alter, Kinderwunsch, etc. Bisheriges Ziel der
Therapie ist es, die bestehenden Herde zu beseitigen und neues Auftreten zu verhindern
(Stauber u. Weyerstrahl ����). Eine symptomatische Therapie mittels Analgetika ist vor
allem den Frauen zu empfehlen, die keinen Kinderwunsch haben (Diedrich et al. ����).
Hier werden vor allem nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAP, geläufiger nichtsteroidale
Antirheumatika (NSAR)) eingesetzt z. B. Ibuprofen, Diclofenac (Neunhoe�er u. Lawrenz
����). Weitere medikamentöse Behandlungsoptionen beeinflussen die ovarielle Aktivität
und sind im Folgenden aufgeführt (Farquhar ����). Die kontinuierliche Gabe von Östrogen-
Gestagen-Kombinationspräparaten bremst die GnRH- und die LH-/FSH-Sekretion. Das
Endometrium wird zunächst stimuliert, anschließend kommt es zur Amenorrhoe und zur
Nekrose und Resorption der bestehenden Endometrioseherde. Die alleinige Gestagentherapie
soll die Schmerzen und ein weiteres Fortschreiten der Erkrankung mildern, ist jedoch mit
einigen Nebenwirkungen wie Gewichtszunahme oder Akne behaftet (Stauber u. Weyerstrahl
����). Danazol verhindert einen LH-/FSH-Peak durch Hemmung der Steroidsynthese in
den Gonaden und der Nebennierenrinde und vermindert die Östrogene�ekte. Hierbei ist
mit einer Gewichtszunahme, Hautveränderungen oder sogar Hirsutismus zur rechnen ist,
sodass der klinische Einsatz begrenzt ist (Farquhar ����). GnRH-Analoga bewirken durch
den stark reduzierten Östrogenspiegel der Menopause ähnliche Symptome mit Amennorhoe
durch Atrophie des Endometriums und können die Knochendichte negativ beeinflussen.
Es konnte jedoch eine Linderung der Schmerzen erreicht werden (Giudice ����). Die
operative Therapie kann o�en oder laparaskopisch durchgeführt werden und besteht vor
allem darin die bestehenden Herde zu resiszieren, die Ovarien zu rekonstruieren und die
Fertilität wiederherzustellen. In ca. ��% der Fälle können so die Schmerzen gelindert
und die Lebensqualität der Betro�enen gesteigert werden (Giudice ����). Zudem können
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gleichzeitig e�erente Nerven in den Ligamenta sacrouterina ablatiert werden (LUNA:
laparaskopic uterine nerve ablation), was das Outcome in Bezug auf die Schmerzen noch
verbessert (Neunhoe�er u. Lawrenz ����). Die Infertilität kann mittels Gonadotropin,
intrauteriner Insemination und In-vitro-Fertilisation e�ektiv behandelt werden (Practice
Committee of the American Society for Reproductive Medicine ����). Insgesamt ist die
bisherige Behandlung der Endometriose kompliziert und nicht zufrieden stellend, sodass
nach neuen Therapieoptionen geforscht werden muss.

�.�. Endometriumkarzinom

Das Endometriumkarzinom bildet mit ��% den häufigsten malignen Prozess im weiblichen
Uterus (Madison et al. ����). Mit einer Inzidenz von ��� ��� neudiagnostizierten Fällen pro
Jahr und weltweit, betri�t das Endometriumkarzinom vor allem Frauen im postmenopausa-
len Alter. So steht diese Erkrankung in ihrer Inzidenz der Tumoren bei Frauen direkt hinter
Brust-, Darm- und Lungenkrebs (Stauber u. Weyerstrahl ����). Es werden hinsichtlich
der Morphologie und Prognose zwei Typen des Endometriumkarzinoms unterschieden: Das
Typ I Karzinom ist mit ca. ��% der diagnostizierten Neuerkrankungen deutlich häufiger.
Es entsteht auf Grundlage einer atypischen Hyperplasie und ist Östrogen-abhängig. Histo-
logisch ähnelt es den endometrialen Zellen. Betro�en sind vor allem Patientinnen in der
Menopause. Als Risikofaktoren gelten Adipositas, Hyperlipidämie, Infertilität, Nullipara
sowie eine späte Menopause (Prat ����). Die �-Jahres-Überlebensrate beträgt hier je
nach Stadium ca. ��% (Johanna et al. ����). Das Typ II Karzinom ist somit deutlich
seltener (ca. ��%) und umfasst vor allem das klarzellige und seröse Karzinom sowie die
undi�erenzierten, muzinöse und squamöse Karzinome (Prat ����). Es entsteht häufig in
Folge von Polypen oder präkanzerösen Läsionen. Die Pathogenese ist östrogenunabghängig
(Bokhman ����; Felix et al. ����). Es geht häufig mit einer schlechteren Prognose einher,
die �-Jahres-Überlebensrate liegt bei ��% bis ��% (Johanna et al. ����).

�.�.�. Ätiologie

Die genaue Pathogenese des Endometriumkarzinoms ist noch nicht vollständig erklärt.
Der wichtigste Risikofaktor für die Entstehung des Typ I Endometriumkarzinoms ist eine
dauerhafte endogene oder exogene Östrogenexposition. Durch eine übermäßige, einseitige
Östrogen-Stimulation kommt es zur endometrialen Proliferation. Die Progesteron-induzierte
Zelldi�erenzierung fehlt, es kommt zu einer erhöhten mitotischen Aktivität und zum
vermehrten Auftreten von DNA-Replikationsfehlern (Akhmedkhanov et al. ����). Eine
Östrogen-Ersatztherapie und die Einnahme von Tamoxifen zur Therapie des Mammakarzi-
noms werden als Risikofaktoren diskutiert (Elit ����). Eine Schwangerschaft scheint einen
protektiven E�ekt auf die Entwicklung des Endometriumkarzinoms auszuüben, da es zum
einem zum mechanischen Entfernen von malignen oder prämalignen Zellen kommt und zum
anderen die erhöhten Progesteronwerte eine schützende Funktion erfüllen (Hinkula et al.
����). Weitere Risikofaktoren sind Adipositas, Diabetes mellitus, Hypertension, Nullipara
sowie eine späte Menopause (nach dem ��. Lebensjahr) (Brinton et al. ����). Frauen die
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bereits an einem anderen gynäkologischen Tumor, wie Mamma- oder Ovarialkazinom, oder
an nicht heriditärem Darmkrebs erkrankt sind, scheinen ein erhöhtes Erkrankungs-Risiko
zu haben. Auch wurde gezeigt, dass Patienten, die an hereditäres nicht polypöses kolo-
rektales Karzinom leiden, ein ��% höheres Risiko tragen, ein Endometriumkarzinom zu
entwickeln. Zudem spielen Mutationen und Amplifikationen von Onkogenen, wie K-ras
und Her�/neu, sowie Mutationen und Deletionen von Tumor-Supressorgenen und DNA-
Reparaturfunktionen genauso eine Rolle bei der Entstehung des Endometriumkarzinoms
wie Umwelteinflüsse, Ernährung und hormonelle Faktoren (Münstedt et al. ����). Die
wichtigsten Risikofaktoren sind in Tabelle �.� aufgeführt.

�.�.�. Klassifikation

Neben der oben aufgeführten histologischen Einteilung des Endometriumkarzinoms, erfolgt
die Klassifikation nach der chirurgischen Einteilung nach der Fédération Internationale de
Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO) (s. Tabelle �.� auf der nächsten Seite).

�.�.�. Grading

Ein wichtiger prognostischer Marker ist das Tumorgrading. Hier unterscheidet man drei
Stadien, je nach Di�erenzierung der Tumorzellen (AWMF ����):

Grading Di�erenzierung Anteil nicht-plattenepithelialer,
solider Tumoranteile

G� hoch Æ�%
G� mäßig �% bis ��%
G� undi�erenziert >��%

Tabelle �.�.: Erhöhung des Erkrankungsrisikos

Faktoren Erhöhung des Erkrankungsrisiko
für Endometriumkarzinom

Frühe Menarche �,�-fach

Späte Menopause �,�-fach

Nullipara �-fach
Polyzystisches Ovar-Syndrom �,�-fach

Diabetes mellitus �,�-fach

Hypertonie �,�-fach

Adipositas ��-fach
Andere östrogenproduzierende Tumoren,
atypische endometriale Hyperplasien

-

HNPCC ��-fach
Übernommen aus Münstedt et al. (����)
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Tabelle �.�.: FIGO-Klassifikation des Endometriumkarzinoms

FIGO TNM� Beschreibung

- Tx Tumor nicht beurteilbar
- T� Kein Primärtumor
� Tis Carcinoma in situ
Ia T� Tumor auf Uterus begrenzt

T�a Tumor auf Endometrium begrenzt

Ib T�b Tumor infiltriert innere Hälfte des Myometriums

Ic T�c Tumor infiltriert äußere Hälfte des Myometriums

IIa T� Tumor infiltriert Zervix
T�a Endozervikaler Drüsenbefall

IIb T�b Befall des Zervixstromas
IIIa T� Lokale/regionale Ausbreitung über den Uterus hinaus

T�a Tumor befällt Serosa und/oder Adnexe und/oder Tumorzellen
in Aszites/Peritoneallavage

IIIb T�b Befall der Vagina

IIIc N� Befall von Becken- und paraaortalen Lymphknoten

IVa T� Infiltration von Blasen- und Darmschleimhaut

IVb M� Fernmetastasen
�TNM-Klassifikation Sobin et al. (����)

�.�.�. Prognostische Faktoren

Die wichtigsten prognostischen Faktoren sind der Karzinomtyp, das Grading, die Inva-
sionstiefe in das Myometrium, der Lymphknotenbefall sowie die Zervixinfiltration (Elit
����).

�.�.�. Klinik

Häufig bleibt das Endometriumkarzinom symptomlos, allerdings zeigt sich als Kardi-
nalsymptom die vaginale Blutung, die bei ��% der Fälle auftritt und besonders bei
postmenopausalen Frauen untersucht werden muss (Diedrich et al. ����). Bei prämeno-
pausalen Patientinnen können Meno- oder Metrorrhagien auf ein Endometriumkarzinom
hinweisen. Fluor und Schmerzen können Folge eines Hämato- oder Pyometra sein und so
auf ein fortgeschittenes Tumorstadium hinweisen (Stauber u. Weyerstrahl ����).

�.�.�. Diagnostik

Neben der Anamnese mit besonderem Fokus auf Blutungsstörungen, sollte bei der gynäko-
logischen Untersuchung vor allem auf Konsistenzveränderungen, Blut und Eiter geachtet
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werden. Ein histologisch au�älliger Zervix-Abstrich kann ein Hinweis auf ein Endometri-
umkarzinom sein, wobei es sich dann häufig um ein fortgeschrittenes Tumorstadium handelt
(DuBeshter et al. ����). Ein wichtiges diagnostisches Instrument ist der transvaginale Ul-
traschall zur Ermittlung der Endometriumdicke (Gupta et al. ����). Eine sichere Diagnose
ist letztendlich jedoch nur durch eine histologische Sicherung nach Biopsie möglich (Taylor
u. Gomel ����). Zum Tumorstaging gehört anschließend eine Zystoskopie, eine Rektoskopie
sowie ein CT/MRT. Als Tumormarker wird CA��� bestimmt (Münstedt et al. ����).

�.�.�. Therapie

Bei jedem Tumorstadium steht die chirurgische Intervention an erster Stelle. Neben
einer abdominellen Hysterektomie sowie Adnexektomie wird auch eine peritoneale Lavage
durchgeführt. Zeigt sich in der anschließenden histologischen Untersuchung eine Invasion des
Myometrium von > ��%, wird eine pelvine und paraaortale Lymphektomie durchgeführt
(Münstedt et al. ����). Falls ein seröses oder klarzelliges Karzinom vorliegt sollte zudem
eine Omentektomie erfolgen (DGGG ����). Nach den aktuellen Empfehlungen, ist eine
Strahlentherapie nur bei einem hohen Risiko für ein Lokalrezidiv oder bei einem höheren
Tumorstadium, indiziert. Für die Tumorstadien I und II zeigt sich kein Überlebensvorteil
durch eine Radiotherapie. Bei Patientinnen mit einem Tumortstadium IB G� oder II G�
kann eine adjuvante Chemotherapie erwogen werden. Ab Tumorstadium III wird eine
platinhaltige Chemotherapie empfohlen (DGGG ����).

�.�. Neue Therapieansätze – Zielgerichtete Therapie

Die bisherigen, klassischen Therapien der oben beschriebenen Erkrankungen haben das
Outcome der betro�enen Patienten stark verbessert. Die Prognose, vor allem beim fort-
geschrittenen Tumorleiden, ist mit den bisherigen Behandlungsstrategien jedoch immer
noch nicht befriedigend. Auch die medikamentöse Therapie der Endometriose ist noch
verbesserungswürdig. Zudem haben medikamentöse Therapien, wie oben beschrieben zum
Teil starke Nebenwirkungen. So ist die Entwicklung neuer Therapieoptionen unabkömmlich.
Einen viel versprechenden Ansatz stellt die zielgerichtete Therapie dar. In der modernen
Medizin sind zahlreiche Möglichkeiten einer zielgerichteten Therapie bekannt. Es konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass der Einsatz von Bevacizumab, einem monoklonalen
Antikörper gegen VEGF, in Kombination mit einer adjuvanten Chemotherapie beim fort-
geschrittenen Endometriumkarzinom erfolgversprechend ist (Sato et al. ����). Auch sind
die sogenannten small molecules ein attraktiver Ansatz. In der Arbeit von Wilczynski et al.
(����) konnte gezeigt werden, dass eine hohe Expression von miRNA-���, RNA-Moleküle,
die keine genetische Information tragen, im Endometriumkarzinom mit einem verbesser-
ten Gesamtüberleben korrelieren. Eine weitere Form der zielgerichteten Therapie ist die
Gentherapie. Auch diese Therapieform basiert auf molekularen Unterschieden zwischen
gesunden und erkrankten Zellen (Bauerschmitz et al. ����). Vereinfacht gesagt werden
hierbei Genprodukte in die malignen Zellen eingeschleust, die über unterschiedliche Wege
zur Zerstörung oder Eindämmung des erkrankten Gewebes führen (Rein et al. ����).
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Es gibt verschiedene Ansätze für diese Therapieform, wie Mutationskompensation (Roth
����), Suizidgentherapie (Ballestrero et al. ����) und Immunpotenzierung (Chang et al.
����). Besonders Hervorzuheben ist jedoch der Einsatz von onkolytischen Adenoviren oder
konditional replizierender Adenoviren (CRAd’s). Das humane Adenovirus Serotyp � eignet
sich besonders gut, denn es ist genetisch modifizierbar, ist sowohl in vitro als auch in vivo
stabil und infiziert Zellen in allen Mitosestadien ohne eine schwere immunologische Reaktion
auszulösen (Bauerschmitz et al. ����). Die erkrankten Zellen werden nach Infektion mit
dem Virus als Folge der viralen Replikation zerstört. Die größte Herausforderung bei der
Therapie mit viralen Vektoren ist das Schonen des gesunden Gewebes, insbesondere der
Leber und somit das zielgerichtete Vorgehen gegen die erkrankten Zellen. Eine mögliche
Lösung dieses Problems ist das transkriptionelle Targeting. Man macht sich hierbei tumor-
spezifische Promotoren zunutze, die im betro�enen Gewebe hochreguliert und im gesunden
Gewebe wenig exprimiert sind. Die tumorspezifischen Promotoren werden vor die, für die
Replikation essentiellen Gene (z. B. E� Gen = early replication gene �), der CRAd’s gesetzt.
(Rein et al. ����a). Ein Beispiel für einen tumorspezifischen Promotor ist das Protein
secretory leukoprotease inhibitor (SLPI), das unter anderem im Ovarial-, Endometrium-,
Mamma- und Lungenkarzinom stark exprimiert ist (Rein et al. ����). Gentherapeutische
Ansätze gelten heutzutage vor allem malignen Erkrankungen, allerdings gibt es auch
Ansätze einer solchen Therapie bei der Endometriose (Othman et al. ����; Rein et al.
����a). Um möglichst gewebespezifisch zu arbeiten ist die Identifikation von spezifischen
Promotoren unumgänglich. Potenzielle Promotoren sind VEGF, Midkine, Heparanase,
CXCR� und Survivin (Rein et al. ����), die im Folgenden genauer vorgestellt werden.

�.�.�. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Die Entstehung neuer Blutgefäße aus bereits bestehenden Kapillaren wird als Angiogenese
bezeichnet und unterliegt der Regulation einer Reihe von Wachstumsfaktoren. Angiogenese
ist in physiologische Prozesse stark involviert, beispielsweise in der Embryonalentwicklung,
im Menstruationszyklus und in der Schwangerschaft (z. B. endometriales Wachstum oder
Plazentation) sowie in der Wundheilung (Mueller et al. ����). Auch für das Überleben von
Tumoren, Metastasen und Endometrioseherden ist die Neubildung von Gefäßen ungemein
wichtig (van der Horst et al. ����). Schon bei einer Größe von über �mm würde ein Tumor
untergehen, wenn es keine Neovaskularisation gäbe. Aus diesem Grund stellt die Angio-
genese einen attraktiven Ansatzpunkt für die Tumortherapie dar. Die Angiogenese wird
durch Hypoxie und von Onkogenen angeregt und wird sowohl in physiologischen als auch in
pathologischen Vorgängen durch parakrine und endokrine Mediatoren reguliert. Es handelt
sich um einen sehr komplexen Vorgang, wobei es zur Degradierung von Matrixkomponenten,
Proliferation und Migration von endothelialen Zellen sowie letztendlich Neubildung von
Gefäßen kommt (Mueller et al. ����). Wie schon erwähnt, zeigt auch das humane Endo-
metrium angiogenetische Aktivität auf. Während des weiblichen Zyklus entwickeln sich die
Spiralarterien und bilden die funktionelle Schicht des Endometriums. Diese Endarteriolen
reagieren sensitiv auf die Geschlechtshormone. Polypeptide Wachstumsfaktoren könnten
die Mediatoren der hormonellen Wirkung auf das Endometrium und schließlich auch auf
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die Neubildung von Gefäße sein (Shifren et al. ����). Auch scheint die Angiogenese eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der Endometriose zu spielen. Es wird angenommen, dass
nach Versprengung des endometrialen Gewebes ins Peritoneum, die Bildung neuer Blut-
gefäße das Überleben der Endometrioseherde und die Weiterentwicklung der Erkrankung
unterstützt. Dementsprechend bietet sich auch hier eine anti-angiogenetische Therapie
an. Diese zeigten in Studien z. B. mit VEGF-Antikörpern im Tiermodell eine erhöhte
Nekrose-Neigung der endometrialen Läsionen (Ferrero et al. ����). Eventuell zeigt sich
hier eine neue, moderne Behandlungsoption für Betro�ene.

