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ZUSAMMENFASSUNG

Endometriose ist eine chronische benigne Erkrankung, bei der Endometrium ahnliches
Gewebe aullerhalb seiner physiologischen Lokalisation - der Gebarmutterschleimhaut
- auftritt. Die Klinik prasentiert sich sehr variabel, die Diagnosestellung ist
herausfordernd. Verfligbare Therapien sind invasiv, nebenwirkungsreich und haben
negative Auswirkungen auf die Konzeption. Zudem sind Rezidive haufig. Die Atiologie
der Endometriose wird kontrovers diskutiert und ist bislang nicht ganzlich verstanden.

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zur Aufklarung der Atiologie von Endometriose
zu leisten. Insbesondere soll die Transplantationstheorie Gberprift werden. Da diese
das Vorkommen von Stammzellen in den Endometrioselasionen postuliert, wurde in
dieser Arbeit nach Zellen mit Stammzellcharakter in Endometrioseherden gesucht.
Diese wurden durch die charakteristische Plastizitat inrer Oberflachenmolekile
(Antigene) mittels Antikdrper in immunhistochemischen Farbungen ausfindig gemacht.
Als Antikdrper wurden Musashi 1, KLF4, Oct-3/4, NOTCH1 und Nanog gewahlt. Im
Rahmen dieser wissenschaftlichen Studie wurden insgesamt 63
Paraffingewebeproben von operativ entfernten Endometriose Lasionen untersucht. Die
Analyse erfolgte in Abhangigkeit der Lokalisation der Herde. So wurde zwischen tief
infiltrierendem und oberflachlichem Befall differenziert. Um die Auspragung der
Farbung besser vergleichen zu kénnen, wurde eine semiquantitative Auswertung
mittels Score verwendet. Die Ergebnisse der Bewertung durch den Score wurden dann
statistisch ausgewertet.

Alle ausgewahlten Antikérper konnten in den Endometrioselasionen nachgewiesen
werden. In dieser Arbeit finden sich reprasentative Fotos der jeweiligen Farbungen. Es
konnte zudem die Hypothese, dass sich die Auspragung der Zellen mit
Stammzellcharakter abhangig von der Lokalisation der Lasion (oberflachlicher versus
tief infiltrierender Befall) unterscheidet, bestatigt werden. Darliber hinaus lasst sich
feststellen, dass die Auspragung der Zellen mit Stammzellcharakter in tief
infiltrierenden Lasionen groéfRer ist, als bei solchen, die als oberflachliche Herde gelten.

Demnach ist festzuhalten, dass Endometriose Lasionen Zellen mit
Stammzelleigenschaften aufweisen. Diese spielen vermutlich eine Rolle bei der
Krankheitsentstehung. Daneben gibt es viele andere plausible Theorien, wie es zum
Auftreten der Erkrankung kommt, sodass moéglichweiser ein komplexes Wechselspiel
aus mechanischen, endokrinen, genetischen und immunologischen Faktoren die
Pathogenese erklart. Die Auspragungsformen der Erkrankung sind sehr variabel und je
nach Lokalisation zeigen sich zudem unterschiedliche Eigenschaften, wie z.B. die
heterogene Expression von Stammzellen je nach Infiltrationstiefe. Daher ware es auch
denkbar, dass den verschiedenen Manifestationen der Endometriose unterschiedliche
pathogene Wege zu Grunde liegen. Zusammenfassend ware es sinnvoll, nicht nach
einer Atiopathogenese zu suchen, die das gesamte Spektrum der Endometriose
erklart, sondern in der Forschung offen zu bleiben flr verschiedene koexistierende
Atiologien.



ABSTRACT

Endometriosis is a chronic benign condition in which endometrium-like tissue occurs
outside of its physiological location - the lining of the uterus. The clinical picture is very
variable, the diagnosis is challenging. Available therapies are invasive, have many side
effects and have a negative impact on conception. In addition, recurrences are
common. The etiology of endometriosis is controversial and not fully understood.

The aim of this work is to contribute to the elucidation of the etiology of endometriosis.
In particular, the transplantation theory is to be examined. Since this postulates the
occurrence of stem cells in the endometriotic lesions, this work looked for cells with
stem cell character in endometriotic foci. These were identified by the characteristic
plasticity of their surface molecules (antigens) using antibodies in
immunohistochemical staining. Musashi 1, KLF4, Oct-3/4, NOTCH1 and Nanog were
chosen as antibodies. A total of 63 paraffin tissue samples from surgically removed
endometriosis lesions were examined as part of this scientific study. The analysis was
carried out depending on the localization of the foci. A distinction was made between
deep infiltrating and superficial infestation. In order to be able to compare the
coloration, a semi-quantitative evaluation by means of a score was used. The results of
the evaluation by the score were then statistically evaluated.

All selected antibodies could be detected in the endometriotic lesions. This work
contains representative photos of the respective colorings. In addition, the hypothesis
that the expression of the cells with stem cell character differs depending on the
localization of the lesion (superficial versus deep infiltrating infestation) could be
confirmed. Moreover, it can be stated that the expression of cells with a stem cell
character is greater in deeply infiltrating lesions than in those that are considered to be
superficial foci.

Accordingly, it can be stated that endometriosis lesions contain cells with stem cell
character. These probably play a role in the development of the disease. In addition,
there are many other plausible theories as to how the disease occurs, so that a
complex interplay of mechanical, endocrine, genetic and immunological factors may
explain the pathogenesis. The manifestations of the disease are very variable and,
depending on the localization, different properties are also evident, such as the
heterogeneous expression of stem cells depending on the depth of infiltration. It is
therefore also conceivable that the various manifestations of endometriosis are based
on different pathogenic pathways.

In summary, it would make sense not to look for one etiopathogenesis that explains the
entire spectrum of endometriosis, but to remain open in research to various coexisting
etiologies.
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1 EINLEITUNG

1.1 Endometriose

1.1.1 Definition

Endometriose ist eine chronische benigne Erkrankung, bei der Endometrium ahnliches
Gewebe aullerhalb seiner physiologischen Lokalisation - der Gebarmutterschleimhaut
- auftritt. Diese ektopen Schleimhautinseln finden sich auRerhalb des Cavum uteri und
konnen im gesamten Korper auftreten.

Das Gewebe besteht aus endometrioiden Drusenzellverbanden und/ oder
Stromazellen. Wie die eutope Endometriumschleimhaut, unterliegt auch das ektope
Gewebe dem hormonellen Zyklus. Es unterscheidet sich jedoch in diversen Punkten
davon z.B. in der Histologie und Morphologie der Zellen, sowie in der enzymatischen
Aktivitat, Proteinexpression und Abstammung. Daher kann man nicht davon ausgehen,
dass es sich lediglich um disloziertes Endometrium handelt.

1.1.2 Epidemiologie

Aufgrund der hormonellen Beeinflussbarkeit sind vor allem Frauen im
reproduktionsfahigen Alter betroffen. Die Schatzungen der Inzidenz/Pravalenz
variieren zwischen 2-20% der weiblichen Population je nach Studie.(Kiechle, 2006,
Breckwoldt M., 2007) Das statistische Bundesamt gibt in seinen Daten rund 28.000
Krankenhautaufenthalte im Jahr 2017 mit der Indikation Endometriose an.(DESTATIS,
2018) Die Pravalenz der Erkrankung ist schwierig einzuschatzen, da sich die Klinik
sehr variabel prasentiert und die definitive Diagnosesicherung nur Uber eine operative
Abklarung, wie die Laparoskopie erfolgen kann. Zudem gibt es keine verlasslichen
Daten, da vorhandene Studien oft auf zu kleinen Fallzahlen basieren oder eine
mangelnde Methodenqualitat aufweisen. Zwischen dem Auftreten der ersten
Symptome und der Diagnosestellung in deutschsprachigen Landern liegen
durchschnittlich rund 10 Jahre.(Hudelist et al., 2012)

Durch die Hormonabhangigkeit der Erkrankung, bessert sich der Verlauf bei den
betroffenen Patientinnen in der Menopause oder wahrend einer
Schwangerschaft.(Barra et al., 2019) AuRerdem scheint die Endometriose familiar
gehauft aufzutreten, was auf eine genetische Komponente in der Atiologie
hinweist.(Simpson et al., 1980)

Aus der Epidemiologie lassen sich also folgende Risikofaktoren ableiten: eine friihe
Menarche und spate Menopause, eine spate erste oder gar keine Schwangerschaft
sowie eine genetische Disposition.

Volkswirtschaftlich ist der Endometriose eine grofe Bedeutung zuzuschreiben, da die
Kosten bedingt durch den medizinischen Aufwand und den Arbeitsausfall, der meist
jungen und erwerbstatigen Patientinnen immens hoch sind.(Soliman et al., 2016,
Nnoaham et al., 2011)



1.1.3 Klassifikation

Die Klassifikation kann nach Lokalisation der Herde und nach Stadium der Erkrankung
erfolgen. Zudem unterscheidet man zwischen oberflachlicher und tief-infiltrierender
Endometriose (TIE).

Betrachtet man die Lokalisation, unterteilt man Endometriosis genitalis interna
(Adenomyosis uteri), Endometriosis genitalis externa und Endometriosis
extragenitalis.(Kistner et al., 1977) Bei der Endometriosis genitalis interna finden sich
die ektopen Zellen im Myometrium und im Abgangsbereich der Tuben. Die
Endometriosis genitalis externa ist durch einen Befall weiterer weiblicher
Geschlechtsorgane (Tuben, Ovarien, Sakrouterinbander, Douglas-Raum, Vagina,
Vulva, Perineum) und des Peritoneums gekennzeichnet. Bei der extragenitalen Form
finden sich Endometriumzellen in Organen, die nicht zu den weiblichen
Geschlechtsorganen zahlen. Haufig betroffen sind Harnblase, Darm mit Appendix
vermiformis, Bauchnabel und Retroperitoneum, seltener Lunge, Zwerchfell oder
Gehirn. (Redwine, 2002, Victory et al., 2007) Theoretisch kann jedes Organ des
Korpers befallen sein. Die haufigsten Lokalisationen sind jedoch im Bereich des
Beckens gelegen.

Die American Society of Reproductive Medicine (ASRM) unterteilt vier verschiedene
Stadien anhand eines Punktescores, der Parameter wie Anzahl, GroBe, Lokalisation
der Endometrioseherde, sowie Adhédsionen beriicksichtigt. Die Punkte des Scores
werden addiert und ergeben so eine Einteilung in die rASRM-Stadien | (minimal), Il
(gering), Ill (maBig) oder IV (schwer). Die Klassifikation wird international am haufigsten
verwendet und ermdglicht so eine gute Vergleichbarkeit von Schweregraden der
Erkrankung, die z.B. in Studien von Nutzen sein kann. Nachteilig ist, dass
ausschlieBlich die makroskopische Ausdehnung der Erkrankung wie sie sich
intraoperativ darstellt, betrachtet wird. Diese Einschatzung unterliegt einer hohen
Interobserver-Variabilitdt und zudem liegt die Rate an falsch positiven Diagnosen bei
>20%. (Schliep et al., 2017) Aus diesem Grund kénnte die Ausdehnung der
Erkrankung leicht Uberschétzt werden und eine histopathologische Sicherung der
vermuteten Endometrioseherde sollte unbedingt durchgefiihrt werden, damit es nicht
zu Fehldiagnosen kommt. Ein weiterer Schwachpunkt des Scores ist, dass die tief-
infiltrierende Endometiose unberlcksichtigt bleibt. Diese findet Beachtung in der
deutschen ENZIAN-KIlassifikation, die die Ausdehnung des Befalls in drei anatomische
Ebenen (Kompartiment A, B und C) unterscheidet. Zudem wird die GréBe der Herde
beriicksichtigt, die eine starke Assoziation zu der Symptomatik der Patientinnen
aufweist. (Haas et al., 2013)

In die neue #ENZIAN-Klassifikation wurden noch weitere Lokalisationen (wie Ovar,
Tube, Peritoneum) und Wachstumsformen aufgenommen. Sie ist sowohl bei der
laparoskopischen Diagnostik, als auch bei der bildgebenden (Sonographie und MRT)
einsetzbar. Allerdings werden keine Symptom-spezifischen Parameter wie Schmerz



und Sterilitdt abgefragt, sodass keine Aussage Uber den Krankheitsverlauf getroffen
werden kann.(S3 Expertenkonsens, Konsensusstarke ++++).

Anamnestische Kriterien werden hingegen durch den Endometriosis Fertility Index
(EFI) berticksichtigt. Neben diesen stiitzt sich der Score auf medzinische Daten, die
intraoperativ erhoben werden kénnen. Mit dem EFI I&sst sich die Chance errechnen,
fur eine Patientin mit Kinderwunsch innerhalb der ndchsten 36 Monate schwanger zu
werden.(Adamson and Pasta, 2010)

1.1.4 Symptomatik/Klinik

Die Endometriose wird aufgrund ihres sehr unterschiedlichen Bildes auch als
Chamaleon der Gynakologie bezeichnet. Zudem korreliert die Auspragung der
Symptome nicht immer mit der Grof3e der Befunde. Die Erkrankung kann auch
asymptomatisch verlaufen und wird haufig als Zufallsbefund bei einer Operation aus
anderer Indikation, wie z.B. unerfilltem Kinderwunsch, entdeckt. Wenn Symptome
auftreten, sind diese oft umfangreich und unspezifisch. Die Leitsymptome bestehen
aus der Trias von abdominellen zyklussynchronem Crescendoschmerz (meist circa
zwei Tage vor Mentruationsbeginn; Schmerzintentisat nimmt zu und lasst mit
Einsetzen der Regelblutung nach), sekundarer Dysmenorrhoe und Dyspareunie.
Letztere vor allem bei Befall der Vagina oder des Douglasraums.

Bei einer TIE, welche die extragenitale Organe betrifft, kbnnen dementsprechende
Beschwerden wie gastrointestinale und urologische Stérungen auftreten. Zyklische
Hamaturie und Dysurie bei Blasenbefall, Himatochezie und Dyschezie bei Darmbefall,
und Hamoptysen bei Lungenbefall sind denkbar. Auch Obstipation bis lleus und
Harnstau konnen schwere Komplikationen bei Ummauerung des Darms bzw. der
Harnleiter durch Strikturen sein.(Palla et al., 2017) Durch Verwachsungen kann es
auch zu zyklusunabhangigen Unterbauchschmerzen kommen.

Bei genitalem Befall treten oft pra- und postmenstruelle Blutungen (Spotting),
Menorrhagien, Metrorrhagien und/oder Hypermenorrhoe auf. Zur Hypermenorrhoe
kommt es oft bei Vorliegen einer Adenomyosis uteri.(Cockerham, 2012)

Manifestiert sich die Endometriose am Ovar spricht man von Endometriomen oder sog.
Schokoladen- oder Teerzysten, die ihren Namen dem geronnenen Blut im Inneren
verdanken. Diese Zysten kdnnen dauerhaft Beschwerden machen.

AuRerst selten kann eine maligne Entartung der Endometriome zur Entstehung eines
endometrioiden Ovarialkarzinoms fuhren.(Somigliana et al., 2006, Kim et al., 2014,
Zafrakas et al., 2014)

Daruber hinaus ist die Endometriose stark mit Sterilitdt assoziiert. So konnte bei 30-
50% der Frauen mit Sterilitdtsproblemen histologisch eine Endometriose
nachgewiesen werden.(Macer and Taylor, 2012) Ovarielle Zysten kénnen die
Ovulation behindern und Tubenwinkelendometriose behindert die Wanderung der
Eizelle in das Uteruskavum. Der Tubenverschluss, der in den meisten Fallen durch
Verwachsungen entsteht, kann auch eine Extrauteringraviditat in Form einer



Eileiterschwangerschaft bedingen.(Yong et al., 2020) Die Spermien kdnnen dann noch
die Engstelle Uberwinden, die Eizelle jedoch nicht, sodass eine Befruchtung und
Einnistung vor Ort in der Tube stattfindet. Auch Frauen mit makroskopisch unauffalliger
Tubenfunktion kdnnen betroffen sein. Aufierdem sind die Schwangerschaftsraten nach
IVF/ICSI in diesem Kollektiv schlechter, was sich allerdings nicht durch einen gestérten
Transportmechanismus der Eizelle erklaren Iasst. Es wird daher vermutet, dass neben
dem Transport der Eizelle auch die Einnistung in das Endometrium gestort sein
kénnte.(Carvalho et al., 2013, Kokcu, 2013, Lessey, 2011)

Den Leidensdruck der Patientinnen erhéht zudem eine hohe Rezidivrate, die
wiederholte, teils invasive therapeutische Interventionen verlangt.(Kim et al., 2022,
Wacharachawana et al., 2021, Won et al., 2020) Die vielfaltigen Beeintrachtigungen in
der Lebensqualitat, sowohl im privaten Alltag, als auch beruflich, konnten in Studien
erwiesen werden.(Bourdel et al., 2019)

1.1.5 Diagnostik

Aufgrund der Vielfalt und unterschiedlichen Symptomauspragung ist in der Diagnostik
eine strukturierte Anamneseerhebung von gro3em Wert. Diese kann mit einem
spezifischen Fragebogen erfolgen und sollte vor allem die Leitsymptome
Dysmenorrhoe, Dysurie, Dyschezie, Dyspareunie und Sterilitat
abfragen.(Leitlinienprogramm DGGG, 2018b, Burghaus et al., 2016)

Bei der kdrperlichen Untersuchung kann man Herde ggf. sehen oder tasten. Der Befall
des hinteren Scheidengewdlbes kann bei der Inspektion mit geteilten Spekula entdeckt
werden. Bei der bimanuellen Palpation sind bei Befall des Septum rektovaginale derbe
Knoten palpierbar.

Mittels transvaginaler Sonographie kann man die typischen ovariellen Endometriome
nachweisen, die sich als glatt begrenzte Raumforderung mit homogen-echoarmer
Binnenstruktur prasentieren.

Auch der Verdacht auf die Endometriosis genitalis interna kann sich bei der
transvaginalen Sonographie ergeben, Diese prasentiert sich durch einen vergroRerten
Uterus mit diffus-streifigem Myometrium. Fir die sonografische Darstellung der
Adenomyosis uteri haben z.B. Meredith 2009 und Lavy 2012 folgende
Diagnosekriterien festgelegt, um die Diagnosesicherheit zu erhéhen: ,subendometriale
Mikrozysten, lineare hyperdense Strukturen, myometrale Zysten, schlechte
Abgrenzbarkeit der Junktionszone, Nodules, Fragezeichen-Zeichen, diffuser Doppler,
Wanddicke > 2cm, Asymmetrie zwischen Vorderwand und Hinterwand-Dicke®.

Andere Bildgebungen kommen bei extragenitalem Befall in Frage, wie bspw. eine
Magnetresonanztomographie (MRT), eine Zysto- oder Koloskopie. Bei V.a. eine TIE
oder einen ovariellen Befall, soll nach Leitlinie auch eine beidseitige
Nierensonographie erfolgen, um eine obstruktive Uropathie bei Ureterinfiltration zu
entdecken.(Palla et al., 2017)



Auch wenn eine primare Bildgebung in der Diagnostik angezeigt ist (Noventa et al.,
2015), kann diese maximal zur OP-Planung beitragen, einen chirurgischen Eingriff
jedoch nicht ersetzen.(Nisenblat et al., 2016)

Die Sicherung der Diagnose kann letztlich nur durch die histologische Aufarbeitung von
Gewebeproben erfolgen. Daher ist bisher der Goldstandard eine Laparosokopie, bei
der Proben zur histologischen Diagnosesicherung gewonnen werden.(Hirsch et al.,
2018, Schliep et al., 2017) Der Eingriff kann zugleich therapeutisch genutzt werden.

Diagnostisch wegweisend kann auch ein Therapieversuch mit einer monophasischen
Gestagen betonten oralen Kontrazeptivagabe fir 3-6 Monate im Langzeitzyklus sein,
d.h. eine kontinuierliche Einnahme des Praparates ohne die Ubliche Pause nach 21
Tagen.(Edelman et al., 2014, Muzii et al., 2016) Diese wird einem invasiven Eingriff in
der Praxis haufig vorgezogen.

Zusammenfassend fuhren die diffuse Symptomatik und die Tatsache, dass die sichere
Diagnose nur operativ gestellt werden kann dazu, dass es im Durchschnitt 10 Jahre ab
Beginn der Beschwerden dauert, bis eine Patientin richtig diagnostiziert wird.(Hudelist
etal., 2012)

Eine vielversprechende neue diagnostische Methode konnte der Endo-Test der
franzésischen Firma Ziwig sein. Dieser beruht auf dem Nachweis von Endometriose
spezifischer Mikro-RNA im Speichel. Er wurde bei insgesamt 200 Patientinnen getestet
und zeigte eine hohe Sensitivitat sowie Spezifitat.(Bendifallah et al., 2022) Der klare
Vorteil liegt in der geringen Invasivitat und leichten Verfigbarkeit. So kénnten zukinftig
Endometriosepatientinnen schnell, zuverlassig und nebenwirkungsfrei diagnostiziert
werden.

1.1.6 Histopathologie

Makroskopisch zeigen sich Endometrioseherde haufig als gelb-braunlich, manchmal
blaulich-violette oder rétliche stecknadelkopfgroRe Lasionen. Ovarielle Endometriome
werden auch als Schokoladen- oder Teerzysten bezeichnet, da sie durch geronnene
Einblutungen mit braunlicher Flussigkeit gefullt sind.