VEGF A gehört zu der Familie der PDGF/VEGF-Wachstumsfaktoren und ist ein
Heparin-bindendes, dimerisches Glykoprotein, das mit endothelialen Zellen interagiert. Zu
der Familie gehören außerdem der Plazenta-Wachstumsfaktor, VEGF B, C und D, die
auch alle in der Regulation der Proliferation und Funktion von Blutgefäßen involviert
sind (Sharkey et al. ����). Im Folgenden wird jedoch VEGF A beleuchtet,und mit VEGF
bezeichnet. Das �� kDa große Protein ist ein sehr potenter Wachstumsfaktor, der im
Gegensatz zu anderen Wachstumsfaktoren wie z. B. Insulin-like Growth Factor (IGF-�)
sehr spezifisch auf Endothelzellen wirkt (Ferrara und Davis-Smyth, ����).
Durch die Interaktion mit den endothelialen Zellen kommt es zu einer gesteigerten

Gefäßpermeabilität, zur Induktion von Angiogenese und Vaskularisierung und zum Wachs-
tum endothelialer Zellen. Außerdem wird die Zellmigration unterstützt und die Apoptose
verhindert (Mueller et al. ����). Aufgrund der Steigerung der Gefäßpermeabilität durch
Induktion von vaskulären Leckstellen ist VEGF auch unter dem Namen Vascular Per-
meability Factor (VPF) bekannt (Ferrara u. Davis-Smyth ����). Zudem scheint VEGF
mit Komponenten des Immunsystems zu interagieren, da es beispielsweise die Expression
von ICAM-� und VCAM-� auf endothelialen Zellen fördert, wodurch die Adhäsion von
natürlichen Killerzellen ermöglicht wird. Auch wurde berichtet, dass VEGF dendritische
Zellen, also Antigen-präsentierende Zellen, inhibiert. Durch dieses Zusammenspiel wird
vermutet, dass VEGF auch an der Proliferation und Metastasierung von Tumoren jeglicher
Art beteiligt ist und dieses fördert (Ferrara u. Davis-Smyth ����).

Hypoxie, Sexualhormone und verschiedenste Zytokine (TNF-b, IL-�, IL-�, EGF, etc.)
sind maßgeblich an der Regulation der Genexpression von VEGF beteiligt (Bourlev et al.
����). Im humanen Endometrium zeigt sich ein Anstieg der VEGF-mRNA Konzentration
vor allem in der späten proliferativen und in der sekretorischen Phase und dies sowohl in
glandulären, als auch in Stromazellen (Shifren et al. ����). In vitro konnte ein starker An-
stieg der VEGF-mRNA Konzentration in Stromazellen durch Zugabe von Östrogen gezeigt
werden und so wird eine Abhängigkeit der VEGF-Expression von den Steroidhormonen
angenommen. Zudem scheint es, als sei die, durch die Konstriktion der Spiralarterien bei
der Menstruation, ausgelöste Hypoxie ebenfalls ein starker Anreiz für die VEGF-Expression.
Hier wird eine wichtige Rolle von VEGF in den postmenstruellen Reparaturmechanismen
des Endometriums angenommen (Sharkey et al. ����). Dies wurde auch in einer wei-
teren Studie von Graubert et. al gezeigt. Es konnte nachgewiesen werden, dass sowohl
Hypoxie, TGF-a, IL-�-b, als auch Östrogen und Progesteron potente Stimulatoren für die
VEGF-Transkription sind und durch die erhöhte VEGF-Sekretion das Überleben und die
Proliferation von endothelialen Zellen gesichert wird (Graubert et al. ����).
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VEGF scheint zudem Einfluss auf die Pathogenese der Endometriose und des Endome-
triumkarzinoms zu haben (García-Manero et al. ����), daher wurde eine Untersuchung
der Genexpression im Rahmen dieser Arbeit vorgenommen.

�.�.�. Midkine

Midkine, auch bekannt als neurite growth-promoting factor-�, ist ein �� kDa großes, heparin-
bindendes Polypeptid, das sich in zwei Domänen unterteilt, wobei sich das biologisch aktive
Zentrum im C-terminalen Bereich befindet. Midkine wurde erstmals ���� als Retinsäure-
abhängiges Gen beschrieben (O’Brien et al. ����). Midkine gehört wie auch VEGF zur
Familie der Wachstumsfaktoren und gibt Signale sowohl an neuronale als auch an endo-
theliale Zellen. Es kann eine hohe Expression in der Embryonal-Periode, vor allem im
�. Trimenon, gefunden werden, wobei Midkine an der Bildung von Nerven-, Epithel- und
mesodermalen Gewebe beteiligt ist und das Neuritenwachstum sowie das Überleben em-
bryonaler Nerven fördert (Iwasaki et al. ����). Zudem ist Midkine an der Karzinogenese,
der Zellmigration und der Angiogenese beteiligt und fungiert als Plasminogen-Akivator
(Chung et al. ����). Eine Dysregulation des Midkine-Signals konnte in verschiedenen
entzündlichen und tumorösen Erkrankungen nachgewiesen werden. Als Modulator der
Angiogenese scheint Midkine die von VEGF-A induzierte Proliferation von Kapillaren
in vitro zu beeinflussen, in dem proangiogenetische Zytokine downreguliert werden und
Antiangiogenesefaktoren und Gewebe-Inhibitoren der Metalloproteinase � hochreguliert
werden (van der Horst et al. ����). Wie schon erwähnt, ist Midkine in verschiedenen
Tumoren, wie z. B. in Mamma-, Lungen-, Colon- und Ovarialkarzinom hoch exprimiert
(Hirota et al. ����). Midkine scheint die Angiogenese und Metastasierung von soliden
Tumoren zu regulieren, indem die Tumorprogression durch autokrine Stimulation der Tu-
morzellen und/oder des rekrutierten Stromagewebe sowie Blutzellen gefördert wird (Chung
et al. ����). Daneben wird Midkine auch eine antiapototische Wirkung zugeschrieben
(Tanabe et al. ����). In vitro konnte in der Brustkrebs-Zelllinie MCF-� eine erhöhte
Vaskularisierung nach Transfektion mit Midkine nachgewiesen werden (Choudhuri et al.
����) und im Wilms-Tumor ein Schutz vor Cisplatin induzierter Apoptose (Qi et al. ����).
Allerdings ist der genaue Mechanismus, mit dem Midkine in die Tumorgenese involviert ist,
weitgehend unbekannt. Im Endometriumkarzinom-Gewebe konnte eine signifikant höhere
Konzentration von Midkine nachgewiesen werden, als im normalen Endometrium. Zudem
korrelierte die Serumkonzentration mit der Tumorprogression und dem Lymphknotenbefall
(Tanabe et al. ����). Wie auch VEGF wird Midkine eine entscheidende Position bei der
physiologischen Angiogenese während des Menstrutionszyklus zugeschrieben. Es konnte
gezeigt werden, dass die mRNA-Expression sowohl von VEGF als auch von Midkine unter
Einfluß von ��-b-Östradiol stark ansteigt (Zhang et al. ����). Midkine scheint auch eine
Schlüsselrolle in der Entwicklung von intraperitonealen Adhäsionen, was die Pathogenese
der Endometriose betri�t, zu spielen. Dieses wird darauf zurückgeführt, dass Midkine direkt
sowohl Makrophagen als auch Neutrophile stimuliert und somit indirekt die Sekretion von
Chemokinen induziert. Dadurch werden wiederum Leukozyten rekrutiert, die Faktoren
ausschütten, die die intraperitonealen Adhäsionen fördern (Inoh et al. ����).
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�.�.�. Heparanase

Heparanase ist ein �� kDa großes, aus ��� Aminosäuren bestehendes, Protein, das als
Heparansulfat-spezifische Endo-b-D-Glucoronidase fungiert. Heparansulfat-Proteoglykane
sind ubiquitär vorkommende Makromoleküle, die mit Zelloberflächen und extrazellulärer
Matrix assoziiert sind und mit vielen extrazellulären Matrixkomponenten, wie z. B. Kollagen,
Fibronectin, Laminin und Wachstumsfaktoren interagieren. Sie sind wichtige Bestandteile
von Blutgefäßen, indem sie das vaskuläre Endothel unterstützen und die Kapillarwand
stabilisieren. Sie haben Einfluß auf Lokomotion und Zelladhäsion (Vlodavsky et al. ����).
Heparanase degradiert diese Proteoglykane, in dem es die Heparansulfat-Ketten depolymeri-
siert (Hulett et al. ����). Eine hohe Expression von Heparanase konnte in unterschiedlichen
Tumorentitäten nachgewiesen werden und scheint ein Einfluss auf das Metastasierungs-
potenzial zu haben (Zhang et al. ����). So konnte Heparanase unter anderem beim
malignen Melanom, beim Magenkarzinom und beim metastasierten Mammakarzinom in
erhöhter Konzentration nachgewiesen werden (Breidenbach et al. ����). Eine weitere
Eigenschaft des Enzyms ist der Einfluss auf die Angiogenese, besonders durch die Stimu-
lation Heparin-bindender Wachstumsfaktoren und Unterstützung der Rezeptorbindung
und die Signalaktivität des basic fibroblast growth factor (bFGF) (Goldshmidt et al. ����).
Auch beim Endometriumkarzinom konnte eine erhöhte Expression von Heparanase gezeigt
werden. Hier scheint das Tumorstadium mit einer erhöhten Expression des Proteins zu
korrelieren. Je höher die Expression, desto tiefer die Infiltration ins Myometrium (Inamine
et al. ����) und desto stärker die Metastasierung (Hasengaowa et al. ����). Ähnlich
zu den oben genannten Tumorentitäten scheint Heparanase auch hier eine bedeutende
Rolle bei der Tumorprogression einzunehmen. Im gesunden Endometrium ist Heparanase
vor allem in der späten proliferativen Phase nachzuweisen (Hasengaowa et al. ����). Die
Entwicklung der Endometriose scheint ebenfalls von dem Protein abzuhängen. Es konnte
gezeigt werden, dass die Heparanase-Expression in Endometriosegewebe höher ist als im
eutopen Endometrium (Jingting et al. ����). Da Heparanase im gesunden Gewebe bis
auf einige Ausnahmen wie Zytotrophoblasten, einigen lymphatischen Zellen, endothelialen
Zellen und Keratinozyten, nicht nachweisbar ist (Vlodavsky et al. ����), bietet sich das
Enzym als Promoter zu zielgerichteten Gentherapie an.

�.�.�. CXCR�

Der Chemokin-Rezeptor � (CXCR�) ist ein �� kDa großer, G-Protein-gekoppelter Rezeptor,
der mit dem stromal cell-derived factor � (SDF-�), auch bekannt als CXCL��, reagiert und
steuert die Zellmigration (Chemotaxis) (Kuil et al. ����). Der CXCR� / SDF�-Komplex
reguliert Entzündungreaktionen und die Hämatopoese, in dem er Leukozyten anzieht
(Cacina et al. ����). CXCR� ist in gesunden Zellen, wie zum Beispiel endothelialen Zellen,
Astrozyten oder immunregulierenden Zellen weit verbreitet und spielt in der Embryonal-
periode eine bedeutende Rolle (Balkwill ����). Der Chemokin-Rezepter scheint auch auf
die Infektion mit dem HI-Virus Einfluss zu nehmen (Feng et al. ����). Aber auch maligne
Zellen exprimieren den Rezeptor. Eine starke Expression konnte in über �� Tumorentitäten
beispielsweise im Mamma-, Ovarial-, Ösophagus- und Prostatakarzinom nachgewiesen wer-
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den (Domanska et al. ����). Hierbei scheint CXCR� eine zentrale Rolle im Tumorwachstum
und der Metastasierung einzunehmen. Die Interaktion zwischen dem Chemokinrezeptor
und seinem Liganden CXCL�� scheint hier die Zellmigration zu aktivieren. CXCR� ist
dabei im Tumorgewebe höher exprimiert als sein Ligand, der dafür im gesunden Gewe-
be aktiviert ist. Entlang diesen Gradienten kommt es zur Zellmigration. Eine erhöhte
CXCL��-Expression im Primärtumor verhindert die Tumorausbreitung, da dieser Gradient
fehlt (Balkwill ����). Im Mausmodell konnte eine Reduktion der Proliferationsrate des
Mammakarzinoms, nach Inhibition von CXCR� nachgewiesen werden (Hassan et al. ����).
Der genaue Mechanismus, der den Zusammenhang zwischen CXCR� und dem starken
Tumorwachstum erklärt, ist bis dato allerdings noch nicht bekannt (Domanska et al. ����).
Allerdings scheint CXCR� Einfluss auf die Angiogenese zu nehmen. Es konnte eine Kor-
relation zwischen der Expression von CXCR� und VEGF nachgewiesen werden (Liang
et al. ����). Die Bedeutung des Proteins auf die Pathogenese des Endometriumkarzinom
ist noch nicht endgültig geklärt. Studien konnte eine erhöhte Expression von CXCR� in
Endometriumkarzinomgewebe nachweisen. Es wird vermutet, dass der Rezeptor auch in
dieser Tumorentität eine entscheidende Rolle in Bezug auf die Tumorausbreitung und die
Metastasierung spielt (Gelmini et al. ����; Kodama et al. ����; Tsukamoto et al. ����).
Anders scheint es sich in der Pathogenese der Endometriose zu verhalten, hier konnte
eine höhere Expression von CXCR� im ektopen Endometrium als im eutopen Gewebe
nachgewiesen werden. CXCR� scheint hier die Invasion der endometrialen Zellen außerhalb
des Uterus zu gewährleisten (Ruiz et al. ����). Im gesunden Endometrium zeigte sich eine
erhöhte Expression von CXCR� in der frühen proliferativen Phase, während der Ligand
SDF� keine Schwankung der Expression in Abhängigkeit vom Menstruationszyklus aufwies
(Laird et al. ����).