In der Histologie erkennt man typisch endometriale Drisen und umgebendes Stroma
(endometriales bzw. zytogenes Stroma) aul3erhalb des Cavum uteri.(Clement, 2007)
Doch der Nachweis an endometrioiden Drusenzellverbanden kann auch fehlen, was
als stromale Endometriose bezeichnet wird.(Clement, 2007, Clement and Young,
2000) Die Verwendung von immunhistochemischen Farbungen in
Zusatzuntersuchungen kann nétig sein, um einige Differenzialdiagnosen
auszuschlie3en, wenn sich die Endometriose morphologisch in der Hamatoxylin-Eosin-
Farbung nicht zweifelsfrei verifizieren lasst.(Leitlinienprogramm DGGG, 2018c)

Die Adenomyosis uteri ist histopathologisch definiert, als Nachweis von
Endometrioseherden im Myometrium mit einem Abstand von 2,5 mm zum
Endometrium, wobei die Grenze zwischen den beiden Gewebsschichten undulierend
verlauft.(Cockerham, 2012, Ferenczy, 1998) Dabei kommt es nicht nur zur



myometranen Architekturstdérung, sondern perilasional oft zu einer reaktiven
Proliferation des Myometriums.(Wilbur et al., 2017)

Die TIE manifestiert sich haufig am Darm und durchbricht dort die
Submukosa.(Charatsi et al., 2018) In der Harnblase siedeln sich Herde zumeist in der
Detrusormuskulatur im Bereich des Trigonum vesicae und dem Apex der Harnblase
an.(Kolodziej et al., 2015, Villa et al., 2007)

Kommt es zur Ansammlung von knotiger Endometriose im Bereich der Abgange der
Tubae uterinae, spricht man von der Salpingitis isthmica nodosa. Bei dieser handelt es
sich im eigentlichen Sinn nicht um eine Entziindung, sondern um eine Ansammlung an
Endometrioseherden, die die Durchlassigkeit der Tuben mindern und das Risiko einer
Extrauteringraviditat und/ oder einer Sterilitdt erhdhen.(Carvalho et al., 2013, Lessey,
2011)

Zwar ist die Endometriose eine Erkrankung benigner Genese, doch sie weist einige
Merkmale eines malignen Phanotyps auf: Multifokalitat, intravasale Nachweisbarkeit
und Fernabsiedlungen. Zudem sind auch pro-inflammatorische und pro-angiogene
Faktoren sowohl beim Tumorwachstum, als auch in Endometrioseherden
nachweisbar(Gordts et al., 2017). AuRerst selten kommt es zu einer malignen
Entartung der Endometrioseherde. Aus einem Endometriom kann so ein
Ovarialkarzinom entstehen. Es sind endometriode, klarzellige und low-grade serése
Ovarialkarzinome im Zusammenhang mit Endometriose beschrieben.(Pearce et al.,
2012, Wilbur et al., 2017, Bassiouny et al., 2019) Patientinnen mit Endometriose haben
ein 1,3 bis 4-fach héheres Erkrankungsrisiko fiir ein Ovarialkarzinom.(Somigliana et al.,
2006, Kim et al., 2014, Zafrakas et al., 2014) Und auch das endometriode
Adenokarzinom des eutopen Endometriums zeigt sich in populationsbezogenen
Studien bei Patientinnen mit Endometriose haufiger.(Kok et al., 2015, Habiba et al.,
2018) Da allerdings das Erkrankungsrisiko insgesamt sehr gering ist, kann man bei der
Endometriose nicht von einer pramalignen Lasion sprechen.

1.1.7 Therapie

Da es sich um eine chronische Erkrankung mit sehr unterschiedlicher Symptomlast
handelt, ist es wichtig, ein individuell angepasstes Therapiekonzept gemeinsam mit der
Patientin zu finden. Behandlungsbedurftig ist die Endometriose, wenn es zu einer
subjektiven Beeintrachtigung der Frau kommt, oder das Risiko einer Organdestruktion
vorliegt. Heilbar ist die Erkrankung nicht und neigt zu haufigen
Rezidiven.(Wacharachawana et al., 2021, Won et al., 2020, Kim et al., 2022) Auch
eine mogliche Pravention ist noch nicht bekannt. Somit sollten die Ziele der Therapie
eine Reduktion von Beschwerden, eine Vermeidung von Langzeitschaden und eine
Verbesserung der Lebensqualitat sein. Je nachdem ob ein Kinderwunsch besteht oder
nicht, kommen verschiedene Ansatze in Frage. Bei Kinderwunsch sollte frihestmdglich
eine Anbindung an ein Kinderwunschzentrum erfolgen.

Grundsatzlich stutzt sich die Therapie auf medikamentése, operative und
interventionelle Grundpfeiler. Zudem sind auch supportive MaRnahmen sehr wichtig.



Am haufigsten findet die medikamentdse Behandlung Anwendung. Ziel dieser ist die
Unterbrechung des zyklischen, vor allem &strogenabhangigen Wachstums der
Endometrioseherde. Dazu wird therapeutisch eine Amenorrhoe induziert. Dies flhrt bei
allen hormonellen Behandlungsoptionen dazu, dass die Proliferation der Lasionen
reduziert wird, was sich wiederum positiv auf die Schmerzen und Blutungsstarke
auswirkt.(Barra et al., 2018) Die Erstliniensubstanz in Deutschland ist ein Gestagen
(z.B. Dienogest). Fur dieses Praparat liegt die grote Evidenz in der Reduktion von
Dysmenorrhoe, chronischen Unterbauchschmerzen und der Anzahl an Rezidiven nach
einer Laparaskopie vor.(Takaesu et al., 2016) Gestagene wirken durch die Induktion
einer Dezidualisierung und Atrophie von Herden. Zudem supprimieren sie das durch
Matrixmetalloproteinasen vermittelte Wachstum und hemmen die Angiogenese. Sie
bedingen Uber die Hypothalamus-Hypophysen-Achse einen Hypodstrogenismus,
woraus sich die unerwiinschten Arzneimittelwirkungen dieser Therapie ableiten. So
kann es zu Gewichtszunahme und bei Langzeitanwendung auch zur Abnahme der
Knochendichte kommen.(Ebert et al., 2017)

In der Zweitlinientherapie kdnnen auch kombinierte orale Kontrazeptiva als ,off-label-
use“ eingesetzt werden. Hier wird zu dem Gestagen Ethinylestradiol im Langzeitzyklus
kombiniert.(Edelman et al., 2014, Jensen et al., 2018) Dies fuhrte in Studien zur
Besserung der Beschwerden und Verlangerung des rezidivfreien Intervalls.(Hirsch et
al., 2018)

Auch die Gabe von Gonadotropin-releasing hormone (GnRH-Analoga) (z.B. Elagolix)
ist in der Zweitlinientherapie mdglich und zeigt Erfolge in der Schmerzreduktion.(Taylor
et al., 2017) Die Agonisten wirken Uber die Blockade von GnRH-Rezeptoren im
Bereich des Hypophysenvorderlappens. So kommt es zu einer stetigen
Uberstimulation der Hypophyse mit allmahlicher Down-Regulation der GnRH-
Rezeptoren. Die Hypophyse wird im Behandlungsverlauf fur GnRH refraktar und es
kommt zu einer Senkung der FSH/LH-Spiegel. Durch die so erreichte Ovarsuppression
sinkt auch der Ostrogenspiegel, wodurch wiederum der Wachstumsreiz fiir die
Endometriose entzogen wird. Diese Therapieform geht allerdings mit sehr starken
unerwlnschten Arzneimittelwirkungen einher. So leiden die Patientinnen haufig unter
Kopfschmerzen, Obstipation und Wechseljahresbeschwerden (z.B. Hitzewallungen,
Libidoverlust, Scheidentrockenheit). Zudem besteht auch hier ein erhéhtes Risiko flur
den Verlust der Knochendichte bei einer Anwendung Uber 3-6 Monate hinaus.(Barra et
al., 2019) Da die Nebenwirkungen vor allem durch den Ostrogenmangel bedingt sind,
kommt eine Add-back Therapie in Frage, bei der durch die Hinzugabe eines
kombinierten oralen Kontrazeptivums (KOK) die klimakterischen Beschwerden
reduziert und die Knochengesundheit verbessert werden kénnen, ohne die
therapeutische Wirksamkeit des GnRH-Analogons zu beeinflussen.(Wu et al., 2014,
Lee et al., 2016)

In einigen klinischen Studien wurden bei sehr ausgepragten Beschwerden und
Therapierefraktaritat auch Aromatasehemmer getestet, da in Endometriosezellen eine
vermehrte Aromataseaktivitat nachgewiesen werden konnte. Da diese jedoch mit



einem groRen Nebenwirkungsspektrum einhergehen, ist die routinemafige
Anwendung nicht sinnvoll.(Barra et al., 2018) Ein viel versprechender Ansatz ist die
Verwendung des Progesteron-Rezeptor-Modulators (PRM) Mifepriston. In Studien
konnte eine Reduktion von Dysmenorrhoe und Dyspareunie gezeigt werden.(Fu et al.,
2017) Allerdings liegen hier keine ausreichenden Daten im Vergleich zu anderen
Behandlungsoptionen vor, sodass die routinemaRige Anwendung nicht empfohlen
wird.(Fu et al., 2017)

Ein weiterer neuer Behandlungsansatz, der in Studien getestet wird, ist der Einsatz von
Statinen. Da diese als Angiogeneseinhibitoren wirken und eine antiinflammatorische
Aktivitat zeigen, konnte ihre Anwendung vielversprechend sein. Doch auch zu diesem
Konzept liegen bislang nicht gentigend Daten vor.(Vitagliano et al., 2016)

Neben der medikamentdsen Therapie stutzt sich das Behandlungskonzept auch auf
eine operative Saule. Nach einer medikamentdsen Anbehandlung sollte eine
Laparoskopie erfolgen, die den Goldstandard zur Diagnosesicherung darstellt und
auch direkt einen Pfeiler der Therapie verkorpert.(Schliep et al., 2017, Hirsch et al.,
2018) Hierbei kdnnen alle makroskopisch sichtbaren Endometrioseherde entfernt
werden. Im Behandlungserfolg gleichwertig ist neben der Exzision der Herde auch die
Ablation.(Riley et al., 2019) Allerdings besteht hier nicht die Méglichkeit der
histologischen Sicherung des Befundes. Wahrend des operativen Eingriffs kbnnen
zudem Schokoladenzysten ausgeschalt und Verwachsungen gelést werden. Bei
diffuser Adenomyosis uteri kann nach abgeschlossener Familienplanung eine
Hysterektomie empfohlen werden.(S3-Leitlinie, 2015) Bei sehr schweren Befunden und
extragenitalem Befall, kann unter Umstédnden auch eine Laparotomie erforderlich sein.
Diese ist allerdings mit langerer Operationszeit, hherem Blutverlust, grof3erer
Hospitalisationszeit und einer langeren Inzision verbunden.(Ruan et al., 2015) Es sollte
laut Leitlinie bei symptomatischen Patientinnen mit TIE eine komplette Resektion
angestrebt werden, wenn die erwarteten Vorteile einer Schmerzreduktion, die
Nachteile einer moglichen Organbeeintrachtigung tberwiegen.(Chaichian et al., 2017)
Interventionelle Eingriffe wie eine koloskopische oder zystoskopische Entfernung von
extragenitalen Endometrioseherden kénnen zusatzlich nétig sein.(Charatsi et al., 2018)

Postoperativ kann dann durch die Gabe eines KOK im Langzeitzyklus oder von
Gestagen, die Redizivrate von Endometriomen und die Rate an Beschwerden reduziert
werden.(Zorbas et al., 2015) Auch durch die Anwendung von GnRH-Analoga Uber 6
Monate konnte das Rezidivrisiko signifikant reduziert werden.(Zheng et al., 2016)

Unterstitzend kdnnen jederzeit nicht steroidale Antirheumatika (NSAR) zur
Schmerzlinderung verabreicht werden. Diese zeigen bei 45-53% der Frauen, die unter
Dysmenorrhoe leiden eine Schmerzreduktion.(Sharghi et al., 2019) Auch weitere
supportive Mallnahmen wie Physiotherapie und Psychotherapie sind hilfreich.(Evans
et al., 2019, Molins-Cubero et al., 2014) Die Anwendung von integrativer Medizin wie
z.B. chinesischen Phytotherapeutika, Lichttherapie und Akupunktur kann auf Wunsch
der Patientin erganzend zur primaren Behandlung der Dysmenorrhoe
erfolgen.(Meissner et al., 2016, Armour et al., 2016)



Insgesamt ist die Therapie der Endometriose sehr invasiv, nebenwirkungsreich und hat
negative Auswirkungen auf die Konzeption. Sie beeinflusst den weiblichen Zyklus und
heilt die Erkrankungen nicht. Auch wenn es voribergehend zu Linderung der
Beschwerden kommt, sind Rezidive haufig.