�.�.�. Survivin

Survivin gehört zur Gruppe der Apoptose inhibierenden Proteinen Inhibitors of apop-
tosis protein (IAP) und ist auch unter dem Namen baculoviral IAP repeat-containing
� (BIRC �) bekannt. Das Protein hat sowohl in physiologischen Prozessen des Organismus
als auch in der Tumorgenese bedeutenden Einfluss. So konnte Survivin eine wichtige Rolle
in der Embryonalperiode zugeschrieben werden, und zwar besonders in der embryonalen
Mitose, Zytokinese und Apoptose (Li u. Brattain ����). Es konnte gezeigt werden, dass
Survivin und dessen Spleißvarianten in der unbefruchteten Oozyte bis hin zum Blastozys-
tenstadium exprimiert wird (Kawamura et al. ����). Behandelt man Mausembryonen mit
Survivin-Antisense-Oligonukleotiden, so bleiben diese Embryonen in dem Morula- oder im
Blastozysten-Stadium und es kommt zur Unterbrechung der Tubulin-Polymerisation und
zu abnormalen Zellkernen (Hardy ����). In der Embryonalperiode ist Survivin nur in der
Mitte des Zentromers der Chromosomen lokalisiert, im Tumorgewebe allerdings zusätzlich
in Mitose-Spindeln und Mitochondrien (Dohi et al. ����). Auch mit hämatopoetische
Stamm- und Progenitorzellen interagiert Survivin, in dem es den Eintritt in den Zellzyklus,
die Proliferation, die Reifung fördert und die Apoptose verhindert (Li u. Brattain ����).
In di�erenzierten und gesunden adulten Gewebe ist Survivin bis dato nicht nachgewiesen
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worden (Altieri et al. ����). Dies tri�t jedoch nicht für das Endometrium zu. Es konnte
eine erhöhte Expression von Survivin in der sekretorischen Phase, weniger jedoch in der
proliferativen Phase, und nur im glandulären Gewebe gemessen werden. Dieses lässt dar-
auf schließen, dass Survivin eine entscheidende Position in der Hämostase des normalen
Endometriums einnimmt (Konno et al. ����). Es wird zudem angenommen, dass Survivin
mit der Progesteron-Ausschüttung korreliert (Li u. Brattain ����). Der Mechanismus der
Apoptoseinhibition konnte in vitro gezeigt werden. Das Protein bindet an die Caspase � und
�, verhindert somit deren Aktivität und schützt die Zellen vor dem programmierten Zelltod,
obwohl sie Apoptose-Stimuli ausgesetzt sind (Tamm et al. ����). Zudem konnten auch
Interaktionen mit Fas/Fas L sowie einigen Krebstherapeutika analysiert werden. Während
des Zellzyklus zeigt sich eine erhöhte Expression vor allem in der G�/M-Phase (Ai et al.
����). Aufgrund dieser Mechanismen ist eine Beteiligung Survivins an der Tumorgenese
leicht nachzuvollziehen. Eine Überexpression von Survivin wurde in verschiedensten huma-
nen Karzinomen, wie z. B. in Lungen-, Magen-, Leber- und Ovarialkarzinom nachgewiesen
(Altieri et al. ����) und wird mit gesteigerter Aggressivität des Tumor und verminderter
Überlebensdauer von Patienten in Verbindung gebracht (Tanaka et al. ����). Für das
Melanom (Grossman et al. ����) und das Lungenkarzinom (Olie et al. ����) konnte
durch eine Inhibition der Survivin-Expression erreicht werden, dass die malignen Zellen
in ihrem Wachstum gehemmt werden und den programmierten Zelltod eingehen. Auch
im Endometriumkarzinom konnte eine stärkere Expression von Survivin gezeigt werden.
Survivin scheint dabei sowohl die Zellproliferation und Zellzyklusprogression zu fördern,
als auch die Apoptose zu inhibieren. Zur Verhinderung des weiteren Tumorwachstums kam
es, nachdem die Survivin-Expression gehemmt wurde (Ai et al. ����). Apoptose spielt
auch in der Pathogenese der Endometriose eine wichtige Rolle. Allerdings ist der Mechanis-
mus, mit dem die versprengten Endometrioseherde gegen die Apoptose bestehen können,
weiterhin unklar. Allerdings konnte eine erhöhte Expression von Survivin in pigmentierten
Endometrioseherden nachgewiesen werden. Dieses würde zwar die Apoptoseresistenz und
die Invasion ansatzweise erklären, jedoch sind die genauen Interaktionen weiterhin unklar
(Ueda et al. ����). In roten Endometrioseherden konnte eine höhere mRNA-Expression
von Survivin als in schwarzen Läsionen nachgewiesen werden(Fujino et al. ����). Die roten
Läsionen scheinen eine erhöhte Proliferationsrate aufzuzeigen und entstehen direkt nach der
Versprengung des Gewebes in die Peritonealhöhle (Donnez et al. ����). So könnte Survivin
die Invasion der Herde erleichtern, indem es die Zellen vor dem programmierten Zelltod
schützt (Fujino et al. ����). Die erhöhte Survivin-Expression könnte durch verschiedene
Wachstumsfaktoren und Zytokinen induziert werden, da die peritoneale Umgebung bei
Patienten mit Endometriose stark verändert ist (Gebel et al. ����). Die verschiedenen
Studien legen nahe, dass Survivin einen bedeutenden Einfluss auf die Pathogenese der
Endometriose hat, der aber noch weitestgehend unklar ist (Ueda et al. ����).
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�.�. Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit war Teil eines übergeordneten Forschungsprojektes zur Entwicklung einer
zielgerichteten Therapie im Bereich Endometriose und Endometriumkarzinom. Um dies zu
realisieren, ist es unabkömmlich das Genexpressionsmuster der Erkrankungen zu untersu-
chen, um mögliche Zielstrukturen zu identifizieren. Die folgenden Experimente untersuchen
die Genexpression von VEGF, Midkine, Heparanase, CXCR� und Survivin in Endometri-
ose-, Endometriumkarzinom- und Endometriumproben. Im Anschluss wird die Expression
des jeweiligen Genprodukts immunhistochemisch untersucht. Daraus ergeben sich folgende
Fragestellungen:

• Gibt es im Vergleich zwischen den einzelnen Gewebe signifikante Expressionsunter-
schiede der beschriebenen Gene?

• Gibt es Ähnlichkeiten in der Genexpression zwischen Endometriose und Endometri-
umkarzinom?

• Gibt es Übereinstimmung zwischen der Genexpression und dem jeweiligen immunhi-
stochemischen Proteinnachweis?

• In wie weit korrelieren die Ergebnissen mit bisherigen Studien zu dem Thema?

• In wie weit lassen sich die Gene als Zielgen in einer möglichen targeted-Therapie
einsetzen?
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�.�. Material

�.�.�. Gewebe

Das für die Experimente genutzte Gewebematerial wurde freundlicherweise von der Ar-
beitsgruppe um Prof. David Curiel, Gene Therapy Center der University of Alabama
at Birmingham/USA zur Verfügung gestellt. Es handelt sich um Material, welches in
den USA für Forschungszwecke tiefgekühlt archiviert wurde. Die zur Verfügung gestellten
Proben beinhalten �� Endometrioseproben, �� Endometriumproben und bereits isolierte
RNA aus �� Endometriumkarzinomproben. Die Proben waren vollkommen anonymisiert,
also ohne jeglichen Zusatz personenbezogener Daten.

�.�. Methoden

�.�.�. Zellkultur

Im Verlauf der weiteren Experimente werden Kontrollzelllinien benötigt. Hierbei handelt
es sich um humane Tumorzellen der Zelllinien HeLa (Zervixkarzinom) sowie MDA-MB ���
(Mammakarzinom), die freundlicherweise vom molekulargenetischen Labor der Universi-
tätsfrauenklinik Düsseldorf zur Vefügung gestellt wurden.
Die Arbeiten mit den Zellkulturen verliefen unter sterilen Bedingungen. Die Zellen

wurden bei �� ¶C, �% CO� und ��% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Die Zellen wurden bis zum subkonfluenten Wachstum in sterilen ���ml bzw. ���ml

Gewebekulturflaschen mit ��ml bzw. ��ml Medium kultiviert. Das Medium wurde zweimal
pro Woche ausgetauscht. Hierzu wurde das alte Medium mittels steriler Pipette abge-
nommen und neues, ��min bei �� ¶C im Wasserbad, vorgeheiztes Medium zugefügt. Das
Medium wurde durch ��ml fötalen Kälberserums sowie ��� µl Gentamycin ergänzt. Zur
Subkultivierung wurden die Zellen mit �ml PBS gespült und mit �ml �:�� verdünnten
Trypsin für �min inkubiert. Nach dem Ablösevorgang wurde die gleiche Menge an Kultur-
medium zugeführt. Das darin enthaltende fötale Kälberserum inhibiert das Trypsin. Die
abglösten Zellen werden in Falcon Tubes überführt und zentrifugiert. Die entstandenen
Zellpellets werden mit �ml Kulturmedium resuspendiert und in Kryoröhrchen überführt.

��
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Mittels wiederholten Aufziehens durch eine Kanüle (�,�mm ◊ ��mm) werden die Zel-
len zum Zählen vereinzelt. Die Zellzählung erfolgt mittels Doppelbestimmungen in der
Neubauer-Zählkammer. Hierzu wurde die mit Trypanblau verdünnte Zellsuspension in die
Zählkammer aufgetragen und vier Gruppenquadrate ausgezählt. Der Zelltiter berechnet
sich nach folgender Formel:

Gezählte Zellen
Ausgezählte Flächeneinheiten (mm�) ◊ Kammertiefe (mm) ◊ Verdünnung = Zellen/µl

Ihrem Wachstum entsprechend wurden die Zellen neu ausgesät. Die sedimentierten
Zellen konnten nach Resuspension in Kryoröhrchen bei ≠�� ¶C eingefroren werden. Zur
Langzeitaufbewahrung wurde flüssiger Sticksto� verwand.
Die, für die Zellkultur verwandten Materialien sind in den Tabellen �.� bis �.� auf den

Seiten ��–�� aufgeführt.

�.�.�. Molekulargenetische Methoden

RNA-Isolation

Die RNA-Gewinnung aus dem Gewebe bzw. der Zellen erfolgte nach der Methode mit
TRIzol (GIBCO). Dieses Verfahren beruht auf einer monophasischen Phenol-Guanidin-
isothiocyanat-Lösung, die während des Homogenisierens und der Lyse des Gewebes die
Integrität der RNA schützt. Die Methode ist eine Weiterenwicklung der Methode nach
Chomczynski u. Sacchi (����).

Um einen Abbau der RNA durch RNAsen zu vemeiden wurden alle verwendeten Lösungen
mit Diethylpyrocarbonat behandelt. Hierzu wurde DEPC im Verhältnis �:�� mit absolutem

Tabelle �.�.: Zellkultur – Chemikalien und Lösungen

Chemikalien und Lösungen Herstellerangaben

Standardkulturmedium DMEM Invitrogen, Gibco

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma

L-Glutamin �� mM Invitrogen, Gibco

Gentamycin �� µg/ml Invitrogen, Gibco

Foetal Calf/Bovin Serum (FCS), ���ml Mycoplex, A ��-��� (PAA)

Trypsinlösung Sigma

PBS Dulbecco’s Phosphat Bu�ered
Saline

PAA Laboratories GmbH, Austria

Formaldehyd (��%, v/v) Merck

Trypanblau Merck

Kochsalzlösung (NaCl) Merck



�.�. Methoden ��

Tabelle �.�.: Zellkultur – Materialien und Geräte

Materialien und Geräte Herstellerangaben

Gewebekulturflaschen ���ml, ���ml Cellstar®, Greiner bio-one

Kryoröhrchen Cellstar®, Greiner bio-one

Sterile Einmalpipetten Greiner bio-one

Falcon-Tubes ��ml, ��ml Cellstar®, Greiner bio-one

Eppendorfröhrchen Eppendorf

Begasungsbrutschrank Heraeus

Wasserbad Lauda

Mikroskop Wilovert®

Sterilbank Clean Air
Zentrifuge Megafuge�.�, Heraeus

Digitalkamera DXM ����, Nikon

Ethanol gemischt, im Verhältnis �:��� den Lösungen zugesetzt und die Lösung nach
Inkubation bei �� ¶C über Nacht autoklaviert.
Die bei ≠�� ¶C tiefgefrorenen Gewebeproben wurden zunächst mit einem Skalpell auf

Trockeneis zerkleinert und in, zuvor für mindestens ��min in ���%iger Ethanollösung
gereinigte, Teflonkapseln gefüllt. Um ein Auftauen zu verhindern, wurde die Kapsel in
flüssigen Sticksto� getaucht. Anschließend wurde das Gewebe in der Kapsel mittels Dis-
membrator bei � ��� r/min für �min zerkleinert. Die so gewonnene homogene Masse wurde
in ein steriles Eppendorf-Gefäß überführt. Es wurde �ml TRIzol dazugegeben und das
Gewebe somit lysiert. Dieses lysierte Gewebe konnte dann entweder zur RNA-Isolation
weiter verwand werden oder bei ≠�� ¶C für mehrere Wochen eingelagert werden.

Tabelle �.�.: RNA-Isolation – Chemikalien und Lösungen

Chemikalien und Lösungen Herstellerangaben

TRIzol Gibco, Karlsruhe

Chloroform Sigma

Isopropanol Merck

��% Ethanol eigene Herstellung

Aqua dest. (DEPC behandelt) Merck

Flüssiger Sticksto�

Trockeneis
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Tabelle �.�.: RNA-Isolation – Materialien und Geräte

Materialien und Geräte Herstellerangaben

Dismembrator Sartorius
Teflonkapsel Sartorius

Wolframkugeln, ��mm Braun, Biotech int.

Einmalskalpell Feather

Zentrifuge Eppendorf-Neatheler-Hinz GmbH

Nanodrop ND ���� Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific, USA

Heizblock SHT�D (Stuart Scientific)

Sterile Einmalpipetten Eppendorf

Sterile Eppendorfgefäße Eppendorf

Die Proben wurden dann für �min bei Raumtemperatur inkubiert, um die Dissoziati-
on von Nukleoproteinkomplexen zu ermöglichen. Nach der Zugabe von ��� µl Ethanol,
vorsichtiger Durchmischung per Hand und kurzer Inkubation von �–�min bei Raumtempe-
ratur, wurden die Proben für ��min bei +� ¶C mit �� ��� r/min zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation entstanden � Phasen: eine rote Unterphase aus Chloroform und TRIzol,
eine proteinhaltige Interphase und eine RNA-haltige, farblose Oberphase. Das Volumen
der Oberphase entsprach ca. ��% der eingesetzten TRIzol-Menge, also etwa ��� µl. Die
farblose Oberphase wurde mittels steriler Pipette in ein steriles Eppendorf-Gefäß überführt.
Nach Zugabe von ��� µl Isopropanol, wurde die Probe mehrmals vorsichtig vermischt und
für ��min bei Raumtemperatur inkubiert. Wiederum wurden die Proben für ��min bei
� ¶C mit �� ��� r/min zentrifugiert. Dabei präzipierte die RNA zu einem gelartigen Pellet.
War nach ��minütiger Zentrifugation noch kein Pellet sichtbar, wurde erneut für ��min
zentrifugiert. Im Anschluß wurde die RNA gewaschen. Zunächst wurde der Überstand,
der jederzeit auf Eis gekühlten Proben, abgenommen und �ml ��%iger, eisgekühlter Etha-
nollösung dazugegeben. Es schloss sich eine weitere Zentrifugier-Phase von �min bei � ¶C
mit � ��� r/min an. Danach wurde das Ethanol vollständig entfernt und die Proben im
Thermoblock bei �� ¶C getrocknet. Die RNA wurde dann in ca. �� µl Aqua dest. gelöst
und weitere ��min bei �� ¶C im Thermoblock inkubiert. Um die RNA aus den oben ge-
nannten Zellkulturen zu gewinnen, wurde das gleiche Verfahren ab der Zugabe des TRIzols
angewandt.

�.�.�. Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Die gewonnene RNA wurde mittels Aqua dest. �:�� verdünnt. Es erfolgte dann die Be-
stimmung der RNA-Konzentration mittels Spektralphotometer nach Lambert-Beer bei
einer Wellenlänge von ��� nm in einem NanoDrop ND-���� UV/Vis Spectrophotome-
ter (Thermo Fisher Scientific). Zudem wurde der Absorptionsquotient der Wellenlängen
��� nm/��� nm bestimmt, der optimal im Bereich zwischen �,� bis �,� liegen sollte und
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eine Reinheitskontrolle darstellt. Nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz ergibt sich die
Konzentration der Nukleinsäuren aus folgender Formel:

C = E ◊ 1
Á

◊ 1
d

(C: Konzentration in mg/ml; E: Extinktion bei ���nm; Á: molarer Extinktionskoe�zient; d: Schichtdicke

der Küvette = � cm).

Die Tabellen �.� bis �.� auf den Seiten ��–�� führen die zur RNA-Isolation verwandten
Materialien auf.

�.�.�. cDNA-Synthese

Die isolierte Gesamt-RNA aus dem Gewebe sowie aus den gezüchteten Zellen wurde mittels
reverser Transkriptase (OmniSkript RT-Kit, Qiagen) und Random-Primern (Hexaoligonu-
kleotide) in cDNA umgeschrieben. Durch die Verwendung unspezifischer Random-Primer
wird es ermöglicht, die gesamte RNA-Population zu erfassen und ausgehend von einer
einzigen cDNA-Synthese mehrere Transkripte im Anschluss gleichzeitig zu untersuchen
und zu quantifizieren. Dazu wurde pro Ansatz der photometrisch erfassten Konzentration
die RNA auf ein Endvolumen von ��,� µl mit RNAse freiem Wasser aufgefüllt und bei
�� ¶C für �min im Thermocycler Omnigene (Hybaid) denaturiert und anschließend auf
Eis abgekühlt. Zu der vorbereiteten RNA wurde �,�� µl des Mastermix gemäß Tabelle �.�
zugesetzt.

Nach kurzem Vortexen von � s und Abzentrifugation wurden die Proben im Thermocycler
Omnigene für �� Minuten bei �� ¶C inkubiert und mit anschließender Inaktivierung der
reversen Transkriptase für �min bei �� ¶C. Die Proben wurden nach Abkühlung auf Eis
bis zur weiteren Verarbeitung bei ≠�� ¶C gelagert.

�.�.�. PCR

Mit Hilfe der PCR können gezielt spezifische DNA-Sequenzen amplifiziert werden. Das
Prinzip basiert auf drei sich wiederholenden Reaktionsschritten. Zunächst werden die
vorhandenden DNA-Stränge aufgetrennt (Denaturierung), im Anschluss erfolgt die Bindung

Tabelle �.�.: Mastermix cDNA-Synthese

Substanz Menge/[µl]

��-Pu�er �,��

dNTP-Mix �,��

RandomPrimer �,��

Omniscript RT �,��

RNAsin �,��
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der Oligonukleotidprimer an die DNA-Einzelstränge (Annealing), im letzten Schritt entsteht
dann erneut doppelsträngige DNA (Elongation).

Qualitätskontrolle der cDNA durch b-Aktin-RT-PCR

Die synthetisierte cDNA wurde auf ihre Qualität und Kontamination mit genomischer
DNA untersucht, bevor sie in der real-time quantitative PCR (qPCR) weiterverarbeitet
wurde. Da sich b-Aktin in allen humanen Zellen nachweisen lässt, eignet sich diese Methode
besonders gut zur Qualitätssicherung. Die Arbeiten wurden stets unter sterilen Bedingungen
durchgeführt. Die bei ≠�� ¶C tiefgekühlte cDNA wurde langsam auf Eis aufgetaut und
anschließend abzentrifugiert. Da die cDNA in einer �:� Verdünnung als Template eingesetzt
werden musste, wurde die cDNA entsprechend mit Aqua dest. verdünnt.

Das Template wurde dann mit �� µl Mastermix sowie � µl Taq-Mix versetzt (s. Tab. �.�
bis �.� auf dieser Seite). Das Reaktionsvolumen für eine PCR betrug stets �� µl. Für die
PCR wurde ein Hybaid OmniGene PCR-Cycler benutzt.
Um unerwünschte Amplifikations-Produkte zu vermeiden, wurde eine HotStar Taq-

Polymerase eingesetzt, die bei Raumtemperatur inaktiv ist und erst bei einer Inkubation bei
�� ¶C aktiviert wird. Die eingesetzten Primer wurden so gewählt, dass sich die genomische
DNA in der anschließenden Gelelektrophorese von den cDNA-Fragmenten unterscheiden
lässt (s. Tab. �.� auf der nächsten Seite). Aufgrund zusätzlicher Intronsequenzen zeigt
genomische DNA dann ein größeres Fragment (��� bp) als die cDNA (��� bp).
Der entstandene PCR-Ansatz durchlief nach kurzer Abzentrifugation im Hybaid Om-

niGene PCR-Cycler für �� Zyklen das in Tabelle �.� auf der nächsten Seite dargestellte
Programm. Anschließend wurden die Proben bei ca. � ¶C gekühlt.

Tabelle �.�.: Mastermix b-Aktin-RT-PCR

Substanz Menge

Aqua dest ��,� µl

Pu�er �� ◊ �,� µl

Primer �Õ �,� µl

Primer �Õ �,� µl

dNTPs �,� µl

Tabelle �.�.: Taq-Mix

Substanz Menge

Aqua dest. �,� µl

Pu�er �� ◊ �,� µl

Taq-Polymerase �,� µl
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Tabelle �.�.: b-Aktin cDNA-Kontrolle

Amplifizierte DNA Basensequenz

b-Aktin forward �Õ-AGAGATGGCCACGGCTGCTT-�Õ

b-Aktin reverse �Õ-ATTTGCGGTGGACGATGGAG-�Õ

Tabelle �.�.: Reaktionsbedingungen b-Aktin-RT-PCR

Temp. Zeit Reaktionsschritt

�� ¶C ��min Aktivierung der Taq-Poymerase

�� ¶C �min Denaturierung:
Auftrennung der doppelsträngigen DNA

�� ¶C �min Primerhybridisierung:
Anlagerung der Primer an die DNA

�� ¶C �min Elongation:
Anlagerung der freien Nukleotiden

�.�.�. Agarose-Gelelektrophorese

Herstellung eines Agarose-Gels

Die PCR-Produkte wurden später auf ein �,�%iges Agarose-Gel aufgetragen. Zur Her-
stellung des Gels wurde zunächst ��ml � ◊ TBE-Pu�er mit �,�� g Agarose gemischt
und die Agarose durch Erhitzung in der Mikrowelle aufgelöst. Anschließend wurde das
Gemisch nochmals gewogen und die Gewichtsdi�erenz mit Aqua dest. aufgefüllt. Wenn
sich die gesamte Agarose mit dem Pu�er verbunden hat, wurde die Flüssigkeit in eine
Agarose-Gelelektrophorese-Kammer (GibcoBrl) gefüllt und ein Gel-Kamm eingeführt, um
Taschen zum Einfüllen der PCR-Produkte zu bekommen. Das Gel härtete ca. ��min aus
und der Kamm wurde wieder entfernt. Anschließend wurde das Gel mit � ◊ TBE-Pu�er
übergossen.

Gelelektrophorese

Nukleinsäuren wandern im elektrischen Feld aufgrund ihres Phosphatbestandteils zur Anode.
Da kleinere DNA-Fragemente im siebartigen Agarose-Gel schneller in Richtung Anode
wandern, gelingt die Auftrennung in kleinere und größere Fragmente. Wie bereits erwähnt
hat genomische DNA aufgrund zusätzlicher Intronsequenzen ein größeres Fragment (��� bp)
als die kleineren cDNA-Fragmente (��� bp), sodass bei Auftragen des PCR-Produktes
und Aktivierung des elektrischen Feldes eine Verunreinigung der gewonnen cDNA mit
genomischen Komponenten deutlich wird.

Es wurde ein Probenvolumen von �–�� µl in die vorher entstandenen Taschen gefüllt. Um
die Proben sichtbar zu machen, wurden sie vor dem Auftragen mit einem SB-Probenpu�er
vermischt. Zur Fragmentgrößenbestimmung wurde auf jedem Gel ein SmartLadder-Grö-
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ßenstandard (Eurogenetic) mitgeführt. Nach dem Auftragen wurde unter Verwendung
eines PowerPac ��� Power Supply (Bio-Rad) eine Spannung von initial maximal ��V für
ca. ��min, anschließend von ���V für weitere ��–��min angelegt. Im Anschluss daran
mussten die Gele für mindestens ��min mit einer Ethidiumbromid-Lösung (�� µg/ml)
inkubiert werden.

Die DNA-Fragmente wurden dann unter UV-Licht (l= ��� nm) aufgrund des zwischen
den Basenpaaren interkalierenden Ethidiumbromids sichtbar. Das entstandene Bild wurde
dann für die Dokumentation mit einer Kamera aufgenommen. Falls sich Verunreinigungen
fanden oder keine cDNA vorhanden war, mussten die Experimente bis zu dieser Stelle
wiederholt werden.

Die, für die Gelelektrophorese verwendeten, Materialien sind in den Tabellen �.�� bis �.��
auf den Seiten ��–�� aufgeführt.

�.�.�. Real-time quantitative PCR (qPCR)

Real-time quantitative PCR zum Nachweis von Unterschieden in der Genexpression

Um die Expressionsunterschiede der zu untersuchenden Gene im Endometrium, endome-
triotischen Läsionen sowie Karzinom-verändertem Gewebe zu untersuchen, wurde eine
quantitative qPCR durchgeführt.

Grundlagen der real-time quantitative PCR

Mit der qPCR lässt sich synthetisierte DNA quantifizieren. Die DNA-Synthese wird mittels
fluoreszierender Substanzen in Echtzeit nachvollzogen. Die zu messende Fluoreszenz verhält
sich proportional zum PCR-Produkt, sodass die Ausgangskonzentration des Zielgens
ermittelt werden kann. Zur Fluoreszenzdetektion wurde in den folgenden Versuchen der
Farbsto� SYBR-Green verwandt. Der Farbsto� interkaliert mit doppelsträngiger DNA.
Der asymmetrische Cyanin-Farbsto� SYBR-Green absorbiert blaues Licht bei einer

Wellenlänge von lmax = ��� nm und emittiert grünes Licht bei einer Wellenlänge von
lmax = ��� nm. Weitere, wenn auch deutlich schwächere, Absorptionsmaxima liegen im
UV-Bereich bei ��� nm und ��� nm, daher muss der Farbsto� stets vor Licht geschützt
werden.

Der Nachteil dieses Verfahrens ist, dass sich SYBR-Green unspezifisch an doppelsträngige
DNA anlagert. Daher muss eine eindeutige Di�erenzierung zwischen spezifischer und
unspezifischer DNA erfolgen, dies geschieht mittels Schmelzkurvenanalyse. Hierbei wird
überprüft, ob es zu einem oder zu mehreren PCR-Produkten gekommen ist. Die Temperatur
wird langsam kontinuierlich erhöht, von �� ¶C auf �� ¶C mit �,� ¶C/s bis �,� ¶C/s. Bei einer
für ein DNA-Fragment spezifischen Temperatur, denaturiert die DNA und wird in zwei
Einzelstränge aufgespalten. Dabei wird der Farbsto� SYBR-Green freigesetzt. Spezifische
DNA-Fragmente haben eine höhere Schmelztemperatur als unspezifische DNA-Fragmente,
sodass eine Unterscheidung möglich wird. Automatisch wurde stets nach dem letzten
PCR-Zyklus eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt (Qia ����).
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Tabelle �.��.: Gelelektrophorese – Chemikalien und Lösungen

Chemikalien und Lösungen Herstellerangaben

Omniscript/Sensiscript-RT-Kit Qiagen, Hilden

dNTP Roche
DNA-Pu�er Eigene Herstellung:

���mM NaCl
��mM Tris/HCl pH �

��mM EDTA pH �

�,�% SDS

RNAse-freies Wasser Merck
Taq-Polymerase Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Agarose Invitogen

Ethidiumbromid Sigma

SB-Probenpu�er Eigene Herstellung:

�M Harnsto�

��% Glycerin

��mM EDTA

��mM TRIS
�,�% Glycerin, pH �

TBE (� ◊) Eigene Herstellung:

�,�M Tris

�,��M Borsäure

�mM EDTA, pH �

TBE (� ◊) Eigene Herstellung:

�,�M Tris

�,��M Borsäure

��mM EDTA, pH �
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Tabelle �.��.: Geräte und Materialien für die Gelelektrophorese

Geräte und Materialien Herstellerangaben

Thermocycler Omnigene Hybaid

Schüttler Vortex Genie� Heidolph

Tischzentrifuge Eppendorf

Sterilbank Clean Air, Hilden

PCR-Cycler Hybaid Omnigene

UV-Tisch N�� MW ��� nm Faust

Waage LG �� D Sartorius

Mikrowellengerät Bosch

Agarose- Gelelektrophorese- Kammer GibcoBrl

Sterile Einmalpipetten Eppendorf

Sterile Gefäße Eppendorf

Um synthetisierte DNA zu quantifizieren, macht man sich den CT-Wert (threshold cycle
= Schwellenwert-Zyklus) zunutze. Der CT-Wert beschreibt denjenigen PCR-Zyklus, an
dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant ansteigt. Bis zu diesem Zeitpunkt wird das PCR-
Produkt noch exponentiell vermehrt. Der CT-Wert wird für die anschließende Auswertung
genutzt. Je niedriger der CT-Wert, desto höher ist die Konzentration der eingesetzten
cDNA.

Nun lässt sich die Konzentration des Zielgens entweder relativ oder absolut quantifizieren.
Bei der absoluten Quanitifizierung macht man sich einen externen Standard zunutze.
Bei der relativen Quantifizierung bezieht man sich auf ein Housekeeping-Gen, dessen
Konzentration in den entsprechenden Geweben bzw. Zellen als konstant angenommen
wird. Dieses Verfahren wurde auch in den folgenden Versuchen angewandt. Als internes
Kontrollgen (housekeeping-Gen), wurde in den folgenden Versuchen GAPDH (Glycerin-
aldehyd-�-phosphat-Dehydrogenase) verwandt, da es ubiquitär vorkommt. GAPDH ist ein
Enzym der Glykolyse und katalysiert die Umwandlung von Glycerinaldehyd-�-Phosphat
zu �,�-Bisphosphoglycerat.

Zur relativen Quantifizierung wurde die vergleichende CT-Methode herangezogen. Hierbei
subtrahiert man den gemessenen CT-Wert des housekeeping-Gens jeder einzelnen Probe
von dem gemessenen CT-Wert des Zielgens und erhält den DCT-Wert. Nun wird die
Expressionsstärke des jeweiligen Gens mit einem Kalibrator verglichen. Hierbei wurden in
diesem Fall Kontrollzelllinien verwandt, bei denen durch vorherige Testung sichergestellt
wurde, dass die entsprechende Gene ausreichend exprimiert werden.

Um den DDCT-Wert zu erlangen, wurde also der DCT-Wert des Kalibrators von dem
DCT-Wert der Probe abgezogen.Die relative Genexpression erhält man nun über die Formel
2≠∆∆CT . Hierbei wurden stets die Mittelwerte der CT-Werte verwandt, da die Proben
mindestens im Duplikat getestet wurden (Bio ����).
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Etablierung

Zunächst musste die E�zienz der PCR-Reaktionen untersucht werden. Als Template wurde
hier die, aus der RNA der Kontrollzellinien MDA-MB ��� und HeLa synthetisierte, cDNA
eingesetzt. Für diese Zelllinien konnte in der Literatur eine hohe Expression der Zielgene
experimentell nachgewiesen werden. Die cDNA wurde in verschiedenen Verdünnungen
eingesetzt (�:�, �:��, �:���, �:���).

Im Anschluss wurde aus den gemessenen Ergebnissen eine Standardkurve erstellt. Hierbei
wurde der negative Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge gegen den gemessenen
CT-Wert aufgetragen und hieraus die Steigung der Geraden m = y≠b

x

extrapoliert. Eine
Steigung von ≠�,�� steht für eine E�zienz von ���%, dass heißt das PCR-Produkt hat
sich pro Zyklus verdoppelt. Steigungen negativer als ≠�,�� würden eine geringere E�zienz
bedeuten, Steigungen positiver als ≠�,�� bedeuten eine E�zienz größer als ���%. Letzteres
zeigt Probleme bei dem Versuchsablauf, z. B. unsauberes Pipettieren oder eine schlechte
Qualität der eingesetzten Probe an.

Versuchsdurchführung

Die Versuche wurden entsprechend der Herstellerangaben (Applied Biosystems) durchge-
führt. Hierzu wurden die entsprechenden Proben mit den genspezifischen Primern sowie mit
dem Farbsto� SYBR-Green versetzt. Das Reaktionsvolumen betrug stets �� µl, wovon �� µl
MasterMix (siehe Tabelle �.�� auf der nächsten Seite) auf � µl Template-cDNA kommen. Die
Reaktionsansätze wurden, wie oben erwähnt stets vor Licht geschützt. Jede Gewebeprobe
wurde mindestens im Duplikat getestet, um einem Fehler durch Varianzen vorzubeugen. Die
PCR-Durchläufe wurden in einem ABI Prism ���� Sequence Detection System (Applied
Biosystems) auf einer �� well-Platte (��-well optical reaction plate, Applied Biosystems)
mit optischen Deckeln (MicroAmp optical caps, Applied Biosystems) durchgeführt. Bei
diesem Gerät handelt es sich um einen Thermocyler für PCR-Reaktionen, der zusätzlich mit
einem Laser ausgestattet ist, der die Fluoreszenz des Farbsto�s SYBR-Green anregt. Die
Messung der Fluoreszenzstärke erfolgt durch einen CCD-Detektor (charged-coupled-device).
Während eines PCR-Durchlaufs akkumuliert das PCR-Produkt und damit die Menge des
gebundenen SYBR-Greens. In den Tabellen �.�� bis �.�� auf der nächsten Seite werden die
verwendeten Materialien und Geräte aufgeführt.
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Tabelle �.��.: MasterMix SYBR-Green

Vol.
[µl]

PCR Bedingungen

Gesamtreaktions-
volumen

�� HotGoldStar-Aktivierung �� ¶C æ ��min

SYBR Green �� Denaturierung �� ¶C æ �� s

Primer � Annealing �� ¶C æ �� s

H�O (RNAse-frei) � Extensin �� ¶C æ �� s

Template � �� Zyklen

Tabelle �.��.: Real-time quantitative PCR (qPCR) – Chemikalien und Lösungen

Chemikalien und Lösungen Herstellerangaben

Quanti Tect Primer Assay für Qiagen, Hilden

QuantiTect SYBR Green PCR Kit (���) Qiagen, Hilden

RNAse-freies Wasser Merck

Tabelle �.��.: Real-time quantitative PCR (qPCR) – Geräte und Materialien

Geräte und Materialien Herstellerangaben

Optical Tube Applied Biosystems

Optical-�-Strip Applied Biosystems

ABI Prism® ���� Sequence Detection Systems Applied Biosystems

Sterile Pipetten Eppendorf
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�.�. Immunhistochemie

Durch immunhistochemische Färbungen können die entsprechenden Genprodukte (Protei-
ne) im Gewebe nachgewiesen werden. Da die noch vorhandenen Gewebeproben in geringer
Quantität vorlagen, wurden statt Para�nschnitte, Gefrierschnitte hergestellt. Bei den
molekulargenetisch untersuchten Endometriumkarzinomen war bereits die RNA vorhanden,
diese Proben wurden von der Immunhistochemie ausgeschlossen. Zudem waren nicht mehr
bei allen Endometriose- und Endometrium-Proben Gewebe vorhanden. Aufgrund der
geringen Gewebemengen wurde auf die Untersuchung des Proteins CXCR� verzichtet.
Zusätzlich zu den Zielmarkern wurde auch eine Untersuchung hinsichtlich des Progesteron-
sowie Östrogenrezeptors durchgeführt. Da es sich um hormonsensitives Gewebe handelt,
ist von einem positiven Ergebniss auszugehen. Um die Qualität der Gewebeproben zu
verifizieren wurden alle Gefrierschnitte mit Hämotoxylin-Eosin angefärbt und anschließend
mikroskopiert. Proben die zu wenig Gewebe aufwiesen wurden von der Immunhistochemie
ausgeschlossen.

�.�.�. Hämotoxylin-Eosin-Färbung

Von dem tiefgefrorenen Gewebe wurden mittels Rotationsmikrotom �–� µm dicke Schnitte
angefertigt und auf einen Objektträger aufgetragen. Die Kernfärbung erfolgte mittels
Mayer’s Hämalaun für �� Minuten, anschließendes kurzes Spülen in Aqua dest. und Bläuen
in warmem Leitungswasser für weitere �� Minuten. Das Zytoplasma wurde zunächst mit
einer �%igen Eosin-Lösung für �min angefärbt. Anschließend wurden die Schnitte erneut in
Aqua dest. gespült und mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Die gefärbten
Präparate wurden mit Eukitt eingedickt und anschließend am Phasenkontrast-Mikroskop
ausgewertet.