1.1.8 Prognose

Endometriose neigt zu haufigen Rezidiven und ist eine chronische Erkrankung.(Won et
al., 2020, Wacharachawana et al., 2021, Kim et al., 2022) Bei einigen Frauen kommt
es nach einer Schwangerschaft zu einer dauerhaften Besserung der Beschwerden. Bei
den meisten wird nach der Menopause mit Sistieren des Ostrogeneinflusses eine
Beschwerdefreiheit erreicht.(Noble et al., 1996)

1.1.9 Atiologie

Die Atiologie der Endometriose wird seit der wissenschaftlichen Erstbeschreibung
durch Rokitansky im Jahre 1860, kontrovers diskutiert. Einige Theorien fanden dabei
vermehrt Anklang: die wahrscheinlich anerkannteste ist die Implantationstherorie nach
Sampson, welche besagt, dass endometriales Gewebe wahrend der retrograden
Menstruation Uber die Tuben in den Bauchraum gelangt und sich dort implantieren
kann.(Sampson, 1927) Aufgrund von Krampfen der Uterusmuskulatur kommt es zum
Herausldsen von einzelnen Zellen, die dann verschleppt werden. Nicht nur Uber die
Tuben ist eine Verschleppung denkbar, sondern auch Uber die Blutbahn oder die
Lymphwege, ahnlich dem Ausbreitungsmuster von Metastasen (hdmatogene und
lymphogene Streuung) bei Malignomen.

Die Metaplasietheorie beruht auf der Annahme, dass Endometrioseherde aus
pluripotentem Zélomepithel entstehen, indem dieses sich unter Ostrogeneinfluss in
Muller-Gangepithel umwandelt.(Meyer, 1919) Grundlage dieser Idee ist die
Beobachtung, dass das Endometrium entwicklungsgeschichtlich aus demselben
Gewebe hervorgeht wie das Peritoneum, namlich aus dem Mesoderm, genauer gesagt
dem Zdlomepithel. Beide Theorien vereinigt die Induktionshypothese, die davon
ausgeht, dass die retrograde Menstruation ein Stimulus fir die Metaplasie des
Mesothels sein konnte.(Vinatier et al., 2001)

Auch fir eine genetische Komponente bei der Pathogenese sprechen einige
Argumente. So flhrten beispielsweise Studien, das Risiko an Endometriose zu
erkranken, zu 51% auf genetische Faktoren zurlck.(Kiechle, 2006) Bei Verwandten
ersten Grades einer betroffenen Patientin ist die Wahrscheinlichkeit an Endometriose
zu erkranken erhdht und auch das Rezidivrisiko fur alle Verwandten ersten Grades
liegt bei 6,9%(Simpson et al., 1980). Epidemiologische Studien deuten auf eine
multifaktorielle polygenetische Vererbung hin, wobei bislang keine konkreten Genloki
ausfindig gemacht werden konnten.(Kiechle, 2006) Vielleicht handelt es sich auch um
eine epigenetische Vererbung, bei der Umwelteinflussfaktoren eine grol3e Rolle
spielen.(Lao et al., 2016)



Maoglich ist auch eine Beteiligung des Immunsystems bei der Krankheitsentstehung.
Bei einer Funktionsstérung der natirlichen Killerzellen ist der Abbau von ektopem
Gewebe vermindert.(Haney et al., 1981) Makrophagen hingegen regen durch die
Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren die Proliferation von endometrialen
Zellen im Bauchraum an.(Symons et al., 2018) Hierdurch entsteht also der
Wachstumsreiz, der die Proliferation provoziert.

Epidemiologisch gibt es statistisch relevante Haufungen bei bestimmten
Begleiterkrankungen. So scheint es einen Zusammenhang z.B. zwischen Allergien und
Autoimmunerkrankungen mit Endometriose zu geben. In welcher Beziehung diese
Assoziation jedoch steht ist ungewiss. Es kdnnte sich um einen Risikofaktor oder auch
um ahnliche Pathomechanismen und damit auslésende Faktoren handeln.(Bungum et
al., 2014, Shigesi et al., 2019)

Die Angiogenese spielt eine besonders wichtige Rolle bei der Atiopathogenese, da die
Herde zum Wachsen ihre eigenen Gefafe und den Anschluss an die Blutversorgung
bendtigen. Sie sind auf die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen angewiesen
und auch auf die hormonelle Stimulation. Zudem mussen auch die Endometrioseinseln
ihre Stoffwechselabbauprodukte, wie alle anderen vitalen Zellen, Gber das Blut
abgeben und entsorgen. Hier sind angiogenetische Faktoren, Steroide und
Wachstumsfaktoren aus der Peritonealflissigkeit entscheidend fur die Sprie3ung von
neuen Gefallen und die Ansiedlung von endometrioden Zellen. Wichtige
Angiogenesefaktoren, die in verschiedenen Arbeiten identifiziert werden konnten sind
der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), der Fibroblast Growth Factor (FGF)
und der Platelet Derived Growth Factor (PDGF).(Emamifar et al., 2012, Nap et al.,
2003)

Auch oxidativer Stress kdnnte einen férdernden Einfluss auf die Entstehung von
Endometriose haben. Ursachen flir oxidativen Stress kénnte apoptotisches
endometriales Gewebe sein oder vermehrt aktive Makrophagen.(Gordts et al., 2017,
Koninckx et al., 2019, Parazzini et al., 2017)

Fest steht, dass bei Endometriose-Patientinnen die Kommunikation zwischen
Stammzell-Signalwegen und den Signalwegen der Hormone Ostrogen und
Progesteron gestort ist. Verursacht wird diese gestorte Kommunikation womaoglich
dadurch, dass Stammzellen an ihre Nachkommen eine Progesteron-Resistenz
vererben.(Barra et al., 2019) Durch den pramenopausalen Erkrankungszeitpunkt wird
deutlich, dass der hormonelle Einfluss eine entscheidende Komponente in der
Pathogenese der Endometriose darstellt. Diese Theorie wird dadurch untermauert,
dass in der Therapie der Endometriose hormonsenkende Konzepte einen mildernden
Effekt zeigen. Naturlich weist auch postmenopausales Endometrium Stammzellen auf,
doch ohne den wechselseitigen Einfluss der Hormone Ostrogen und Progesteron bleibt
eine Krankheitsentstehung aus.(Barra et al., 2019)

Neben diesen mechanischen, genetischen, immunologischen und endokrinen
Entstehungstheorien, ist auch eine iatrogene Verschleppung von endometrialen Zellen
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bei er6ffnenden Eingriffen des Cavum uteri denkbar.(K. J. Buhling, 2008) Wie es die
relativ kurzlebigen Endometriumzellen schaffen, sich im extrauterinen Milieu
anzusiedeln, erklart sie Stammzellhypothese.(Diedrich, 2007) Diese geht davon aus,
dass sich neben Epithelzellen auch einzelne Stammzellen der Basalis in den Herden
befinden, welche aufgrund ihrer Telomerasekompetenz zeitweise proliferieren kdnnen
und der Endometriose eine gewissen Apoptoseresistenz ermdglichen.(Diedrich, 2007)
So wurde ein signifikant verlangertes Uberleben der Zellen nachgewiesen. Dieses ist
auf eine veranderte DNA-Fragmentation zurlickzufihren sowie auf eine veranderte
Zellproliferation und -differenzierung. Dass eine fehlerhafte Funktion endometrialer
Stammzellen einen Pathomechanismus der Endometriose bedingen kdnnten,
postulieren Goétte M. & Kiesel L. in aktuell veréffentlichen Studien. Die Beteiligung von
Stammzellen wurde in vielen verschiedenen Arbeiten untersucht. Unter anderem
konnten einige Stammzellmarker nachgewiesen werden.
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1.2 Stammazellen

1.2.1 Was kennzeichnet Stammazellen

Stammzellen haben besondere Eigenschaften, die dazu fihren, dass sie essentiell flr
komplexe und langlebige Organismen sind. Sie zeichnen sich vor allem durch zwei
Schlusselfertigkeiten aus: Selbsterneuerung und Differenzierung. Bei der
symmetrischen Teilung entstehen aus einer Mutterzelle zwei identische Tochterzellen.
So kénnen immer wieder neue Zellen mit denselben Fahigkeiten und denselben
Eigenschaften produziert werden, was dazu fuhrt, dass sich die Stammzellen potentiell
unbegrenzt oft selbsterneuern kdnnen.

Teilt sich die Mutterzelle asymmetrisch, entsteht eine weitere Stammzelle, die den Pool
der Stammzellen erhalt und eine zweite Zelle, die bereits den ersten Schritt zur
Ausdifferenzierung gemacht hat. Durch die neuen Zellen kdnnen Organe aufgebaut
und repariert bzw. erneuert werden. Somit sind Stammzellen die Vorlauferzellen aller
hoch differenzierten somatischen Zellen.

Eine weitere Eigenschaft von Stammzellen ist die Klonalitat bzw. Klonierbarkeit. Damit
ist die Fahigkeit gemeint, als einzelne Zelle zu Uberleben, sich zu vermehren und den
Mutterphanotyp zu erhalten. In vivo geschieht dies allerdings auch durch die
Interaktion mit Helfer- oder Nischenzellen. Selbst ohne Teilung sind Stammzellen dazu
fahig zu Uberleben. Diesen Ruhezustand bezeichnet man auch als dormancy oder
hibernation.

1.2.2 Welche Arten von Stammzellen gibt es

Stammzellen sind quasi die Ursprungszellen jedes Organismus. Aus ihnen entstehen
alle differenzierten Zellen der verschiedenen Gewebe. Doch nicht jede Stammzelle ist
dazu fahig, jede Zellart auszubilden. Daher lassen sich Stammzellen aufgrund ihres
Entwicklungspotenzials und ihrer Herkunft in verschiedene Gruppen gliedern.

Die ursprunglichste Form der Stammzelle beim Menschen ist die Zygote — die
befruchtete Eizelle. Aus ihr kann sich ein gesamter Mensch und die Plazenta
entwickeln. Diese Fahigkeit nennt sich Omnipotenz.

Ca. 5-6 Tage nach der Befruchtung entwickelt sich die Blastozyste. In diesem Stadium
handelt es sich um embryonale Stammzellen, die pluripotent sind. Das bedeutet, diese
Stammzellen kénnen jedes menschliche Gewebe aller drei Keimblatter (Ektoderm,

Entoderm, Mesoderm) hervorbringen, allerdings keinen vollstandigen Menschen mehr.

Nach der Geburt bezeichnet man alle Stammzellen als adulte Stammzellen. Diese sind
bereits spezialisierter und weniger wandelbar, da sie in der Regel nur zu Gewebe
eines Keimblatts differenzieren kdnnen. Adulte Stammzellen sind somit multipotent.
Sie kommen bis ins hohe Alter in allen Geweben des menschlichen Kdorpers vor und
erfullen die Funktion immer neue Zellen, zur Regeneration und zum Organerhalt, zu
liefern.
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Die unterste Stufe der Potentialitat reprasentieren unipotente Stammzellen wie z.B. die
epidermalen Stammzellen in der Basalschicht der Haut; diese kénnen sich
ausschlieBlich zu Keratinozyten differenzieren.

Die Potentialitdt nimmt also wahrend den verschiedenen Entwicklungsstadien von der
befruchteten Eizelle bis zur spezialisierten Kérperzelle ab.