�.�.�. Labelled (Strept-)Avidin-Biotin (LSAB)-Methode

Die immunhistochemische Färbung wurde mittels der LSAB-Methode durchgeführt, die
auf der hohen A�nität von Streptavidin und Avidin zu Biotin beruht. Avidin ist ein aus
Hühnereiweiß gewonnenes Glykopeptid mit vier Bindungsstellen für Biotin. Da es bei der
Verwendung von Avidin zum Teil zu unspezifischen Reaktionen gekommen ist, gewinnt man
heute ein reineres Produkt, Streptavidin, welches man aus dem Bakterium Streptomyces
avidinii isoliert.
Mit dem Primärantikörper reagiert ein, mit Biotin markierter Brückenantikörper. Bei

Biotin handelt es sich um ein wasserlösliches Vitamin, das sich gut an Brückenantikörper
koppeln lässt. So wird schließlich eine Verbindung zum Streptavidin-Enzymkonjugat-
Komplex hergestellt, welcher im dritten Schritt hergestellt wird. Mit Hilfe einer chromogenen
Substratlösung wird der Primärantikörper sichtbar gemacht. Durch Zugabe des Substrats
Diamnobenzidin (DAB) entsteht ein braunes Reaktionsprodukt, das lichtmikroskopisch
nachgewiesen werden kann.
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�.�.�. Durchführung der immunhistochemischen Färbungen

Die Gewebeschnitte werden zunächst auf Objektträger gezogen und bei ≠�� ¶C gefroren. Die
Schnitte wurden mit Formalin für � Minuten fixiert. Anschließend werden die Objektträger
mit Leitungswasser gespült. Die Proben werden anschließend jeweils �� Minuten mit Avidin,
das mit endogenem Biotin reagiert, und im Anschluss mit Biotin inkubiert und nach jedem
Schritt für �� Minuten mit Leitungswasser und anschließend mit Triton-Aqua.dest. gespült.
Es erfolgt die ��minütige Inkubation mit dem Primärantikörper bei Raumtemperatur.
Nach erneutem Spülen mit Leitungswasser und Triton-A. dest. erfolgte die ��minütige
Inkubation mit dem jeweiligen polyklonalen Sekundärantikörper. In gleicher Weise erfolgt
die Inkubation mit dem Tertiärreagenz, Streptavidin, welches mit H�O� konjugiert und
so die Antigen-Antikörperreaktion erkennbar macht. Im Anschluss erfolgt die Zugabe
des Diaminbenzidins, das nach Herstellergaben zubereitet wurde, für weitere �� Minuten.
Nach erneuter Spülung mit Leitungswasser erfolgt die Gegenfärbung mit Hämalaun für
� Sekunden. Abschließend werden die Schnitte erneut gespült und mit Eukid haltbar
gemacht.

�.�.�. Mikroskopische Auswertung

Die Proben wurden lichtmikroskopisch ausgewertet und fotographisch dokumentiert. Als
Positivkontrolle dienten Gewebeschnitte des Mammakarzinoms, die freundlicherweise von
der Universitätsfrauenklinik zur Verfügung gestellt wurden.
Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte nach Remmele u. Stegner (����). Hierbei

handelt es sich um ein semiquantitatives Verfahren, bei dem zum einen der prozentuale
Anteil des gefärbten Gewebes, zum anderen die Intensität der Färbung bewertet wird.
Entsprechend der subjektiven Bewertung werden für jedes Item Punkte vergeben. Die
Farbintensität (staining intensity) (SI) wird in drei Kategorien eingeteilt – keine Färbung
(�), schwache Färbung (�), mäßige Färbung (�), starke Färbung (�). Der prozentuale Anteil
der gefärbten Zellen (percentage of positive cells PP) wird wie folgt bewertet: � – keine
Färbung, � – weniger als ��%, � – mehr als ��%, aber weniger als ��%, � – weniger
als ��% aber mehr als ��%, � – mehr als ��%. Im Anschluss wird der Immunreaktive
Score (immunreactive Score) (IRS) ermittelt. Dafür wird der SI-Wert mit dem PP-Wert
multipliziert. Ein IRS kleiner gleich � gilt als negativ, �–� schwach positiv, �–� mäßig
positiv und �–�� stark positiv. Jede Probe wurde zweimal mikroskopiert und bewertet.
Aus den vergebenen Punkten wurde im Anschluss der Mittelwert gebildet.

In den Tabelle �.�� bis �.�� auf der nächsten Seite sind die für die Immunhistochemie
verwendeten Materialien aufgeführt.
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Tabelle �.��.: Immunhistochemie – Chemikalien und Lösungen

Chemikalien und Lösungen Herstellerangaben

Avidin Eig. Herstellung:

� Eiweiß auf ���ml Aqua dest.

Biotin in TBS-Pu�er Merck
Tertiärreagenz Streptavidin Scytek

Triton-A. dest Scytek

Diamnobenzidin (DAB) Scytek

Tabelle �.��.: Immunhistochemie – Antikörper

Verwendete Antikörper Herstellerangaben

Östrogen-Rezeptor-AK ERa(ER�D�), Maus Santa Cruz

VEGF (�����), Maus Santa Cruz

Midkine, MK (A-�), Maus Santa Cruz

Survivin (�F���), Maus Santa Cruz

Heparanase, HPA (H-��), Kaninchen Santa Cruz

Anti-Human-Progesteron-Receptor
Clon PGP ���, M����, Maus

Santa Cruz

Tabelle �.��.: Immunhistochemie – Geräte und Materialien

Geräte und Materialien Herstellerangaben

Mikroskop Axioplan

Kamera Axio Cam, Zeiss

Software Axio Vision, Zeiss
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�.�. Statistische Auswertung

Wie oben beschrieben, wurden, nach Testung der Primer-E�zienzen, die Endometriose-,
Endometrium- und Karzinomproben auf die entsprechenden Gene mittels qPCR untersucht.
Als Vergleichsproben wurden die Zelllinien MDA-MB ��� und HeLa untersucht. GAPDH
fungiert als housekeeping-Gen. Zur Auswertung der Daten, wurde die vergleichende CT-
Methode (DDCT-Methode) herangezogen, die auf Seite �� bereits ausführlich beschrieben
wurde. Da die Ergebnisse eine sehr hohe Streubreite aufweisen und daher inhomogen bzw.
nicht normalverteilt erscheinen, wurde zur statistsichen Auswertung der Mann-Whitney-U-
Test verwendet. Hierbei handelt es sich um einen Rangsummentest für nicht-parametrische
Daten, bei dem Werte kleiner als �,�� als signifikant gelten. Zur deskriptiven Statistik
wurden Boxplots erstellt. Die Auswertung der gewonnenen Daten wurde mit der freien
Statistik-Software R durchgeführt (R Development Core Team ����).



KAPITEL �
Ergebnisse

�.�. RNA-Isolation

Im ersten Schritt wurde RNA aus dem vorhandenen Gewebe sowie den Zelllinien gewonnen.
Der RNA-Gehalt sowie die Reinheit des Materials wurde photometrisch gemessen und im
Anschluss berechnet. Die Proben mit der vorhandenen RNA des Endometriumkarzinoms
wurden ebenfalls photometrisch vermessen. Wie bereits erwähnt beschreibt der Quotient
���/��� die Reinheit der gewonnenen RNA. Er sollte zwischen �,� und �,� liegen. Im
Anhang A auf Seite �� werden die detaillierten Ergebnisse tabellarisch aufgeführt. Hierbei
erkennt man auch einige Proben, deren Quotient nicht in dem optimalen Bereich liegen.
Diese Proben wurden verworfen.

�.�. b-Aktin-RT-PCR

Nachdem die RNA aus den Geweben und Zellen isoliert worden ist, wurde cDNA syn-
thetisiert. Um eine erfolgreiche Synthese zu kontrollieren wurde eine b-Aktin-RT-PCR
durchgeführt und die RT-PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese dargestellt. In Ab-
bildung �.� auf der nächsten Seite sind beispielhaft einige Bilder der Gelelektrophorese
aufgeführt. Für die weiteren Versuche wurde die, so gewonnene und auf Reinheit, in Bezug
auf mögliche DNA-Kontamination, kontrollierte, cDNA verwandt.

��
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f) (g)

Abb. �.�.: Gelelektrophorese der b-Aktin-RT-PCR
Gelektrophorese der b-Aktin-PCR aus (a)–(b): Endometrium, (c): Endometriose, (d)–(g):
Endometrium-Karzinom; S steht jeweils für den SmartLedder, den Standard, der bei jeder Elektrophorese
mitgeführt wird. Die Zi�ern stehen für die verwendeten Proben. Die hellen Balken, zeigen das
PCR-Produkt, entsprechend ��� bp. Dies zeigt, das die PCR funktioniert hat und cDNA entstanden ist.

(a) (b)

Abb. �.�.: Gelelektrophorese der Target-Gen-RT-PCR
Gelektrophorese der Target-Gen-PCR in den entsprechenden Zellinien aus (a): � Heparanase/ MDA-MB
���, � VEGF/ HeLa, � Midkine/ HeLa, � Survivin/ HeLa, � bis � Negativkontrollen (b): � GAPDH/
MDA-MB ���, � CXCR�/ MDA- MB ���, � VEGF/ HeLa, � Midkine/ HeLa, � bis � Negativkontrollen

�.�. Real-time quantitative PCR (qPCR)

�.�.�. PCR-E�zienzen

Grundlage der nachfolgenden qPCR ist eine Untersuchung der PCR-E�zienzen unter
Benutzung der entsprechenden Primer. Wie bereits beschrieben wurde aus dem negativen
Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge sowie den gemessenen CT-Werten eine Gerade
erstellt. Aus der extrapolierte Steigung der Gerade lässt sich die E�zienz der PCR errechnen.
Liegt der Wert bei ≠�,�� ist die PCR-E�zienz ���%. Um die oben beschriebene CT-
Methode (DDCT-Methode) zur Berechnung der relativen Genexpression zu verwenden,
ist es wichtig, dass die PCR-E�zienz der eingesetzten Targets mit der E�zienz der
Vergleichsprobe nahezu gleich ist. In den Abbildungen �.� bis �.� auf den Seiten ��–��
sind die ermittelten Geraden für die zu testenden Primer dargestellt.
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Abb. �.�.: E�zienz der GAPDH-PCR
Standardkurve (xCT gegen den negativen dekadischen Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge);
Der Korrelationskoe�zient hat den Wert �,���. Die ermittelte Steigung beträgt ≠�,��; dies ent-
spricht einer theoretischen PCR- E�zienz von ��,�%

≠4 ≠3.5 ≠3 ≠2.5 ≠2 ≠1.5 ≠1 ≠0.5 0
0

20

25

30

35

40

Verdünnung

x
C
t

Zelllinie (HeLa)
extrapolierte Werte

Abb. �.�.: E�zienz der VEGF-PCR
Standardkurve (xCT gegen den negativen dekadischen Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge);
Der Korrelationskoe�zient hat den Wert �,��� ��. Die ermittelte Steigung beträgt ≠�,����; dies
entspricht einer theoretischen PCR-E�zienz von ��,�%
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Abb. �.�.: E�zienz des Survivin-PCR
Standardkurve (xCT gegen den negativen dekadischen Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge);
Der Korrelationskoe�zient hat den Wert �,���. Die ermittelte Steigung beträgt ≠�,���; dies ent-
spricht einer theoretischen PCR-E�zienz von ��,��%
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Abb. �.�.: E�zienz der Midkine-PCR
Standardkurve (xCT gegen den negativen dekadischen Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge);
Der Korrelationskoe�zient hat den Wert �,��� ��. Die ermittelte Steigung beträgt ≠�,����; dies
entspricht einer theoretischen PCR-E�zienz von ���,��%. Anmerkung: Die theoretische PCR-
E�zienz übersteigt deutlich die ���,��%, dies deutet entweder auf Fehler in der Versuchsdurchfüh-
rung oder unzureichend qualitative Proben hin. Die PCR-E�zienz wurde mehrfach gemessen bzw.
der Versuch mehrfach durchgeführt. Es ließ sich dennoch kein besseres Ergebnis erzielen. Da trotz-
dem davon auszugehen ist, das eine e�ektive PCR stattfindet, wurde der Primer für die folgenden
Versuch verwendet.
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Abb. �.�.: E�zienz der Heparanase-PCR
Standardkurve (xCT gegen den negativen dekadischen Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge);
Der Korrelationskoe�zient hat den Wert �,����. Die ermittelte Steigung beträgt ≠�,���; dies
entspricht einer theoretischen PCR- E�zienz von ���,�%
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Abb. �.�.: E�zienz der CXCR�-PCR
Standardkurve (xCT gegen den negativen dekadischen Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge);
Der Korrelationskoe�zient hat den Wert �,��� ��. Die ermittelte Steigung beträgt ≠�,����; dies
entspricht einer theoretischen PCR- E�zienz von ���,�%



�.�. Real-time quantitative PCR (qPCR) ��

�.�.�. Genexpressionsanalyse

Nach Testung der Primer-E�zienzen wurden die Endometriose-, die Endometrium- und die
Karzinomproben auf ihren Gehalt der entsprechenden Gene mittels qPCR untersucht. Die
Ergebnisse sind im Anschluß, nach Zielgenen sortiert, präsentiert. Die relative Genexpression
wird für jedes Zielgen mittels Boxplot veranschaulicht. Die ermittelten Werte werden
auch tabellarisch dargestellt und sind so im Anhang B auf Seite �� aufgeführt. Vor den
Ergebnistabellen ist jeweils eine Tabelle mit den Ergebnissen der Kalibrierungsproben
(Zelllinie / housekeeping-Gen) zu finden. Hier sind mehrere Werte aufgeführt, weil nicht alle
Proben in einem Versuchsdurchlauf untersucht wurden, sondern mehrere Untersuchungen
nacheinander erfolgten. Dies hatte zum einen technische Gründe und zum anderen mussten
einige Versuche wiederholt werden. Bei jeder neuen Untersuchung ergaben sich entsprechend
neue Kalibrierungswerte. Bei der Auswertung stellte sich heraus, dass die Ergebnisse eine
sehr hohe Streubreite haben und daher inhomogen bzw. nicht normalverteilt erscheinen. Aus
diesem Grund wurde zur statistischen Auswertung der Mann-Whitney-U-Test verwendet.
Hierbei handelt es sich um einen Rangsummentest für nicht-parametrische Daten.



�.�. Real-time quantitative PCR (qPCR) ��

VEGF

Die höchste VEGF-Expression wurde im Endometriumkarzinomgewebe detektiert, gefolgt
von der Expression im Endometriumgewebe. Wie in Abbildung �.� ersichtlich, ähnelt
sich die Expression zwischen Endometrium und Endometriose. Nur ist die Streubreite
bei den Endometriumproben etwas höher. Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Expression von VEGF konnte nur im Vergleich Endometriumkarzinom zur Endometriose
festgestellt werden (p = �,��). Der Vergleich Endometriose zu Endometrium sowie Endo-
metriumkarzinom zu Endometrium zeigten jeweils keine Signifikanz. Tabelle B.� bis B.�
auf den Seiten ��–�� zeigen die Einzelwerte der VEGF-Expressionen nach Gewebetypen.
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Abb. �.�.: VEGF-Expressionen in Zielgeweben:
Auf der y-Achse ist die n-fache Expression im Vergleich zur Referenz-Zelllinie HeLa aufgetragen.
Für die einzelnen Gewebetypen ergeben sich im Vergleich folgende p-Werte: Endometriose vs.
Endometrium �,��� �, Endometriose vs. Endometrium-Ca �,��� �, Endometrium vs. Endometrium-
Ca �,��� �



�.�. Real-time quantitative PCR (qPCR) ��

Survivin

Für das Zielgen Survivin ließ sich die höchste Expression in den Karzinomproben nachweisen.
Im Mann-Whitney-U-Test ergab sich hier ein signifikanter Wert im Vergleich Karzinom zu
Endometrium (p = �,��� �) sowie Karzinom zu Endometriose (p = �,���). Rein deskriptiv
scheint die Expression in den Endometrioseproben auch etwas höher zu sein, als in den
Endometriumproben, jedoch lässt sich hier keine Signifikanz berechnen. Die Streubreite
der Ergebnisse sind in den Karzinomproben und in den Endometrioseproben höher als im
Endometrium. Die Tabellen B.� bis B.� auf den Seiten ��–�� zeigen die Einzelwerte der
Survivin-Expressionen nach Gewebetypen.
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Abb. �.��.: Survivin-Expressionen in Zielgeweben:
Auf der y-Achse ist die n-fache Expression im Vergleich zur Referenz-Zelllinie HeLa aufgetragen.
Für die einzelnen Gewebetypen ergeben sich im Vergleich folgende p-Werte: Endometriose vs.
Endometrium �,��� �, Endometriose vs. Endometrium-Ca �,��� �, Endometrium vs. Endometrium-
Ca �,��� �



�.�. Real-time quantitative PCR (qPCR) ��

Midkine

Die Midkine-Expression ist insgesamt in den Endometrioseproben am höchsten, allerdings
auch mit der höchsten Streubreite. Ein signifikanter Unterschied konnte im Vergleich
zum Karzinomgewebe nachgewiesen werden (p = �,���). Im Vergleich mit den Endome-
triumproben konnten hier keine signifikanten Werte detektiert werden. Wie im Boxplot
(Abbildung �.��) beschrieben, ist die Expression im Endometrium und Endometriumkarzi-
nom, zumindestens deskriptiv, sehr ähnlich. Die Tabellen B.�� bis B.�� auf den Seiten ��–��
zeigen die Einzelwerte der Midkine-Expressionen nach Gewebetypen.
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Abb. �.��.: Midkine-Expressionen in Zielgeweben:
Auf der y-Achse ist die n-fache Expression im Vergleich zur Referenz-Zelllinie HeLa aufgetragen.
Für die einzelnen Gewebetypen ergeben sich im Vergleich folgende p-Werte: Endometriose vs.
Endometrium �,��� �, Endometriose vs. Endometrium-Ca �,��� �, Endometrium vs. Endometrium-
Ca �,��� �



�.�. Real-time quantitative PCR (qPCR) ��

Heparanase

Bei diesem Targetgen zeigt sich insbesondere bei den Endometrioseproben eine sehr hohe
Streubreite, jedoch rein deskriptiv auch die höchste Expression im Vergleich sowohl zum
Karzinom als auch zum Endometrium. Dies lässt sich allerdings nicht mit einer Signifikanz
belegen. Die Expression im Karzinomgewebe ist augenscheinlich sogar etwas geringer
als im Endometrium. Dies lässt sich jedoch auch nicht als signifikant berechnen. Die
Abbildung �.�� veranschaulicht dieses. Die Tabellen B.�� bis B.�� auf den Seiten ��–���
zeigen die Einzelwerte der Heparanase-Expressionen nach Gewebetypen.
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Abb. �.��.: Heparanase-Expressionen in Zielgeweben:
Auf der y-Achse ist die n-fache Expression im Vergleich zur Referenz-Zelllinie MDA-MB ��� aufge-
tragen. Für die einzelnen Gewebetypen ergeben sich im Vergleich folgende p-Werte: Endome-
triose vs. Endometrium �,��� �, Endometriose vs. Endometrium-Ca �,��� �, Endometrium vs.
Endometrium-Ca �,��� �



�.�. Immunhistochemie ��

CXCR�

Wie im Boxplot ersichtlich erscheint, bei hoher Streubreite, die Expression von CXCR� im
Endometrium deutlich höher als in den Vergleichsproben. Jedoch lässt sich dies nicht mit
einer Signifikanz validieren. Die Expression im Karzinom sowie in den Endometrioseproben
zeigen ein ähnliches Ergebnis. Auch hier konnte im Mann-Whitney-U-Test kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden. In Abbildung �.�� werden die Ergebnisse veranschaulicht.
Die Tabellen B.�� bis B.�� auf den Seiten ���–��� zeigen die Einzelwerte der CXCR�-
Expressionen nach Gewebetypen.
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Abb. �.��.: CXCR�-Expressionen in Zielgeweben:
Auf der y-Achse ist die n-fache Expression im Vergleich zur Referenz-Zelllinie HeLa aufgetragen.
Für die einzelnen Gewebetypen ergeben sich im Vergleich folgende p-Werte: Endometriose vs.
Endometrium �,��� �, Endometriose vs. Endometrium-Ca �,��� �, Endometrium vs. Endometrium-
Ca �,��� �

�.�. Immunhistochemie

Das, nach den vorangegangen Versuchen verbliebene, Gewebe wurde immunhistochemisch
untersucht. Aufgrund der minimalen Restgewebemenge und den bisherigen Ergebnissen wur-
de auf eine Untersuchung des Zielproteins CXCR� verzichtet. Insgesamt wurden �� Proben
mittels Gefrierschnitten untersucht, davon �� Endometriose- und �� Endometriumproben.
Da es sich hierbei um hormonabhängiges Gewebe handelt, wurde auch eine Untersuchung
hinsichtlich des Progesteron- und Östrogenrezeptors durchgeführt. Als Positivkontrolle
diente Gewebe eines, bereits im Rahmen anderer Untersuchungen getesteten, Mammakar-



�.�. Immunhistochemie ��

zinoms. Die Bewertung der immunhistochemischen Färbungen erfolgte mikroskopisch nach
dem Prinzip von Remmele u. Stegner (����). Hierbei wird, wie schon beschrieben, der
Immunreaktive Score (immunoreactive score) ermittelt. Ein IRS von kleiner gleich � steht
für ein negatives Ergebnis. Ein IRS von �–� für eine schwache, �–� für eine mäßige und
�–�� für eine starke Expression des Zielproteins. Die detaillierte mikroskopische Bewertung
mit Erfassung der Färbeintensität sowie des prozentualen Anteils des gefärbten Gewebes ist
der Tabelle im Anhang C auf Seite ��� zu entnehmen. Im Folgendem werden die Ergebnisse,
nach Zielprotein sortiert, dargestellt.

�.�.�. Progesteronrezeptor

Von den �� Endometrioseproben zeigten � eine negative und �� Proben eine positive
Reaktion. Bei den positiven Proben lag der Median bei � (Standardabweichung �,��). Es
zeigt sich also eine mäßig starke Reaktion des Progesteronrezeptors. Bei den Endometri-
umproben waren � von �� negativ, bei den � positiven Proben zeigte sich ebenfalls eine
mäßige Expression mit einem Median von � (Standardabweichung �,��). In Tabelle �.�
wird der detaillierte IRS dargestellt. Die Abbildungen �.�� bis �.�� auf den Seiten ��–��
zeigen exemplarisch das Färbeverhalten.

Tabelle �.�.: Auswertung der IRS-Werte für Progesteronrezeptor

Gewebe Anzahl negativer Proben Anzahl positiver Proben Gesamt

schwach mäßig stark

Endometriose � � � � ��

Endometrium � � � � ��

(a) (b)

Abb. �.��.: Mikroskopie von Progesteronrezeptor-Antikörper
(a): Mamma-Ca als Positivkontrolle, (b): Mamma-Ca als Negativkontrolle; Vergrößerung �:���



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie der Endometriose für Progesteronrezeptor-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: Progesteronrezeptor; Vergrößerung: �:��



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie des Endometriums für Progesteronrezeptor-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: Progesteronrezeptor; Vergrößerung: �:��



�.�. Immunhistochemie ��

�.�.�. Östrogenrezeptor

Bei den Endometrioseproben wiesen � eine negative und �� Proben eine positive Reaktion.
Bei den positiven Proben zeigte sich überwiegend eine starke Reaktion, der Median lag
bei � (Standardabweichung �,��). Bei den Endometriumproben waren � von �� negativ,
bei den � positiven Proben zeigte sich eine mäßige Expression mit einem Median von
� (Standardabweichung �,��). In Tabelle �.� wird der detaillierte IRS dargestellt. Die
Abbildungen �.�� bis �.�� auf den Seiten ��–�� zeigen exemplarisch das Färbeverhalten.

Tabelle �.�.: Auswertung der IRS-Werte für Östrogenrezeptor

Gewebe Anzahl negativer Proben Anzahl positiver Proben Gesamt

schwach mäßig stark

Endometriose � � � � ��

Endometrium � � � � ��

(a) (b)

Abb. �.��.: Mikroskopie von Östrogenrezeptor-Antikörper
(a): Gewebeschnitt Mammakarzinom als Positivkontrolle, (b): Gewebeschnitt Mammakarzinom als
Negativkontrolle; Vergrößerung �:���



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie der Endometriose für Östrogenrezeptor-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: Östrogenrezeptor; Vergrößerung: �:��



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie des Endometriums für Östrogenrezeptor-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: Östrogenrezeptor; Vergrößerung: �:��



�.�. Immunhistochemie ��

�.�.�. VEGF

Von den �� Endometrioseproben zeigten � eine negative und �� Proben eine positive
Reaktion. Bei den positiven Proben lag der Median bei �,� (Standardabweichung �,��). Es
zeigt sich also eine mäßig starke Reaktion, eine starke Reaktion ließ sich hier nicht ermitteln.
Bei den Endometriumproben waren � von �� negativ, bei den � positiven Proben zeigte
sich ebenfalls eine mäßige Expression mit einem Median von �,�� (Standardabweichung
�,��). In Tabelle �.� wird der detaillierte IRS dargestellt. Die Abbildungen �.�� bis �.��
auf den Seiten ��–�� zeigen exemplarisch das Färbeverhalten.

Tabelle �.�.: Auswertung der IRS-Werte für VEGF

Gewebe Anzahl negativer Proben Anzahl positiver Proben Gesamt

schwach mäßig stark

Endometriose � � � � ��

Endometrium � � � � ��

(a) (b)

Abb. �.��.: Mikroskopie von VEGF-Antikörper
(a): Gewebeschnitt Mammakarzinom als Positivkontrolle, (b): Gewebeschnitt Mammakarzinom als
Negativkontrolle; Vergrößerung �:���



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie der Endometriose für VEGF-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: VEGF; Vergrößerung �:��



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie des Endometriums für VEGF-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: VEGF; Vergrößerung �:���



�.�. Immunhistochemie ��

�.�.�. Survivin

Für Survivin zeigte fast die Hälfte der Endometrioseproben eine negative Reaktion. Für
�� Proben konnte eine positive Reaktion nachgewiesen werden. Hierbei lag der Median
bei �,�� (Standardabweichung �,��), was einer mäßigen Expression entspricht. Bei den
Endometriumproben waren � von �� negativ. Die restlichen � zeigten eine mäßige Reaktion
mit einem Median von �,�� (Standardabweichung �,��). In Tabelle �.� wird der detaillierte
IRS dargestellt. Die Abbildungen �.�� bis �.�� auf den Seiten ��–�� zeigen exemplarisch
das Färbeverhalten.

Tabelle �.�.: Auswertung der IRS-Werte für Survivin

Gewebe Anzahl negativer Proben Anzahl positiver Proben Gesamt

schwach mäßig stark

Endometriose � � � � ��

Endometrium � � � � ��

(a) (b)

Abb. �.��.: Mikroskopie von Survivin-Antikörper
(a): Gewebeschnitt Mammakarzinom als Positivkontrolle, (b): Gewebeschnitt Mammakarzinom als
Negativkontrolle; Vergrößerung �:���



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie der Endometriose für Survivin-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: Survivin; Vergrößerung: �:��



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie des Endometriums für Survivin-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: Survivin; Vergrößerung: �:��



�.�. Immunhistochemie ��

�.�.�. Midkine

Von den �� Endometrioseproben zeigten nur � eine positive Reaktion. Dabei ließ sich auch
nur eine schwache Reaktion nachweisen. Der Median lag bei � (Standardabweichung �,��).
Eine starke Expression konnte gar nicht beobachtet werden. Bei den Endometriumproben
waren � von �� negativ, bei den � positiven Proben zeigte sich eine mäßige Expression mit
einem Median von �,�� (Standardabweichung �,��). In Tabelle �.� wird der detaillierte
IRS dargestellt. Die Abbildungen �.�� bis �.�� auf den Seiten ��–�� zeigen exemplarisch
das Färbeverhalten.

Tabelle �.�.: Auswertung der IRS-Werte für Midkine

Gewebe Anzahl negativer Proben Anzahl positiver Proben Gesamt

schwach mäßig stark

Endometriose �� � � � ��

Endometrium � � � � ��

(a) (b)

Abb. �.��.: Mikroskopie von Midkine-Antikörper
(a): Gewebeschnitt Mammakarzinom als Positivkontrolle, (b): Gewebeschnitt Mammakarzinom als
Negativkontrolle; Vergrößerung �:���



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie der Endometriose für Midkine-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: Midkine; Vergrößerung: �:��



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie des Endometriums für Midkine-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: Midkine; Vergrößerung: �:��



�.�. Immunhistochemie ��

�.�.�. Heparanase

Für dieses Zielprotein konnten in den Endometrioseschnitte �� als positiv und � als negativ
gewertet werden. Bei den positiven Proben lag der Median bei �,�� (Standardabweichung
�,��). Es zeigt sich also eine mäßig starke Reaktion. Bei den Endometriumproben war
nur � von �� negativ. Sonst zeigte sich eine mäßige Reaktion mit einem Median von
�,�� (Standardabweichung �,��). In Tabelle �.� wird der detaillierte IRS dargestellt. Die
Abbildungen �.�� bis �.�� auf den Seiten ��–�� zeigen exemplarisch das Färbeverhalten.

Tabelle �.�.: Auswertung der IRS-Werte für Heparanase

Gewebe Anzahl negativer Proben Anzahl positiver Proben Gesamt

schwach mäßig stark

Endometriose � � �� � ��

Endometrium � � �� � ��

(a) (b)

Abb. �.��.: Mikroskopie von Heparanase-Antikörper
(a): Gewebeschnitt Mammakarzinom als Positivkontrolle, (b): Gewebeschnitt Mammakarzinom als
Negativkontrolle; Vergrößerung �:���



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie der Endometriose für Heparanase-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: Heparanase; Vergrößerung: �:��



�.�. Immunhistochemie ��

A B C

Abb. �.��.: Mikroskopie des Endometriums für Heparanase-Antikörper
A: HE-Färbung, B: Negativkontrolle, C: Heparanase; Vergrößerung: �:��



KAPITEL �
Diskussion

Die bisherigen Therapieformen der Endometriose sowie des Endometriumkarzinoms sind
in Bezug auf die Lebensqualität der Patienten sowie das Outcome verbesserungswürdig.
Die Behandlung der Endometriose beinhaltet neben operativen Verfahren den Einsatz
von Schmerzmedikamenten sowie Hormonpräparaten. Jedoch haben diese Therapeutika
zum Teil starke Nebenwirkungen und einige Patienten sind dennoch nicht beschwerdefrei.
Ähnliches gilt für das Endometriumkarzinom. Hier steht die operative Therapie im Vorder-
grund, die für die Patienten eine erhebliche Belastung bedeutet. Einen neuen Ansatzpunkt
bieten zielgerichtete Therapien. Die Adenovirus-basierte Therapie ist dabei hervorzuheben
(Rein et al. ����). Wie in der Einleitung geschildert bringen diese Viren viele Vorteile, wie
genetische Modifizierbarkeit, Stabilität und hohe Infektionsraten, mit sich (Bauerschmitz
u. Dall ����). Das Problem ist, dass der Rezeptor, an den die Viren binden, vor allem im
epithelialen Gewebe vorkommt. Ein spezifischer Einsatz gestaltet sich folglich schwierig.
Ein Lösungsansatz bietet das transkriptionelle Targeting. Es werden gewebespezifische
Steuerungselemente (Promotoren) gesucht, die dem viralen Genom vorgeschaltet werden.
Idealerweise sind diese Promotoren nur im erkrankten Gewebe aktiv. Insbesondere sollte
keine oder nur eine geringe Aktivität in der Leber nachgewiesen werden, da die Viren dort
abgebaut werden (Bauerschmitz et al. ����).

In der vorliegenden Arbeit werden solche Promotoren für die oben genannten Erkrankun-
gen gesucht. Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass VEGF, Midkine, Heparanase,
CXCR� und Survivin mögliche Kandidaten für eine solche Therapie sind (Rein et al. ����).

Es wurde eine Genexpressionanalyse mittels qPCR durchgeführt. Durch immunhistoche-
mische Färbungen sollte anschließend das jeweilige Genprodukt untersucht werden. Aus
Gewebe von �� Endometriose- und �� Endometriumproben wurde zunächst RNA isoliert
und in cDNA umgeschrieben. Anschließend wurde die Analyse mittels qPCR durchgeführt.
Zudem wurde RNA von �� Endometriumkarzinomproben zur Verfügung gestellt, die eben-
falls molekulargenetisch untersucht wurden, hier entfiel allerdings die immunhistochemische
Untersuchung.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Arbeit, nach Genen sortiert, diskutiert.

��



�.�. VEGF ��

�.�. VEGF

Bereits in der Einleitung wurde die Bedeutung der Angiogenese in der Entstehung der
Endometriose sowie des Endometriumkarzinoms erläutert (van der Horst et al. ����).
In der Literatur findet man Hinweise, dass in der Peritonealflüssigkeit, den Ovarien

und dem Endometrium von Patienten mit Endometriose eine erhöhte Konzentration von
angiogenetisch wirksamen Wachstumsfaktoren vorliegt. (García-Manero et al. ����).
Zudem konnte eine erhöhte Konzentration von VEGF im eutopen Endometrium, vor

allem in der späten sekretorischen Phase, gefunden (McLaren ����). Auch das Stadium
der Endometriose scheint eine Rolle in der VEGF-Expression zu spielen. So konnten in
frischen, roten Endometrioseläsionen höhere Konzentrationen analysiert werden, als in den
älteren schwarzen Herden (Donnez et al. ����).
Die Peritonealflüssigkeit jedoch zeigte bei diesen Patienten eine gesteigerte Aktivität

von VEGF auf. Dieses wird dadurch begründet, dass die Anzahl, Größe und Aktivität
von Makrophagen in der Peritonealflüssigekeit bei Patienten mit Endometriose ansteigt.
Diese wiederum aktivieren durch die Sekretion verschiedener Mediatoren wie z. B. TNF-a,
IL-�b, IL-� Leukozyten und interagieren mit dem ektopen Endometrium. McLaren et al.
haben gezeigt, dass die Makrophagen VEGF nicht nur steroidabhängig sezernieren, son-
dern auch zyklusabhängig VEGF-Rezeptoren exprimieren (McLaren et al. ����). Eine
weitere Untersuchung zeigte, dass VEGF in ektopen Endometriosegewebe signifikant höher
exprimiert ist als in Proben von gesunden Endometrium- und Peritoneumgewebe (Rein
et al. ����b). Zudem konnte nachgewiesen werden, dass durch eine antiangiogenetische
Therapie, die Ausbreitung sowie das Wachstum von Endometrioseherden, an einem in
vivo-Modell, verhindert werden konnte (Hull et al. ����).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stützen dies so nicht. Wie im Ergebnissteil
präsentiert, ist die Expression von VEGF im Endometriosegewebe im Vergleich zum
Endometriumgewebe sehr ähnlich. Auch ein statistische Signifikanz konnte hier nicht
nachgewiesen werde. Man muss jedoch beachten, das bei der Auswahl der Proben weder
das Endometriosestadium noch die Zyklusphase des Endometriums berücksichtigt wurde.
Peritonealflüssigkeit wurde gar nicht untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine sehr hohe
Streubreite. Dies könnte ebenfalls auf die Inhomogenität der verwendeten Proben hindeu-
ten. Immunhistochemisch ließ sich, in der vorliegenden Arbeit, eine mäßig starke Färbung
sowohl in den Endometriose- (Median des IRS lag bei �,�) als auch in den Endometrium-
proben (Median des IRS lag bei �,��) nachweisen. Das heißt, es scheint auch eine ähnliche
Proteinexpression von VEGF im Vergleich zwischen Endometrium- und Endometriosege-
webe vorliegen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Genexpressionsanalyse. Jedoch
waren von den �� Endometrioseproben � negativ und von den �� Endometriumproben �
negativ. Um eine valide Aussage bezüglich der Proteinexpression von VEGF zu machen, ist
sicherlich eine höhere Probenanzahl von Nöten. Dennoch scheint ein Einfluss von VEGF in
der Pathogenese der Erkrankung nach Angaben der Literatur wahrscheinlich. Rein et al.
konnten zeigen, dass eine Infektion von Endometriosezellen mit Adenoviren, denen VEGF
als Promoter vorgeschaltet wurde, in vitro zur Zellapoptose führte (Rein et al. ����b). Auch
konnte eine geringe Promoteraktivität in der Leber sowie in gesunden Endometriumgewebe
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nachgewiesen werden, wodurch sich VEGF gut als Zielgen für eine Gentherapie eignet
(Rein et al. ����b). Um dieses zu untermauern müsste man eventuell schon bei der Auswahl
der Proben ein genaues Augenmerk auf den Zyklus bzw. das Erkrankungsstadium setzen.
In der vorliegenden Untersuchung konnte jedoch die höchste n-fache Expression von

VEGF im Endometriumkarzinom nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den Endometriose-
proben erwies sich dies im statistischen Test (Mann-Whitney-U-Test) sogar als signifikant.
Man könnte jedoch spekulieren, ob VEGF eine Funktion in der Pathogenese des Endo-

metriumkarzinoms einnimmt. Diese These wird durch die aktuelle Literatur gestützt.
Die Angiogenese ist für die Ausbreitung sowie die Metastasierung von Tumoren essentiell

(Sanseverino et al. ����). Auch beim Endometriumkarzinom konnte ein Zusammenhang
zwischen der Prognose und der Kapillardichte nachgewiesen werden (Obermair et al. ����).
Weiter konnte gezeigt werden, dass VEGF in Endometriumkarzinomproben immunhisto-
chemisch stark exprimiert ist und eine wichtige Rolle in der Tumorangiogenese einnimmt
(Sanseverino et al. ����; Sivridis et al. ����).