1.2.3 In Vitro Stammazellen

Im Jahr 2012 gewannen der japanische Stammzellforscher Shin'ya Yamanaka und
sein britischer Kollege den Medizin-Nobelpreis fur inre Forschung, bei der es gelungen
ist durch Reprogrammierung pluripotente Stammzellen herzustellen.(Takahashi and
Yamanaka, 2006)

Diese induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS — induced Pluripotent Stem Cells)
konnten durch die Verwendung von Transkriptionsfaktoren verjiingt, sprich in einen
friheren Entwicklungszustand zurlick versetzt werden. Sie waren fast so kompetent in
ihrer Differenzierungsfahigkeit wie embryonale Stammzellen. Fur die
Reprogrammierung wurden die Gene Oct4, Sox2, c-Myc und Klf4 mittels Viren in die
jeweilige Zelle eingeschleust.

Eine andere Mdglichkeit zur Herstellung von in Vitro Stammzellen ist der
Zellkerntransfer (SCNT — Somatic Cell Nuclear Transfer). Hierbei wird bei einer Eizelle
der Zellkern entfernt und durch den einer somatischen Zelle ersetzt. Es handelt sich
somit um einen Klonvorgang. Die Zellen, die bei diesem Verfahren entstehen, sind
ebenfalls pluripotent. Den amerikanischen Wissenschaftlern Masahito Tachibana und
Shoukhrat Mitalipov gelang es im Jahr 2013 den Zellkern einer somatischen Hautzelle
in eine entkernte Spender-Eizelle zu transferieren. Nach einigen Zellteilungen konnten
dann menschliche embryonale Stammzellen aus den geklonten Embryonen gewonnen
werden (SCNT-ESC).(Tachibana et al., 2013)

Bei der Transdifferenzierung ist es moglich, aus einer differenzierten Zelle ,A“ z.B.
Haut eine andere spezialisierte Zelle ,B* z.B. ein Neuron zu erzeugen. Dies geschieht
ohne den Umweg der Dedifferenzierung, sprich ein pluripotentes Intermediat. Die
Zellen mussen lediglich in Kontakt mit Zelltyp-spezifischen Transkriptions- und
Wachstumsfaktoren gebracht werden. Im Vergleich zum Zellkerntransfer wird auch
kein embryonales Gewebe wie eine Eizelle benétigt.

1.2.4 Bezug zu Endometriose

Die Erkenntnisse der oben beschriebenen Forschungen deuten darauf hin, dass unter
den entsprechenden Umstanden/Bedingungen ausdifferenziertes Gewebe die
Fahigkeit haben kdnnte, zum Stammzellstatus zurlickzukehren oder sich in anderes
ausdifferenziertes Gewebe zu wandeln. Dieser Mechanismus kdnnte eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der Endometriose spielen.

Diverse Forscher auf der ganzen Welt konnten zeigen, dass das menschliche
Endometrium Stammzellen beherbergt. Hierbei handelt es sich um mesenchmymale
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und epitheliale Stammzellen im stromalen bzw. epithelialen Kompartiment, die ihren
Sitz sehr wahrscheinlich in der Basalis des Endometriums haben.(Barra et al., 2019)
Die Basalis ist die Schicht des Endometriums, die wahrend des Menstruationszyklus
intakt bleibt. Sie besteht aus den basalen Anteilen der Drusen, dem Stroma, dem
Gefald- und Lymphsystem. Die dartiber liegende Funktionalis, erneuert sich mit jedem
Zyklus ca. 300-400 mal in den reproduktiven Jahren einer Frau und wachst in nur 14
Tagen bis zu 7mm.(Gargett et al., 2008) Angesicht dieser schnellen, stetigen
Regeneration, Uberrascht es nicht, dass sich im Endometrium Stammzellen befinden
mussen, die die Grundlage fur die Erneuerung bilden.(Gargett et al., 2008)

Zusatzlich finden sich im Endometrium hamatopoetische Stammzellen und
endotheliale Vorlauferzellen, die aus dem Knochenmark stammen und zu
Stromafibroblasten bzw. Endothelzellen differenzieren.(Barra et al., 2019)

Dafur dass es sich bei Endometriose um eine Stammzellerkrankung handelt, spricht
auch der chronische Verlauf mit der hohen Rezidivneigung.

1.2.5 Stammzellregulation

Die Population der Stammzellen im menschlichen Organismus unterliegt enormen
Schwankungen. Doch wie wird entschieden, ob Stammzellen bloR Stammzellen
bleiben, proliferieren oder ausdifferenzieren? Das Schicksal der Zellen wird in vivo
wahrscheinlich durch diverse intrinsische und extrinsische Faktoren beeinflusst. Zu den
intrinsischen Faktoren gehdren die Transkriptionsfaktoren Oct3/4, Nanoq und
Sox2.(Morrison et al., 1997) Entscheidende aulRere Einfliisse sind die Einwirkung von
Wachstumsfaktoren, Interaktionen mit Nachbarzellen (Zell-Zell) sowie der
Basalmembran (Zell-Matrix-Wechselwirkung). Und auch die Kommunikation mittels
Liganden, die zu den Oberflachenmolekilen passen ist wichtig. Hier sind die IL6
Familie (JAK-STAT Signaltransduktionsweg)(Aznaurova et al., 2014) und die Wnt
Familie (beta-catenin Signaltransduktionsweg) zu nennen.(Clevers et al., 2014) Der
Wht-beta-catenin Signaltransduktionsweg ist fur die endometriale Regeneration im
zyklischen Endometrium von entscheidender Bedeutung. Insgesamt 19 verschiedene
Whnt- Proteine sorgen fir die Aufrechterhaltung vieler Stammzellen, darunter neurale,
mammare, embryonale, mesenchymale, hamatopoetische, intestinale, gastrische und
epidermale.(Clevers et al., 2014)

1.2.6 Stammzellmarker

Die Identifizierung humaner epithelialer Stammzellen ist schwierig, da es an
spezifischen Markern mangelt und die Zellen in vitro nicht langlebig sind.(Kim et al.,
2005) Das Fehlen morphologischer Merkmale und spezifischer Zellmarker sowohl auf
der Oberflache, als auch im Zytoplasma, macht es schwierig adulte Stammzellen auf
direktem Weg nachzuweisen.(Gargett, 2007, Simons and Clevers, 2011, Bongso and
Richards, 2004, Shostak, 2006) Daher mussen adulte Stammzellen mittels ihrer
charakteristischen funktioniellen Eigenschaften ausfindig gemacht werden. Dazu
zahlen ihre Fahigkeit zur Regenerartion, Differenzierung und ihr proliferatives
Potenzial.(Potten and Loeffler, 1990, Gargett, 2007, Morrison et al., 1997) In dem man
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nun Zellen mit diesen Eigenschaften findet, hat man einen indirekten Beweis fur die
Existenz endometrialer Stammzellen. Die Marker, die in dieser Arbeit verwendet
wurden, um Stammzelleigenschaften nachzuweisen, sind Musashi 1, KLF4, Oct-3/4,
NOTCH1 und Nanog.
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1.3 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zur Aufklarung der Atiologie von Endometriose
zu leisten. Insbesondere soll die Transplantationstheorie Uberprift werden. Da diese
das Vorkommen von Stammzellen in den Endometrioselasionen postuliert, wurde in
dieser Arbeit nach Zellen mit Stammzellcharakter in Endometrioseherden gesucht.
Diese wurden durch die charakteristische Plastizitat ihrer Oberflachenmolekiile

(Antigene) mittels Antikdrper in immunhistochemischen Farbungen ausfindig gemacht.

Als Antikdrper wurden Musashi 1, KLF4, Oct-3/4, NOTCH1 und Nanog gewahlt. Die
Analyse erfolgte in Abhangigkeit der Lokalisation der Herde. So wurde zwischen tief
infiltrierendem und oberflachlichem Befall differenziert.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material

2.1.1Endometriose Praparate

Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Studie wurden insgesamt 63
Paraffingewebeproben von operativ entfernten Endometriose Lasionen untersucht. Die
Praparate stammen von Patientinnen die auf Grund einer Endometriose in der
Universitatsfrauenklinik Dusseldorf im Zeitraum zwischen 1996-2016 behandelt
wurden. Das Gewebe wurde unmittelbar nach der Entnahme in 4%iges gepuffertes
Formalin gegeben und dann mit PBS-Puffer und 70%igem Alkohol weiterverarbeitet.
Danach wurden die Gewebeproben in Paraffin eingebettet und nach Standardfarbung
untersucht. Die im Institut fur Pathologie der Universitatsklinik Disseldorf eingelagerten
Paraffinblécke wurden dankenswerterweise fur diese Forschung zur Verfigung
gestellt. Die Referenznummer des Ethikvotums lautet: 5824R, ID2016126295.

2.1.2 Pathologiebefunde Endometriose Praparate

Bei der Auswahl der insgesamt 63 Praparate wurde die ICD-10 Diagnose
bericksichtigt, sodass dieser folgend, vier Untergruppen gebildet werden konnten:

N80.1 Endometriose des Ovars

N80.3 Endometriose des Beckenperitoneums

N80.4 Endometriose des Septum rectovaginale und der Vagina
N80.5 Endometriose des Darms

Der ersten Diagnosegruppe lassen sich 25 Gewebeproben zuordnen. Mit den
Diagnosen N80.3 und N80.5 wurden jeweils 16 Praparate untersucht und 6
Endometriose Lasionen waren am Septum rectovaginale und der Vagina lokalisiert.

Die Nummerierung der Praparate erfolgte nach der Anordnung auf den Objekttragern.
So ergaben sich 13 Gruppen mit jeweils 5 Praparaten. Diese wurden zufallig und
unabhangig von der Diagnose zusammengelegt, um die Bewertung und das Ergebnis
nicht zu beeinflussen. Zudem konnte durch die Pseudonymisierung, die Unkenntnis
der Identitat der Patientinnen gewahrt werden.

Zwei gefarbte Praparate (Nummer 1.4 und 8.5) wurden aus der Wertung
herausgenommen, da sie keine Endometrioseherde enthalten, sodass 63 statt 65
Schnitte ausgewertet wurden.

Im Anhang dieser Arbeit finden sich Tabellen, in denen alle verwendeten Praparate,
auch jene, die fir die Positivkontrollen verwendet wurden, aufgefihrt sind. Dort
werden zudem die diagnostischen Befunde des pathologischen Instituts der
Universitatsklinik Dusseldorf fur die jeweiligen Gewebeproben aufgefiihrt.
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2.1.3 Antikorper

Far die immunhistochemischen Farbungen wurden folgende funf Antikorper (AK)
verwendet:

2.1.3.1 Musashi 1
Name: Anti-Musashi 1 / Msi1 antibody [EP1302] ab52865
Hersteller: abcam KO VALIDATED Recombinant RabMAb®

Art: Monoklonaler Kaninchen Antikorper
21.3.2 KLF4
Name: Anti-KLF4 antibody [56CT5.1.6] ab75486

Hersteller: abcam

Art: Monoklonaler Maus Antikérper
2.1.3.3 Oct-3/4

Name: Oct-3/4 [SEMGC]

Hersteller: BIO CARE MEDICAL

Art: Monoklonaler Maus Antikérper

2.1.3.4 NOTCH1

Name: Anti-Notch1 antibody [EP1238Y] (HRP)
Hersteller: abcam

Art: Monoklonaler Kaninchen Antikorper
2.1.3.5 Nanog

Name: Anti-Nanog antibody

Hersteller: abcam

Art: Polyklonaler Kaninchen Antikorper



2.2 Methoden
2.2.1 Anfertigung Objekttrager

Zunachst wurden aus den Paraffinblocken mit dem Mikrotom 4um dicke Schnitte
angefertigt und diese auf silanisierte Objekttrager gezogen.

Die Objekttrager wurden dann zum Trocknen uber Nacht bei 58°C im Inkubator
gelagert, um die Gewebeadhasion zu férdern. Am nachsten Morgen wurde die
Temperatur des Brutschranks dann fir weitere 30min auf 100°C erhéht. Nach einer
kurzen AbkUhlphase konnten die Praparate im Anschluss weiterverarbeitet werden.

Fur die HE-Farbung wurden zunachst die gesamten Schnitte einzelner Praparate auf je
einen Objekttrager platziert. Nachdem die Endometrioselasionen in der
darauffolgenden Mikroskopie lokalisiert und markiert wurden, konnten im Folgenden
Sammelobjekttrager gefertigt werden. Diese beinhalteten jeweils funf kleinere
Gewebeausschnitte der Region, in der sich die Endometrioselasion befand. So konnte
sichergestellt werden, dass nur der Bereich von gréfdtem Interesse angefarbt wurde.
Dadurch konnten zum einen die Materialkosten gering gehalten werden, da weniger
Antikérperldsung bendtigt wurde und zum anderen erhdhte sich die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse, da in einem Durchgang eine gréRere Gruppen unter denselben
Bedingungen gefarbt werden konnte.

2.2.2 Hamalaun-Eosin-Farbung

Die Ubersichts-Farbung der Praparate erfolgte nach Hamalaun-Eosin (HE). Zu Beginn
wurden die Schnitte zur Entparaffinierung fur jeweils 10min in zwei mit Xylol gefullte
Glasbehalter gestellt. Danach durchliefen sie fur je 2min eine absteigende Ethanolreihe
folgender Konzentrationen: 99,5%, 96%, 70%. (2x H20 je 2 min) (Protokoll nach Yale).

Nun erfolgte die basophile Zellkern-Farbung mit Hamalaunlésung nach Mayer fur 2min.
Danach wurden die Schnitte fur 3sec in Salzsaure getunkt. (HCI-Stamml6sung: 20ml
25%ige HCI auf 1000ml 70%igen Alkohol, Arbeitslésung: 20ml Stammlésung auf
1000ml 70% Alkohol; Arbeitslésung kann fir ca. 4 volle Stdnder benutzt werden). Im
Anschluss wurden die Schnitte mit Aqua destillata gespult und in flieBendem
Leitungswasser 10min lang geblaut. Fir die Gegenfarbung wurde der Xanthin-
Farbstoff Eosin G verwendet. Dieser farbt azidophile Strukturen wie z.B. Zytoplasma,
Keratin und Erythrozyten rot. Die Eosin-Losung wurde mit 80%igem Ethanol und
100%iger Essigsaure angesetzt, sodass eine Arbeitskonzentration von 0,25% Eosin
entstand. Nach der zwei Minltigen Gegenfarbung wurden die Schnitte kurz in Aqua
destillata gegeben. Daraufhin erfolgte die Aufhellung und Entwasserung mittels
aufsteigender Ethanolreihe der Konzentrationen: 70%, 96%, 99,5%, welche mit dem
erneuten Bad in Xylol fiir jeweils 2min endete. Zum Schluss wurden die Schnitte mit
Eukitt und Deckglaschen eingedeckt.
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Tabelle 1: Protokoll HE-Farbung

Arbeitsschritt Reagenz Zeit Bedingungen
Entparaffinierung Xylol 10min | Raumtemperatur
Xylol 10min | Raumtemperatur
Rehydrierung 99,5% EtOH 1min Raumtemperatur
99,5% EtOH 1min Raumtemperatur
96% EtOH 1min Raumtemperatur
96% EtOH 1min Raumtemperatur
70% EtOH 1min Raumtemperatur
70% EtOH 1min Raumtemperatur
Farbung Hamalaunlésung sauer 2min | Raumtemperatur
nach Mayer
HCI Lésung 0,1% 3sec Raumtemperatur
Aqua dest. 2min Raumtemperatur
FlieRendes 10min | Raumtemperatur
Leitungswasser
Eosin G 0,25% 2min Raumtemperatur
Aqua dest. kurz Raumtemperatur
Dehydrierung 70% EtOH 1min Raumtemperatur
70% EtOH 1min Raumtemperatur
96% EtOH 1min Raumtemperatur
96% EtOH 1min Raumtemperatur
99,5% EtOH 1min Raumtemperatur
99,5% EtOH 1min Raumtemperatur
Xylol 2min Raumtemperatur
Xylol 2min Raumtemperatur
Eindecken Eukitt Raumtemperatur
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2.2.3 Immunhistochemie nach LSAB

Die Immunhistochemie (IHC) wurde nach LSAB Methode (Labelled Strept Avidin Biotin
Methode) angefertigt (Stand August 2003 im Life Science Center der
Universitatsfrauenklinik Dusseldorf).

Auch hier wurden die Schnitte zu Beginn mit Xylol fir mindst. 15min entparaffiniert.
Gefolgt von einer Rehydrierung mittels absteigender Ethanolreihe der Konzentrationen
99,5%, 96%, 70%. Nachdem nun mit Leitungswasser gespult worden war, konnte die
Hintergrundfarbung mit 3% Wasserstoffperoxid (H202) in der Verdinnung 1:10 fir
30min erfolgen. Im Anschluss wurde erneut mit reichlich Leitungswasser gespilt.

Die Hitze-induzierte Epitop-Antigenrickgewinnung fand mittels
Schnellkochtopfmethode statt (etabliert seit dem 23.08.2001 im Life Science Center
der Universitatsfrauenklinik Dusseldorf). Dieser Vorgang ist fur die
immunhistochemische Farbung von Bedeutung, da es durch die Fixierung in Formalin
zu einer Epitopmaskierung kommt und die Antigen-Antikorper-Bindung reduziert
wlrde. Dadurch kdnnten bei mangelnder Antigenriickgewinnung zu schwache oder
falsch negative Farbungen entstehen.

Far das Verfahren wurde 1500ml Citratpuffer in der Verdiinnung 150:1500 angesetzt.
Um die Bedingungen auszugleichen wurden immer drei Stander mit Objekttragern in
den Kochtopf gestellt. Zunachst wurde die Flussigkeit auf hochster Stufe zum Kochen
gebracht, erst dann wurden die Schnitte hineingestellt und die Kochplatte wurde auf
die dritte Stufe gestellt. Der Deckel wurde geschlossen und auf die erste Ventilstufe
gestellt. Sobald der Druckanzeiger erschienen ist, wurde der Timer auf 15min
eingestellt. Nach dieser Zeit wurde der Topf von der Platte genommen und 5min lang
bei Raumtemperatur zum Abkuhlen stehen gelassen. Erst dann wurde der Topf
geoffnet und der Citratpuffer mit Leitungswasser geflutet.

Nachdem die Schnitte auf Raumtemperatur abgekuhlt waren, erfolgte die
Pronasevorbehandlung fir 7min in 0,13%iger Pronase E (in TRIS-Puffer). Im
Anschluss wurden die Praparate mit Leitungswasser sowie Triton-A.dest gespdilt.

Bei der LSAB-Methode wird Avidin genutzt, das bereits an ein Enzym gebunden ist
(labelled avidin). Dieses wurde aus zwei Hihnereiweil® gewonnen, die mit 200ml Aqua
destillata gemischt wurden. Fir 15min wurde das Avidin mit den Gewebeproben in
Verbindung gebracht. Avidin hat vier Bindungsstellen und eine hohe Affinitat fur Biotin.
Im nachsten Schritt erfolgt diese Bindung, da die Objekttrager, nachdem sie mit
Leitungswasser gespult wurden, fir 15min in ein Biotin-Gemisch gestellt wurden. Der
grofRe Komplex, zudem Avidin mit Biotin fusioniert, sorgt fir eine deutliche
Signalverstarkung bei der spateren Antikérper-Epitop-Reaktion. Das Avidin-Biotin-
Enzymkonjugat entsteht in einem TBS-Puffer (9g NaCl (Pulver) auf 100ml TRIS ad
1000ml Aqua dest.), der durch seinen pH-Wert die Bindungseigenschaften positiv
beeinflusst. Nun wurde erneut mit Leitungswasser gespult. Im Anschluss wurden die
einzelnen Gewebeproben auf den Objekttragern mit Liquid Blocker umkreist, um im
folgenden Antikérper zu sparen.
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Nach einer Spllung mit Triton-Aqua dest., wurde nun der spezifische Primarantikbrper
(30ul pro Schnitt) aufgebracht und flr 30min in einer feuchten Kammer belassen. Der
Antikorper wurde mit Dako Antibody Diluent in vorher getesteter Konzentration
verdunnt. Auf die Negativkontrollen wurde statt des Primarantikorpers Leitungswasser
aufgetragen.

Bei dem Primarantikorper handelt es sich um den Antikdrper, der spezifisch gegen das
ausgewahlte Epitop gerichtet ist und an dieses mit hoher Affinitat bindet. In diesem Fall
wurden in vorherigen Testreihen verschiedene Antikérper auf die Reaktion mit
Endometriumspezifischen Antigenen getestet. Zum Einsatz gekommen sind Musashi1,
KLF4, Oct-3/4, NOTCH1 und Nanog (siehe auch Abschnitt 2.1.4 Antikérper).

Nach der Bindung wurde erneut mit Leitungswasser und Triton-Aqua dest. gespult. Im
Anschluss wurde ein biotinylierter Sekundarantikorper fir 15min verwendet. Der Biotin
konjugierte Sekundarantikdrper ist gegen den Primarantikdrper gerichtet und I6st durch
eine Enzym-Substrat-Reaktion die Farbentstehung aus. Danach wurde wieder mit
Leitungswasser gespult.

15min Tertidrreagenz bei RT (OTs liegend) (ScyTek ABL999) Bei der Drei-Schritt-
Methode wird ein weiterer Antikdrper hinzugegeben, der auch ein Enzym gekoppelt ist
— das Tertitarreagenz. Dieser bindet an den Sekundarantikérper und dient der
Signalverstarkung. Durch die Aufsummierung von Enzymen kommt es zur
Signalverstarkung. So lassen sich auch geringe Epitopmengen detektieren. Nach
15min Reaktionszeit wurde erneut mit Leitungswasser und Triton-Aqua dest. gespult.

Nun wurden die Gewebe exakt fur 7min mit Diaminobenzidin bedeckt. Die Farbreaktion
entsteht durch die Umsetzung des Diaminobenzidin-Farbkomplexes wenige Minuten
nach dem Auftragen. Hierbei wird ein Farbsubstrat umgesetzt. Dabei farben sich die
gesuchten Antigen-Strukturen, die eine Verbindung mit den angewandten
Primarantikérpern eingehen, braunlich. Die Gegenfarbung erfolgte mit Hdmalaun
(Blauen). Nach der Gegenfarbung wurden die Schnitte kurz in Aqua destillata
gegeben. Daraufhin erfolgte die Aufhellung und Entwasserung mittels aufsteigender
Ethanolreihe der Konzentrationen: 70%, 96%, 99,5%, welche mit dem Bad in Xylol fur
jeweils 2min endete. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Eukitt und Deckglaschen
eingedeckt.