Auch wurden schon Versuche mit antiangiogenetischen Therapeutika beim Endome-
triumkarzinom durchgeführt. In einer präklinischen Studie konnte am Mausmodell die
Wirksamkeit der monoklonalen VEGF-Antikörpers Bevacizumab in Kombination mit dem
Chemotherapeutikum Docetaxel nachgewiesen werden (Kamat et al. ����). Eine weitere
Studie konnte mit dem Wirksto� Sorafenib, ein Multikinaseinhibitor, der unter anderem
den VEGF-Signalweg inhibiert, Erfolge erzielen. Bei ��% der Patienten kam es zu einem
Wachstumshemmung des Tumors nach �-monatiger Therapie (Nimeiri et al. ����).

Anhand der Literaturrecherche ist davon auszugehen, dass VEGF einen bedeutenden
Einfluss in der Pathogenese der Endometriose sowie des Endometriumkarzinoms hat und
im Hinblick auf neue Therapiekonzepte eine Schlüsselrolle einnehmen könnte. Aus den oben
geschilderten Gründen sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dahingehend leider
nicht sehr eindeutig. Lediglich in Bezug auf das Endometriumkarzinom könnte man einen
solchen Einfluss vermuten.

�.�. Midkine

Der Heparin-bindende Wachstumsfaktor Midkine wird in hohem Maße in der Embryonalpe-
riode exprimiert und induziert hier unter anderem die Neurogenese sowie die Zellmigration
(Kurtz et al. ����). Im gesunden, adulten Gewebe ist Midkine dagegen kaum nachweisbar.
Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Midkine-Expression bei entzündlichen Prozessen
sowie der Karzinogenese hochreguliert ist (Weckbach et al. ����). Eine erhöhte Expression
von Midkine konnte in neuronalen Tumoren und auch in verschiedenen soliden Tumoren
(z. B. Pankreaskarzinom, Mammakarzinom, Wilms Tumor) nachgewiesen werden (O’Brien
et al. ����). Die Funktion, die Midkine, in der Tumorgenese und -progression einnimmt,
ist jedoch noch nicht vollständig geklärt.

Tanabe et al. konnten erstmals zeigen, dass die Expression von Midkine in Gewebe von
Endometriumkarzinom signifikant höher ist als in normalen Endometrium (Tanabe et al.
����). In der aktuellen Studienlage gibt es dazu aber keine weiteren Untersuchungen. In
der vorliegenden Arbeit konnte im Vergleich zum Endometrium keine erhöhte Expression
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in den Endometriumkarzinomproben nachgewiesen werden. Allerdings wurden auch nur ��
Karzinomproben untersucht. Eine erhöhte Expression im normalen Endometriumgewebe
ist nachvollziehbar, da Midkine maßgeblich an der physiologischen Angiogenese beteiligt
ist. Diese wiederum ist für den Aufbau des gesunden Endometriums wichtig (Zhang et al.
����). Immunhistochemisch ließ sich eine mäßige Expression von Midkine im Endometrium
nachweisen. Die Östrogenrezeptorexpression war ebenfalls mäßig. Da Midkine im gesunden
Endometrium östrogenabhängig exprimiert wird, wäre es interessant, zu untersuchen,
zu welchem Zeitpunkt des Zyklus eine erhöhte Expression nachweisbar ist. Eventuell
könnte so ein signifikanter Unterschied in der Expression von Midkine im Vergleich zum
Karzinomgewebe detektiert werden.

Wie im Ergebnissteil veranschaulicht, zeigte sich in den Endometrioseproben die höchste
Midkine-Expression. Im Vergleich zu den Karzinom-Proben war diese sogar signifikant
höher (p = �,��). Allerdings zeigte sich bei der Midkineexpression insgesamt auch eine sehr
hohe Streubreite. Immunhistochemisch konnte dies interessanterweise nicht gestützt werden.
Von den Endometrioseproben wurden �� von �� negativ getestet. Die positiven Proben
zeigten auch nur eine leichte Reaktion. Man könnte spekulieren, dass die Proteinexpression
gegebenfalls inhibiert wird. Allerdings war auch der Östrogenrezeptor nur mäßig exprimiert.
Da die Midkineexpression, wie oben beschrieben, östrogenabhängig ist, könnte dies auch
eine Erklärung für die geringe Proteinexpression sein. Die Interpretation der gewonnenen
Daten ist also sehr schwierig. Schon bei der Testung der PCR-E�zienz gestaltete sich
die Versuchsdurchführung als schwierig, eventuell erklärt dies die enorme Streubreite
der Ergebnisse. Zudem wäre eine genauere Untersuchung der Proben im Hinblick auf
Krankheitsstadium und Zyklusabhängigkeit lohnenswert gewesen. Wenn man diese Aspekte
ausser Acht lässt, könnte man zumindestens annehmen, dass Midkine in der Pathogenese
der Endometriose eine Rolle spielt. Dies lässt sich, wie nachfolgend erläutert, auch in der
Literatur belegen.
Auch Hirota et al. wies eine erhöhte Expression von Midkine im Endometrium von

Frauen, die von Endometriose betro�en sind, nach. In der Peritonealflüssigkeit konnten
höhere Konzentrationen bei Erkrankten festgestellt werden. Midkine stimuliert die Prolife-
ration endometrialen Stromas und scheint an der Entstehung endometrialer Foki in der
Peritonealhöhle beteiligt zu sein (Hirota et al. ����). Allerdings wurde in einer weiteren
Studie eine höhere Expression von Midkine im eutopen als im ektopen Endometrium
gefunden, sodass angenommen wird, dass die Stimulation des Proteins auf die Formation
von Endometrioseherden eher autokrin oder parakrin gesteuert wird oder dass das eutope
Endometrium bei Patienten mit Endometriose histologisch verändert ist (Chung et al.
����). Dieses konnte auch durch eine weitere Studie untermauert werden. Immunhistoche-
misch ließ sich im eutopen Endometrium von erkrankten Patienten eine höhere Aktivität
von Midkine im Vergleich zum ektopen Gewebe nachweisen (Zhu et al. ����).

Entgegen dessen konnte in einer weiteren Studie nachgewiesen werden, dass Midkine in
etablierten Endometriosezelllinien, sowie Endometriose- und Endometriumkarzinomgewebe
signifikant höher exprimiert ist als in Peritonealgewebe gesunder Probanden. Weiterführend
wurden Reportergenanalysen durchgeführt, die ergaben dass die Promotoraktivität von
Midkine in Endometriosegewebe höher ist als im Kontrollgewebe. Es konnte dadurch gezeigt
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werden, dass sich Midkine als Promotor für eine etwaige Gentherapie eignet (Rein et al.
����). Paupoo et al. konstatieren hingegen, dass Midkine sich nicht für eine solche Therapie
eignet, da sich in deren Studie keine erhöhte Promotoraktivität in Endometrioseherden
nachweisen ließ (Paupoo et al. ����).
Die Studienlage sowie auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf einen

Einfluss von Midkine in der Pathogenese sowohl der Endometriose als auch des Endometri-
umkarzinoms hin. Ob Midkine ein geeigneter Kandidat für eine zielgerichtete Therapie
ist, lässt sich auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse nicht eindeutig sagen. Es sollten
Studien, in denen das Gewebe di�erenzierter auf die Aktivität von Midkine untersucht
wird, folgen.

�.�. Heparanase

Die Endo-b-D-Glucoronidase Heparanase degradiert Proteoglykane in der extrazellulären
Matrix und der Basalmembran (Zhang et al. ����). Es konnte gezeigt werden, dass viele
maligne Tumoren Heparanase exprimieren. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass eine
erhöhte Expression von Heparanase mit der Transformation, der Angiogenese sowie der
Metastasierung von malignen Zellen korreliert (Jingting et al. ����). In gesunden, adulten
Gewebe zeigt Heparanase, mit Ausnahme von lymphatischen Organen, Thrombozyten
und Plazentagewebe, eine geringe Aktivität. Eine weitere Ausnahme zeigt sich im gesun-
den Endometrium. Es konnten zyklus- und östrogenabhängig erhöhte Expressionen von
Heparanase nachgewiesen werden (Hasengaowa et al. ����; Xu et al. ����b).
Für das Endometriumkarzinom konnte gezeigt werden, dass die Expression von Hepa-

ranase eng mit dem Tumorstadium verknüpft ist. Je tiefer die myometriale Invasion, je
stärker die Lymphknotenbeteiligung und die Metastasierung, desto höher die Heparanase-
Expression (Hasengaowa et al. ����; Inamine et al. ����; Watanabe et al. ����). Die
Beteiligung von Heparanase an der Tumorprogression wird so deutlich.
Die vorliegende Arbeit zeigt im Gewebe von Endometriumkarzinom die niedrigste

Expression von Heparanase im Vergleich zu den anderen Geweben. Die Expression im
normalen Endometrium war etwas höher. Dass sich dieses Ergebnis nicht mit der aktuellen
Studienlage deckt, könnte folgende Ursachen haben. Zum einen wurden nicht ausschließlich
weit fortgeschrittene Tumorproben untersucht. Wie bereits erwähnt wurde eine erhöhte
Expression von Heparanase in fortgeschrittenen Karzinomproben gefunden. Des Weiteren
wurde die Zyklusphase bei den Endometriumproben nicht berücksichtigt. Retrospektiv ist
eine solche Zuordnung nicht mehr möglich.
In der vorliegenden Arbeit konnte die höchste Expression von Heparanase im Endo-

metriosegewebe detektiert werden. Jedoch ließ sich im statistischen Testverfahren keine
Signifikanz im Vergleich zur Expression in den anderen Geweben nachweisen. Der Expressi-
onsunterschied, insbesondere zum Endometrium, könnte jedoch darauf hindeuten, dass die
Ausbreitung der Endometriose, in Bezug auf die Degradierung der extrazellulären Matrix
mit der Expression von Heparanase im Zusammenhang steht. Eine Degradierung der extra-
zellulären Matrix ist wichtig um eine Invasion von Endometriumherden zu gewährleisten
(Jingting et al. ����). Eventuell würde ein Vergleich zwischen Endometriose und ausschließ-
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lich höhergradigen Karzinomproben ein ähnliche Expression aufweisen, was zeigen würde,
das die Ausbreitung der Endometriose pathogenetisch der Tumorausbreitung ähnelt. Diese
These wird durch eine Studie gestützt, die zeigte dass Heparanase in eutopen und ektopen
Endometriosegewebe signifikant höher exprimiert wird als in gesunden Endometrium. Zu-
dem konnte beobachtet werden, dass die Expression von Heparanase mit dem Schweregrad
der Endometriose korreliert. Im Gegensatz zum Endometriumgewebe ist die Expression im
Endometriosegewebe nicht zyklusabhängig (Jingting et al. ����). Immunhistochemisch
konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden, dass im ektopen Endometriosegewebe ein
starke Heparanase-Aktivität vorliegt. Der Nachweis in gesunden Endometriumgewebe ist
ebenfalls zyklusabhängig (Xu et al. ����a). In der vorliegenden Arbeit konnte immun-
histochemisch kein signifikanter Unterschied in der Heparanaseexpression im Vergleich
Endometriose zu Endometrium festgestellt werden. In beiden Geweben zeigte sich ein ähn-
liches Reaktionsmuster. Bei den Endometrioseproben lag der Median des IRS bei �,�� aller
positiv getesteten Proben, bei den Endometriumproben bei �,��. Demnach liegt eine mäßig
starke Expression vor. Ein hoher IRS konnte in beiden Gewebearten nicht nachgewiesen
werden. Dennoch zeigte sich ein Vorkommen des Proteins in beiden Gewebearten. Dies
könnte darauf hindeuten, dass Heparanase an der Pathogenese der Endometriose beteiligt
ist. Ob ein Einsatz von Heparanase als Promotor in einer Target-Therapie möglich ist, ist
mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig zu bewerten.

Jedoch konnten Rein et al. (����) zeigen, dass die Heparanase-Expression in Endometrio-
sezelllinien, Endometriose- und Endometriumkarzinomgewebe signifikant höher ist als in
Kontrollgewebe. Weiterführend wurde mittels Reportergenanalysen nachgewiesen, dass die
Promotoraktivität von Heparanase in Endometriosegewebe höher ist als im Kontrollgewebe.
Somit scheint sich der Promotor des Heparanase-Gens zur Steuerung einer zielgerichteten
Gentherapie zu eignen (Breidenbach et al. ����; Rein et al. ����).
Zu einem ähnlichen Ergebnis kam eine weitere Studie, die zeigte, dass ein, mit dem

Heparanase-Promotor, ausgestatteter Adenovirus ein vielversprechender Vektor für eine
zeilgerichtete Gentherapie ist (Othman et al. ����). Paupoo et al. konnten diese These nicht
stützen. In ihrer Arbeit zeigte sich keine erhöhte Promotoraktivität in Endometriosezelllinien
(Paupoo et al. ����). Weitere Studien müssen demnach zeigen, in wie weit ein Einsatz von
Heparanase bezüglich gentherapeutischer Optionen bei der Behandlung der Endometriose
möglich ist.

�.�. CXCR�

Der Chemokin-Rezeptor � interagiert mit dem SDF-�, auch bekannt als CXCL��. Neben sei-
nen Funktionen bei Entzündungsreaktionen, der Hämotopoese sowie der Embryonalzeit, ist
der CXCR�/CXCL��-Komplex auch in vielen Tumorentitäten nachzuweisen (Cacina et al.
����). Hierbei scheint CXCR� sowohl im Tumorwachstum als auch in der Metastasierung
involviert zu sein (Domanska et al. ����). In den meisten Tumorentitäten ist der Rezeptor
CXCR� im Vergleich zu gesunden Gewebe hoch exprimiert. Sein Ligand CXCL�� zeigt
jedoch eine erhöhte Expression im gesunden Gewebe. Es wird davon ausgegangen, dass es
durch die erhöhte CXCR�-Expression im Tumorgewebe zur Aktivierung der Zellmigration
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entlang des CXCL��-Gradienten kommt (Balkwill ����). Entsprechend konnte gezeigt
werden, dass eine erhöhte Expression von CXCL�� im Primärtumor mit einer verbesserten
Prognose verknüpft ist. Man geht davon aus, dass durch die hohe Konzentration von
CXCL�� CXCR� gebunden ist und eine Migration der malignen Zellen inhibiert wird (Felix
et al. ����). Die Expression von CXCR� in humanen Karzinomen scheint zudem mir einer
schlechten Prognose verbunden zu sein (Gelmini et al. ����).

In Bezug auf das Endometriumkarzinom konnten verschiedenste Studien eine Expression
von CXCR�/CXCL�� in malignen Zellen nachweisen.