Tabelle 2: Protokoll IHC nach LSAB

Arbeitsschritt Reagenz Zeit Bedingungen

Entparaffinierung Xylol 10min | Raumtemperatur
Xylol 10min | Raumtemperatur

Rehydrierung 99,5% EtOH 1min Raumtemperatur
99,5% EtOH 1min Raumtemperatur
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96% EtOH Tmin Raumtemperatur
96% EtOH Tmin Raumtemperatur
70% EtOH 1min Raumtemperatur
70% EtOH 1min Raumtemperatur
Hintergrundfarbung 3% H202 Verdlinnung 30min | Raumtemperatur
1:10
Hitze-induzierte Schnellkochtopf in 15min | Kochender
Epitoprickgewinnung Citratpuffer 150:1500 Citratpuffer pH6:
21g Citronensaure
(C6H8O7xH20)
(Merck Best.Nr.
242)
25ml NaOH (2mol)
(R.d.H. Best.Nr.
38212)
ad 1 Lister Aqua
dest. Stammlésung
1:10 (150ml +
1350ml)
Leitungswasser fluten Raumtemperatur
Pronasevorbehandlung 0,13%iger Pronase E (in | 7min Raumtemperatur
TRIS-Puffer - 0,02g in
15ml TRIS)
Spilen mit Raumtemperatur
Leitungswasser
Spulen mit Triton-Aqua Raumtemperatur
dest.
Signalverstarkung Avidin 15min | Raumtemperatur, 2
Eiweil auf 200ml
Aqua dest.
Spulen mit Raumtemperatur
Leitungswasser
Signalverstarkung Biotin 15min | Raumtemperatur,
Biotin (0,02% d-
Biotin in TBS-

Puffer*) (Sigma
Best.Nr. 4501) (5
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Tage haltbar) >
0,02g auf 100ml >
20mg auf 100ml -
40mg Bioton auf
200mI TBS-
Spulpuffer

*TBS-Puffer: 9g
NaCl (Pulver) auf
100mI TRIS ad
1000ml Aqua dest.

Spulen mit Raumtemperatur
Leitungswasser

Kreise mit Liquid Blocker Raumtemperatur
malen

Triton-A.dest. spulen Raumtemperatur,

(0,03% Triton X-
100) (Merck
Best.Nr. 8603)
150ul + 500ml Aqua
dest.

Antikorper-Antigen-
Reaktion

Primarantikorper

30min

Raumtemperatur,
feuchte Kammer,
30ul pro Schnitt
(OTs liegend), auf
alle aul3er
Negativkontrolle
(dort Wasser) (AK +
Dako Antibody
Diluent
(Verdlinnung je
nach gewunschter
Konzentration)

Spilen mit
Leitungswasser

Raumtemperatur

Spulen mit Triton-Aqua

dest.

Raumtemperatur

Signalverstarkung

Sekundarantikérper

15min

Raumtemperatur,
feuchte Kammer
(OTs liegend)
(ScyTek ABN999)
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Polykl. fur Maus,
Kaninchen, Ratte,
Meerschweinchen,
Ziege

Spulen mit Raumtemperatur
Leitungswasser
Signalverstarkung Tertidrreagenz 15min | Raumtemperatur,
feuchte Kammer
(OTs liegend)
(ScyTek ABL999)
Spulen mit Raumtemperatur
Leitungswasser
Spulen mit Triton-Aqua Raumtemperatur
dest.
Antigen-Farbung Diaminobenzidin exakt | Raumtemperatur,
7min feuchte Kammer
(OTs liegend)
(ScyTek ACK999)
50ul DAB + 1ml
Substrat
Spulen mit Raumtemperatur
Leitungswasser
Gegenfarbung Hamalaun 5sec Raumtemperatur
Blauen in 20sec | Raumtemperatur
Leitungswasser
Spulen mit Raumtemperatur
Leitungswasser
Dehydrierung 70% EtOH 1min Raumtemperatur
70% EtOH 1min Raumtemperatur
96% EtOH Tmin Raumtemperatur
96% EtOH Tmin Raumtemperatur
99,5% EtOH Tmin Raumtemperatur
99,5% EtOH Tmin Raumtemperatur
Xylol 2min Raumtemperatur
Eindecken Eukitt Raumtemperatur
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Abb. 1: Schematische Darstellung der IHC nach LSAB

Enzym markiertes
Streptavidin

Biotinylierter
Sekundéarantikdrper

Primarantikbrper

A A Antigen

2.2.4 Auswertung mittels Score

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnittpraparate erfolgte qualitativ
und semiquantitaiv in der Lichtmikroskopie. Anhand eines eigens hierfur entwickelten
Scores wurden verschiedene Kriterien der Farbung beurteilt. Zum einen wie grol} der
Anteil an positiv gefarbten Zellen in Prozent war und zum anderen wie stark die
Intensitat der Farbung in vier Kategorien war. Im Anschluss wurde das Produkt der
beiden Kriterien gebildet.

Abb. 2: IRS Score

A: Percentage of positive cells (Anteil)

0 0

1 <10%
2 <50%
3 <80%
4 >80%

B: Staining intensity (Intensitat)

0 no colour reaction
1 mild reaction
2 moderate reaction

3 intense reaction
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Final IRS Score (AxB)
0-1 negative

2-3  mild

4-8  moderate

9-12 strongly positive

Diese Daten wurden fir jedes Praparat in jeder Farbung durch die Doktorandin sowie eine
unabhéngige verblindete Zweitgutachterin (Fachérztin fir Gynékologie und Geburtshilfe - Dr.
med. Vera Hepp) erhoben.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Reprasentative Fotos der Farbungen

Im Folgenden werden fotografischen Aufnahmen aufgefiihrt, die wahrend der
Lichtmikroskopie entstanden sind. Dargestellt sind reprasentative Farbungen je eines
Organs fir jeden verwendeten Antikorper. Die Ausschnitte werden in zwei
unterschiedlichen VergéRerungen gezeigt (20- und 40-fach), um sowohl einen
Uberblick als auch einen detailierten Ausschnitt zu erméglichen. Auf den Fotos sind
deutlich die Anfarbung aller jeweils verwendeten Antikérper in den Endometriose
Lasionen zu erkennen.

Abb. 3: Fotos der Lichtmikroskopie von den mit Oct-4/3 gefarbten Praparaten in den
Organen Ovar, Peritoneum, Vagina und Darm. VergréBerungen jeweils 20- und 40-fach

Ovar ‘ Peritoneum ‘Vagina Darm

Oct-3/4
Abb. 4: Fotos der Lichtmikroskopie von den mit Notch-1 gefarbten Praparaten in den
Organen Ovar, Peritoneum, Vagina und Darm. VergréBerungen jeweils 20- und 40-fach

Ovar Peritoneum Vagina Darm

Notch-1
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Abb. 5: Fotos der Lichtmikroskopie von den mit Nanog geféarbten Praparaten in den
Organen Ovar, Peritoneum, Vagina und Darm. VergréBerungen jeweils 20- und 40-fach

Ovar Peritqneum Vagi a Darm

Nanog
Abb. 6: Fotos der Lichtmikroskopie von den mit Musashi-1 gefarbten Praparaten in den

Organen Ovar, Peritoneum, Vagina und Darm. VergréBerungen jeweils 20- und 40-fach

Ovar Peritoneum Vagina Darm

T

Musashi-1
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Abb. 7: Fotos der Lichtmikroskopie von den mit KLF4 geférbten Préparaten in den
Organen Ovar, Peritoneum, Vagina und Darm. VergréBerungen jeweils 20- und 40-fach

Ovar Peritoneum Vagina Darm

KLF4
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3.2 Ergebnisse des IRS Scores

Die Beurteilung der immunhistochemisch geférbten Schnittpréparate erfolgte mitels
eines eigens hierflr entwickelten Scores. Hierbei wurden verschiedene Kriterien der
Farbung beurteilt. Zum einen wie groB der Anteil an positiv geférbten Zellen in Prozent
war und zum anderen wie stark die Intensitat der Farbung in vier Kategorien war. Im
Anschluss wurde das Produkt der beiden Kriterien gebildet. Die Farbungen wurden
sowohl von der Doktorandin Anna Henn (A), als auch von der Zweitauswerterin Dr.
med. Vera Hepp (V) bewertet. Aus beiden Auswertungen wurden der Durchschnitt der
vergebenen IRS Scores berechnet (AV).

Die folgende Tabelle und das dazugehérige Balkendiagramm geben eine Ubersicht
Uber die Ergebnisse dieses IRS Scores (AV). Die Beurteilung der unterschiedlich
lokalisierten Endometriosepréparate, gruppert nach den ICD-10 Diagnosen, erfolgte
far jeden der verwendeten Antikérper.

Tabelle 3: Ergebnisse durchschnittlicher IRS Score (AV)

Praparate gruppiert nach ICD Diagnose

Antikorper N80.1 N80.3 N80.4 N80.5
OCT-3/4 3,06 3,27 5,83 5,37
KLF4 3,1 1,79 4 2,78
Musashi-1 5,15 4,44 5,01 4,69
Nanog 5,4 2,39 4,57 4,97
NOTCH1 3,15 2,68 3,83 4

Abb. 8: Balkendiagramm Ubersicht durchschnittlicher IRS Score (AV) mit Standardabweichung

Ubersicht durchschnittlicher IRS Score AV

I
' I
3
L
2
1
0

OCT-3/4 KLF4 Musashi-1 Nanog NOTCH1

mN80.1 mN80.3 mN80.4 N80.5
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3.3 Statistische Auswertung des IRS Scores

In diesem Kapitel werden die statistischen Ergebnisse und deren Interpretation
vorgestellt. Die komplette statistische Auswertung mit den Rechenwegen, Tabellen und
Grafiken findet sich im Anhang.

Alle Daten wurden mit dem Programm IBM SPSS Statistics Version 26 fir Windows
analysiert.

Legende Abkulrzungen:
Auswertung A/ Final Score A = Bewertung der Farbungen durch Doktorandin Anna Henn

Auswertung V / Final Score V = Bewertung der Farbungen durch Zweitauswerterin (Facharztin
fur Gynakologie und Geburtshilfe - Dr. med. Vera Hepp)

Auswertung AV / Final Score AV = (Final Score A + Final Score V) / 2

3.3.1 Versuchsdesign

unabhangige Gruppen (between subject design) = Zwischensubjektvergleich
- Eine Gruppe hat eine Gruppierungsvariable

Bedingung: Diagnose (N80.1, N80.3,...) = unabhangige Variable UV
Outcome: Final IRS Score (1, 2,...) = abhangige Variable AV

3.3.2 Skalenniveau

UV: Nominalskala; Aussage: Gleichheit
AV: Ordinalskala; Aussage: Rangfolge ; A=B, A#B, A>B, A<B

AV ist nicht intervallskaliert, da zwischen den einzelnen Kategorien kein gleicher
Abstand besteht ; d=A-B nicht moglich

AV ist zusammengesetzt aus AxB

A: Percentage of positive cells (Anteil)

0 0

1 <10%
2 <50%
3 <80%
4 >80%

- Ordinalskala

B: Staining intensity (Intensitat)

0 no colour reaction
1 mild reaction
2 moderate reaction
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3 intense reaction
- Ordinalskala

Final IRS Score (AxB)
0-1 negative

2-3  mild

4-8  moderate

9-12 strongly positive
- Ordinalskala

3.3.3 Prifung der Normalverteilungsannahme:
Kolmogorov-Smirnov-Test* und Shapiro-Wilks-
Test

*Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

- Interpretation: Signifikanz < 0.5 - es gibt einen signifikanten Unterschied zwischen
der vorliegenden Verteilung und der Normalverteilung

- Daten sind nicht normalverteilt, Normalverteilung wére gegeben bei p > 0.5

3.3.4 Nullhypothese HO

Es gibt keinen Unterschied zwischen den verschiedenen von Endometriose
betroffenen Organen hinsichtlich ihrer Stammzellmarker-Expression, welche durch die
IHC Farbung nachgewiesen und mittels IRS Score objektiviert wurde.