Die Expressionsrate des CXCR�/CXCL��-Komplexes korrelierte mit der Invasionstiefe
des Tumors und somit mit der Prognose der Erkrankung (Tsukamoto et al. ����). Aller-
dings zeigte eine weitere Studie, dass die Expression von CXCR�/SDF-� in histologisch
fortgeschrittenen Karzinomen signifikant niedriger ist (Kodama et al. ����). Zum gleichen
Ergebnis kam auch Mizokami et al. (����).
Gelmini et al. konnten mittels Genexpressionsanalyse nachweisen, dass CXCR� in Ge-

webe von Endometriumkarzinomproben hochexprimiert ist; sein Ligand CXCL�� zeigt
hingegen eine geringere Expressionsrate. Unter Berücksichtigung dieses Ergebnisses wird
die Vermutung gestellt, dass die Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand die Tumorpro-
gression sowie das Metastasierungspozenzial des Endometriumkarzinoms fördert (Gelmini
et al. ����). Zudem konnte eine weitere Untersuchung zeigen, dass auch beim Endometri-
umkarzinom eine niedrige CXCL��-Expression mit einem besseren Outcome der Patienten
korreliert (Felix et al. ����).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, entgegen der oben beschriebenen Studienlage, in
den Endometriumkarzinomproben eine im Vergleich zum Endometrium niedrige Expressi-
onsrate. Augenscheinlich ist die Expression in den Karzinomproben ähnlich zu der in den
Endometrioseproben. In den Endometriumproben erscheint die Expression deutlich höher.
Im Mann-Whitney-U-Test konnte hier jedoch keine Signifikanz nachgewisen werden. Es ist
wiederum zu berücksichtigen, das zum einen nur �� Karzinomproben untersucht, sodass eine
repräsentative Aussage nicht möglich ist. Zum anderen wurden Krankheitsstadien auch hier
nicht berücksichtigt. Obwohl die Detektionsraten niedrig waren, konnte CXCR� dennoch
nachgewiesen werden. Ein Einfluss auf den Krankheitsverlauf ist denkbar. Weiterführend
sollte jedoch in einer größeren Stichprobe untersucht werden, ob das Tumorstadium mit der
CXCR�-Expression korreliert und ob sich dann eine signifikanter Unterschied zum Endo-
metrium ergibt. Hierbei gilt zu beachten, dass Studien nachgewiesen haben, dass CXCR�
vor allem in der proliferativen Phase des Zyklus exprimiert wird (Laird et al. ����). Auch
dieses wurde in der vorliegenden Arbeit nicht berücksichtigt. Da sich keine signifikanten
Ergebnisse ermitteln ließen, wurde auf eine immunhistochemische Untersuchung verzichtet.
Vorangegangene Studien deuten an, dass CXCR� den Verlauf der Endometriose beein-

flusst, in dem die Ausbreitung sowie die Zellinvasion gefördert wird (Ruiz et al. ����).
Mehrere Studien konnten belegen, dass CXCR� sowohl in eutopen als auch in ektopen
Endometrioseherde höher exprimiert wird als im Kontrollgewebe (Furuya et al. ����;
Konno et al. ����; Ruiz et al. ����). Zudem konnten Konno et al. nachweisen, dass
CXCR� zusammen mit anderen Chemokinen eine entzündliche Immunreaktion hervorruft,
die das Auftreten von Adhäsionen und fibrotischen Veränderungen in Endometrioseherden
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begünstigt. Nach der derzeitigen Datenlage scheint der CXCR�/CXCL��-Komplex also
sowohl an der Ausbreitung sowie der Invasion von endometriotischen Läsionen beteiligt zu
sein.

Ob CXCR� ein geeigneter Kandidat für eine zielgerichtete Therapie zur Behandlung der
Endometriose oder des Endometriumkarzinoms ist, lässt sich anhand der vorliegenden Er-
gebnisse nicht sagen. Für das Mammakarzinom scheint CXCR� ein geeigneter Promotor für
eine Adenovirus-basierte Gentherapie zu sein (Sto�-Khalili et al. ����). Auch in Zelllinien
und Gewebe vom Zervixkarzinom konnte eine erhöhte CXCR�-Promotoraktivität nachge-
wiesen werden (Rein et al. ����). Dies zeigt, dass weitere Untersuchungen lohnenswert
wären.

�.�. Survivin

Das Apoptose-hemmende Protein (IAP) Survivin, auch bekannt als BIRC �, nimmt, neben
seiner in der Einleitung erwähnten Funktion in der Embryonalperiode, auch bedeutenden
Einfluss auf die Tumorgenese. Es schützt, durch Bindung der Apoptose-Proteine Caspase-�
und -�, die Zellen vor dem programmierten Zelltod, interagiert mit Fas/FasL sowie mit
einigen Krebstherapeutika (Tamm et al. ����). In verschiedensten humanen Tumoren
konnte eine Überexpression von Survivin nachgewiesen werden (Altieri et al. ����). In di�e-
renzierten, adulten Gewebe jedoch ist Survivin kaum nachweisbar (Ambrosini et al. ����).
Eine Ausnahme bildet das Endometriumgewebe, hier konnte Survivin in der sekretorischen
Phase nachgewiesen werden (Konno et al. ����).
Im Endometrium gesunder Frauen unterliegen die Zellen zyklus- und somit hormon-

abhängig der Apoptose, wodurch die Zellhomöostase aufrechterhalten wird. So konnte
eine hohe Apoptoseaktivität in der späten sekretorischen Phase sowie während der Mens
nachgewiesen werden, wobei die proliferative und frühe sekretorische Phase eine reduzierte
Apoptoseaktivität aufzeigt (Harada et al. ����). Dies würde das zyklusabhängige Vorkom-
men von Survivin im Endometrium erklären. In der vorliegenden Arbeit konnte nur eine
niedrige Expressionsrate von Survivin nachgewiesen werden, jedoch wurde der Zyklus nicht
berücksichtigt.

In Endometriumkarzinomgewebe sowie Zelllinien ließ sich, wie auch in anderen humanen
Karzinomen, ebenfalls eine erhöhte Survivin-Expression detektieren. Diese war im Vergleich
zum Endometrium signifikant höher. Zudem konnte die Zellproliferation und DNA-Synthese
nach Ausschalten von Survivin gehemmt werden. Auch kam es nach Knock-out von
Survivin zum Zellzyklusarrest. Wurde Survivin gehemmt, stieg in den Karzinomzellen die
Apoptoserate (Ai et al. ����). In Typ II sowie höhergradigen Karzinomen konnte eine
Überexpression von Survivin gemessen werden. Die Expression von Survivin ist mit einer
schlechteren Prognose für die Patienten verknüpft (Brunner et al. ����).
Auch in der vorliegenden Arbeit ließ sich, im Vergleich zu den anderen Geweben, die

höchste Expression von Survivin in den Karzinomproben nachweisen. Der Vergleich der
Expressionrate zum Endometriumgewebe erwies sich im statistischen Test ein signifikanter
Unterschied (p = �,��� �). Der Unterschied in der Expression zum Endometiosegewebe ist
ebenfalls zu Gunsten der Karzinomproben signifikant (p = �,��� �). Unter Berücksichtigung
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der aktuellen Studienlage, kann man davon ausgehen, dass Survivin den Krankheitsverlauf
des Endometriumkarzinoms beeinflusst. Die Tatsache, dass Survivin in di�erenzierten,
adulten Gewebe kaum vorkommt, macht das Gen für eine zielgerichtete Gentherapie
attraktiv.

Paupoo et al. konnten belegen, dass die Survivin-Promotoraktivität in epithelialen und
stromalen Endometriose-Zelllinien hoch ist. Daher scheint sich der Survivin-Promotor für
eine Adenovirus-basierte Gentherapie zu eignen (Paupoo et al. ����). Weitere Studien
stützen diese These. Ueda et al. wiesen sowohl mittels qPCR als auch immunhistochemisch
eine hohe Expression von Survivin in ektopen Endometriosegewebe nach. Dabei scheint die
Expression von Survivin mit einer geringeren Apoptoserate sowie dem besonders invasiven
Auftreten der Endometrioseherde assoziiert zu sein (Ueda et al. ����). Zwei weitere Studien
wiesen eine erhöhte Survivin-Expression in ektopen Endometrioseherden nach (Fujino et al.
����; Goteri et al. ����). Letztere fand Hinweise, dass eine hohe Expression von Survivin
in ovariellen Endometrioseherden den Progress der Erkrankung fördert.

Auch in den vorliegenden Versuchen ließ sich eine Survivin-Expression im Endometriose-
gewebe nachweisen. Rein deskriptiv ist diese auch höher als im gesunden Gewebe. Eine
statistische Signifikanz lässt sich jedoch nicht errechnen. Immunhistochemisch ließ sich
eine mäßig starke Expression des Proteins in den Endometriosegewebe nachweisen. Der
Median des IRS lag bei �,�� aller postiven Proben. Jedoch zeigten auch � von �� Proben
ein negatives Ergebnis. Ähnlich gestalte es sich bei der Expression im Endometrium. Hier
waren � von �� Proben negativ, sonst zeigt sich auch eine mäßige Reaktion. Dies deckt sich
zumindestens mit dem Ergebnis der Genexpressionsanalyse. Der Unterschied, in den hier
untersuchten Endometriose- und Endometriumproben, in Bezug auf die Survivinexpression
ist, nach den vorliegenden Ergebnissen, als gering einzustufen. In einer anderen Studie
konnte gezeigt werden, dass die Survivin-Expression in roten Endometrioseherden höher
ist, als in schwarzen Läsionen (Fujino et al. ����). Dies deutet darauf hin, dass die histo-
logische Ausprägung der Endometriose mit der Survivin-Expression zusammenhängt. In
weiteren Untersuchungen könnte also eine genaue histologische Di�erenzierung weiterhelfen.
Survivin scheint, nach aktueller Datenlage, in der Pathogenese der Endometriose, ähnlich
zum Endometriumkarzinom, eine zentrale Rolle zu spielen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
untermauern dies, wenn auch einige Punkte, wie zum Beispiel Krankheitsstadium und
Zyklusabhängigkeit nicht berücksichtigt wurden. Dennoch ist besonders die Expression in
den Karzinomproben besonders zu erwähnen. Wie oben beschrieben, konnte Survivin eine
Eignung als Promotor für eine zielgerichtete Therapie zugesprochen werden. Eine genauere
Untersuchung dahingehend scheint erfolgversprechend zu sein.
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Im folgenden Abschnitt soll die Methodik der vorliegenden Arbeit diskutiert sowie die
Ergebnisse nochmals zusammengefasst werden.
In der Auswertung der qPCR zeigte sich eine sehr hohe Streubreite. Dies könnte gege-

benfalls auf inhomogenes Probenmaterial zurückgeführt werden. Letzteres wird dadurch
deutlich, dass der Standardfehler in den Zelllinien niedriger ist. Es könnte fraglich auch
eine zyklusabhängige Expression der betre�enden Marker vorliegen. Jedoch ist eine solche
Frage schwer zu beantworten, denn eine Expressionsanalyse unter Berücksichtigung des Zy-
kluszeitraums, sprich Entnahme von Gewebeproben und deren Analyse im Zusammenhang
mit dem Zyklusstadium, ist kaum zu realisieren.

Ziel der Arbeit war es, mögliche Promotoren für eine zielgerichtete Therapie zur Behand-
lung der Endometriose sowie des Endometriumkarzinoms zu identifizieren.

VEGF zeigte die höchste Expressionsrate in den Karzinomproben, diese erwies sich im
Vergleich zu den Endometrioseproben als signifikant höher (p = �,��� �), im Vergleich zum
Endometrium konnte jedoch keine Signifikanz nachgewiesen werden. Immunhistochemisch
ließ sich sowohl im Endometriose- als auch im Endometriumgewebe eine mäßige Expression
nachweisen.
Die Ergebnisse der Midkineexpression zeigten eine sehr hohe Streubreite. Die höchste

Expressionsrate zeigt sich im Endometriosegewebe. Ein signifikanter Unterschied zeigte
sich im Vergleich Endometriose zu Endometriumkarzinom (p = �,���). In den Endometri-
umkarzinomproben war die Expression am geringsten. Immunhistochemisch konnte nur
eine geringe Midkineexpression in den Endometrioseproben nachgewiesen werden. Die
Expression im Endometrium war mäßig stark.
Die Heparanase-Expression ergab in den Karzinomproben den niedrigsten Wert. Die

Expression im Endometriosegewebe war am höchsten, jedoch ergibt sich keine Signifikanz.
Verglichen mit dem Endometrium war das Gen in den Endometrioseproben höher exprimiert.
Immunhistochemisch zeigte sich in beiden Geweben, Endometriose und Endometrium, eine
mäßige Expression.

Für CXCR� konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Geweben
nachgewiesen werden. Hier zeigte sich im Endometrium die höchste und in den restlichen
Geweben eine vergleichsweise niedrige Expressionsrate.

Die Survivin-Expression in den Karzinomproben war verglichen mit den anderen Gewe-
ben am höchsten. Der Vergleich zum Endometrium erwies sich als signifikant (p = �,��� �),
ebenfalls zu den Endometrioseproben (p = �,��� �). Insgesamt zeigten die Endometrium-
proben die niedrigste Expression. Immunhistochemisch konnte in den Endometrioseproben
nur eine mäßige Expression gezeigt werden, ebenso in den Endometriumproben.
Zielgerichtete Therapien sind ein erfolgsversprechender Ansatz zur Behandlung vor

allem fortgeschrittener Tumorleiden und in der modernen Medizin weit verbreitet. Eine
Entwicklung einer zielgerichteten Therapie im Bereich der Endometriose und des En-
dometriumkarzinoms ist denkbar. Wie oben beschrieben, zeigen die Proben eine hohe
Streubreite. Eine zyklusabhängige Expression der Zielgene wurde diskutiert. Basierend
auf den vorliegenden Ergebnissen scheint eine zielgerichtete Therapie zur Behandlung der
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Endometriose schwierig zu sein. Trotz der, laut ausführlicher Literaturecherche, vielver-
sprechenden Kandidaten, konnte hier kein geeigneter Promotor für eine solche Therapie
sicher identifiziert werden.
Für das Endometriumkarzinom jedoch konnte Survivin als möglicher Promotor zur

Entwicklung einer zielgerichteten Therapie herausgearbeitet werden. Denn hier zeigte sich
ein signifikanter Unterschied sowohl im Vergleich zum Endometrium als auch im Vergleich
zur Endometriose.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass erste Hinweise zur Selektion geeigneter Promo-
toren für eine zielgerichtete Therapie erarbeitet werden konnten, zukünftig erfolgsverspre-
chende Kandidaten in größeren Studien validiert werden müssen.
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E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��

Tabelle B.�.: Survivin-Expression in Endometrium

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
EM� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� ��,�� ≠�,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��



B. Rohwerttabellen der Genexpressionsanalyse ��

Tabelle B.�.: Survivin-Expression in Endometriumkarzinom

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
EC� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��

Tabelle B.�.: Kalibrierung Zelllinie mit Midkine

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
HeLA ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
HeLA ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
HeLA ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
HeLA ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
HeLA ��,�� �,�� �,�� �,�� �,��



B. Rohwerttabellen der Genexpressionsanalyse ��

Tabelle B.��.: Midkine-Expression in Endometriose

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠�,�� ���,��
E� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠�,�� ���,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠��,�� � ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� � ���,��



B. Rohwerttabellen der Genexpressionsanalyse ��

Tabelle B.��.: Midkine-Expression in Endometrium

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EM� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠�,�� ���,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EM� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠��,�� � ���,��
EM� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠��,�� � ���,��
EM� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠�,�� ���,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��

Tabelle B.��.: Midkine-Expression in Endometriumkarzinom

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EC� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠�,�� ���,��
EC� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠�,�� ���,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ���,��

Tabelle B.��.: Kalibrierung Zelllinie mit Heparanase

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
MDA-MB ��� ��,��� ��,�� �,��� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� �,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� �,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� �,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,�� ��,�� ��,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� ��,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,�� ��,��� �,��� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� �,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� �,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,�� �,��� � �,��



B. Rohwerttabellen der Genexpressionsanalyse ��

Tabelle B.��.: Heparanase-Expression in Endometriose

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
E� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E� ��,�� ��,�� ��,�� ≠�,�� �,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��



B. Rohwerttabellen der Genexpressionsanalyse ���

Tabelle B.��.: Heparanase-Expression in Endometrium

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EM� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EM�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��

Tabelle B.��.: Heparanase-Expression in Endometriumkarzinom

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
EC� ��,�� ��,�� ��,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��



B. Rohwerttabellen der Genexpressionsanalyse ���

Tabelle B.��.: Kalibrierung Zelllinie mit CXCR�

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� �,� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,�� �,��� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� �,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,�� �,��� � �,��
MDA-MB ��� ��,�� ��,�� �,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� �,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,�� ��,��� �,��� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� �,�� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,�� �,��� � �,��
MDA-MB ��� ��,��� ��,��� �,� � �,��



B. Rohwerttabellen der Genexpressionsanalyse ���

Tabelle B.��.: CXCR�-Expression in Endometriose

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
E� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠�,�� ��,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
E�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��



B. Rohwerttabellen der Genexpressionsanalyse ���

Tabelle B.��.: CXCR�-Expression in Endometrium

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠�,�� ��,��
EM� ��,�� ��,�� ≠�,�� ≠�,�� ��,��
EM� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EM�� ��,�� ��,�� ��,�� �,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EM�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��

Tabelle B.��.: CXCR�-Expression in Endometriumkarzinom

Probe CT GAPDH CT DCT DDCT n-fache Expression
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� �,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� ��,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
EC�� ��,�� ��,�� �,�� ≠�,�� �,��
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Tabelle C.�.: IRS-Werte für Progesteronrezeptor-Antikörper in Endometriose

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� ��,��
E� �,�� �,�� ��,��
E� �,�� �,�� ��,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� ��,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� ��,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� ��,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��

���
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Tabelle C.�.: IRS-Werte für Progesteronrezeptor-Antikörper in Endometrium

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� ��,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� ��,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��

Tabelle C.�.: IRS-Werte für Östrogenrezeptor-Antikörper in Endometriose

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� ��,��
E� �,�� �,�� ��,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� ��,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
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Tabelle C.�.: IRS-Werte für Östrogenrezeptor-Antikörper in Endometrium

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� ��,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� ��,��
EM�� �,�� �,�� ��,��

Tabelle C.�.: IRS-Werte für VEGF-Antikörper in Endometriose

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
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Tabelle C.�.: IRS-Werte für VEGF-Antikörper in Endometrium

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� ��,��
EM� �,�� �,�� ��,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��

Tabelle C.�.: IRS-Werte für Survivin-Antikörper in Endometriose

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� ��,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
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Tabelle C.�.: IRS-Werte für Survivin-Antikörper in Endometrium

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� ��,��
EM� �,�� �,�� ��,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��

Tabelle C.�.: IRS-Werte für Midkine-Antikörper in Endometriose

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
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Tabelle C.��.: IRS-Werte für Midkine-Antikörper in Endometrium

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� ��,��
EM� �,�� �,�� ��,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��

Tabelle C.��.: IRS-Werte für Heparanase-Antikörper in Endometriose

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� ��,��
E� �,�� �,�� ��,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� ��,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
E�� �,�� �,�� �,��
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Tabelle C.��.: IRS-Werte für Heparanase-Antikörper in Endometrium

Probe PP-Wert SI-Wert IRS
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� ��,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� �,��
EM�� �,�� �,�� ��,��
EM�� �,�� �,�� ��,��
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