3.3.5 Statistische ZusammenhangsmaBe: Spearman-
Rangkorrelation

Bei den 304 bewerteten Final Scores in Auswertung A zeigte sich ein moderater
signifikanter Zusammenhang zwischen der Tiefe der Infiltration und der Hohe des Final
IRS Score; rs =.329, p < 0.01 (2-seitig).

- ,Je tiefer infiltrierend, desto hoher der Final IRS Score.”

Bei den 304 bewerteten Final Scores in Auswertung V zeigte sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Tiefe der Infiltration und der H6he des Final IRS Score;
rs =.0141, p 0.014 (2-seitig). Auf dem 0,05 Niveau ist die Korrelation signifikant, da
p=0.014 (zweiseitig). Auf diesem Signifikanz-Niveau zeigte sich ein schwacher
Zusammenhang.

Beim Mittelwert der Final Scores A und V zeigte sich ein schwacher signifikanter
Zusammenhang zwischen der Tiefe der Infiltration und der H6he des Final IRS Score;
rs =.281, p <0.01 (2-seitig).

- ,Je tiefer infiltrierend, desto hoher der Final IRS Score.”
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Zwischen den Ergebnissen der Auswertung A und der Auswertung V zeigte sich ein
starker signifikanter Zusammenhang, rs = .528, , p < 0.01 (2-seitig).

- Die Bewertungs-Ergebnisse zwischen den beiden Auswertern A und V korrelieren
positiv miteinander.

3.3.6 Statistische ZusammenhangsmafBe: Chi-Quadrat-

Test

Bericht von Chi-Quadrat-Tests: X2(,df“) = ,,Chi-Quadrat nach Pearson®, p =
~Asymptotische Signifikanz"

- Auswertung A:

X2(12) =37.571, p < 0.001, Cramers V = 0.196, Phi = 0.340
- Auswertung AV:

X2(12) =53.302, p < 0.001, Cramers V = 0.234, Phi = 0.405

Bei der Auswertung A gibt es einen schwachen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem betroffenen Organ und der Héhe des IRS Score in Klassen; X2(12) =
37.571, p <0.001, Cramers V = 0.196.

Wenn man Phi = 0.340 als Effektstarkemall verwendet, ist der Zusammenhang
moderat signifikant.

- ,Der Anteil von Endometrioselasionen mit einem hohen IRS-Score ist unter den
Organen, die zur TIE zahlen, signifikant gréRer, als unter den Organen, in denen keine
TIE auftritt.”

Bei der Auswertung AV gibt es einen schwachen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem betroffenen Organ und der Héhe des IRS Score in Klassen; X2(12) =
53.302, p < 0.001, Cramers V = 0.234.

Wenn man Phi = 0.405 als Effektstarkemall verwendet, ist der Zusammenhang
moderat signifikant.

- ,Der Anteil von Endometrioselasionen mit einem hohen IRS-Score ist unter den
Organen, die zur TIE z&hlen, signifikant groRer, als unter den Organen, in denen keine
TIE auftritt.”

3.3.7 Mittelwertvergleiche: Mann-Whitney-U-Test
Bericht: U = ,Mann-Whitney-U*, z = ,Z%, p=,Signifikanz (2-seitig)
- Auswertung A:
U =1389.00 z=-5.787, p < 0.001 (2-seitig)
- Auswertung V:
U = 2288.00 z = -2.525, p = 0.012 (2-seitig)
- Auswertung AV:
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U = 1615.50 z = -4.899, p < 0.001 (2-seitig)

In allen Auswertungen ist der mittlere Rang des IRS Scores beim Darm héher als beim
Peritoneum. In den Auswertungen A und AV sind zudem die Rangsummen des Darms
hoher als die des Peritoneums. Zudem ist der Unterschied dort signifikant. Fur die
Ergebnisse der Auswertung V liegt keine Signifikanz vor, bei p < 0.001. Auf dem 0.05
Niveau liegt eine Signifikanz vor, da p=0.012 (zweiseitig).

3.3.8 Einfaktorielle Varianzanalysen: Kruskal Wallis Test
X2(,df) = ,,Chi-Square®, p = “Asymp. Sig.”

- Auswertung A:

X2(3) = 39.789, p <.001

- Auswertung V:

X2(3) =13.539,, p: .004/4 = .001 (Bonferroni-Korrektur)

- Auswertung AV:

X2(3) =30.442, p < .001

Es gibt einen signifikanten Unterschied zwischen verschiedenen Gruppen in den
Auswertungen A, V und AV. Da jedoch noch unklar ist welchen, werden manuelle
Paarvergleiche bendtigt.

3.3.9 Paarvergleiche

In den Paarweisen Vergleichen der Auswertungen A, V und AV zeigen sich signifikante
Unterschiede zwischen den Vergleichen von Peritoneum (3) und jedem anderen Organ
(1, 4, 5) bei einem Signifikanzniveau von .05. Daher wird die Nullhypothese, dass es
keinen Unterschied gibt, abgelehnt.

In der Auswertung V zeigte sich im Vergleich 3—4 nach der Bonferroni-Korrektur keine
Signifikanz mehr. Bei den anderen Vergleichen jedoch weiterhin auf einem Niveau von
.05.
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4 DISKUSSION

4.1 Bewertung des Materials

Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Studie wurden Paraffingewebeproben von
operativ entfernten Endometriose Lasionen untersucht. Zwar sind die Proben in einem
guten Zustand, doch aufgrund der vielfaltigen Verarbeitungsschritte kam es potentiell
zu Schaden am Gewebe und es wurde zudem fir einige mégliche Untersuchungen
unbrauchbar.

Angefangen bei der Gewinnung des Gewebes in einem operativen Eingriff. Um die
Endometriose Lasionen zu entnehmen, missen diese mit traumatischen Instrumenten
gefasst werden. Dies hat zwangslaufig zur Folge, dass die Struktur und Morphologie
des Gewebes teilweise beschadigt wird. Es kann zudem zu Einblutungen in das
Praparat kommen, die sich in einer spateren Farbung als Hintergrundfarbung
manifestieren und so zu falsch positiven Ergebnissen fihren kdnnen. Eine weitere
mogliche Schadigung entsteht durch die Bergung der Proben. Meist erfolgt ein
chirurgischer Eingriff mit der Indikation ,Endometriose* laparoskopisch. Das bedeutet,
alle Gewebeproben werden durch einen Trokar oder einen kleinen Einschnitt per
Bergebeutel geborgen. Durch die Kompression bei diesem Vorgang, kann auch hier
eine Beschadigung des Materials erfolgen. Dies gilt insbesondere flr grélRere Zysten
vom Ovar.

Nach der Entnahme wurde das Gewebe unmittelbar in 4%iges gepuffertes Formalin
gegeben und dann mit PBS-Puffer und 70%igem Alkohol weiterverarbeitet. Danach
wurden die Gewebeproben in Paraffin eingebettet und nach Standardfarbung durch die
Pathologie untersucht. Diese Behandlung macht einige Untersuchungsmethoden im
Labor unmoglich.

Bei der pathologischen Untersuchung der Gewebebldcke wurden Schnittpraparate
angefertigt. So kann es dazu gekommen sein, dass kleine Endometriose Lasionen sich
bereits in diesen Schnitten befanden und durch die Voruntersuchung entfernt wurden,
sodass auf dem restlichen Gewebeblock keine Lasion mehr zu erkennen ist. Bei den
gefarbten Praparaten dieser Arbeit wurden zwei aus der Wertung herausgenommen,
da sie keine Endometrioseherde enthalten. Die geringe verfugbare Menge an Gewebe
fuhrt dazu, dass nur eine begrenzte Anzahl an Farbungen méglich ist, sodass die
Auswahl an Antikérpern eingeschrankt wurde.

Auch ware es winschenswert eine groftere Menge an verschiedenen Gewebeproben
verwenden zu kénnen, um in der statistischen Auswertung eine gréRere Signifikanz zu
erzielen. Jedoch hatte eine grofiere Anzahl an Praparaten wiederum zum Nachteil,
dass mehr Farbedurchgange mit den jeweiligen Antikbrpern nétig gewesen waren.
Dies fuhrt dazu, dass die unterschiedlichen Chargen nicht ideal miteinander
vergleichbar sind, da sie unter minimal unterschiedlichen Bedingungen entstanden
waren.
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Die verwendeten Praparate fir die Positivkontrollen wurden auch von der Pathologie
zur Verfugung gestellt. Sie wurden in vorgeschalteten Versuchen auf ihre
Reaktionsfahigkeit und Potenz als Positivkontrollen Uberpruft.

Auch die verwendeten Antikorper wurden zuvor in verschiedenen Experimenten gegen
andere getestet und flir diese wissenschaftliche Arbeit ausgewahlt. Zudem wurden die
noétigen Konzentrationen ermittelt. Fir zukunftige wissenschaftliche Arbeiten ware es
interessant, noch weitere Antikérper zu farben und ihre Auspragung zu ermitteln.

Ambivalent zu betrachten ist die anonymisierte Vorgehensweise bei dieser
wissenschaftlichen Arbeit. Die Nummerierung der Bl6cke erfolgte durch die Pathologie
und wurde fir diese Studie beibehalten. Dies wahrt zum einen die Unkenntnis der
Identitat der Patientinnen und zum Anderen konnte die Auswertung unabhangig von
der Kenntnis der Anamnese und Klinik durchgefihrt werden. So konnte ein
Beurteilungsbias bei der Auswertung der Ergebnisse vermieden werden. Andererseits
ware es auch interessant, die Auswertung in Verbindung mit der Klinik vorzunehmen.
So kénnte man beispielsweise die Auspragung der Marker mit der Symptomschwere
oder mit der Zyklusphase korrelieren. Zudem kdénnte man bertcksichtigen, ob es sich
z.B. um eine Erstmanifestation oder ein Rezidiv handelt. Diese Hypothesen flr
weiterfuhrende Untersuchungen sind méglicherweise in Zukunft anzuschlielRen.

4.2 Kritische Betrachtung der Methode

Die Immunhistochemie wurde nach LSAB Methode (Labelled Strept Avidin Biotin
Methode) angefertigt. Diese Methode ist im Life Science Center der
Universitatsfrauenklinik Dusseldorf gut erprobt und findet dort hdufig Anwendung. Sie
eignet sich besonders gut, um Formalin-fixiertes, in Paraffin eingebettetes Gewebe auf
das Vorhandensein von Zellen mit Stammzellcharakter zu untersuchen. Diese wurden
durch die charakteristische Plastizitat ihrer Oberflachenmolekule (Antigene) mittels
Antikérper in der immunhistochemischen Farbung ausfindig gemacht. Die Protokolle
der einzelnen Farbungen, zu denen neben der Immunhistochemie auch die
Hamatoxylin-Eosin-Farbung zahlt, ergaben sich aus verschiedenen Komponenten.
Zum einen basieren die Methoden auf der Gebrauchsanleitung der verwendeten
Materialen wie z.B. der Antikdrper, zum anderen auf aktuellen wissenschatftlichen
Publikationen. So wurde z.B. die HE-Farbung nach dem Schema der Universitat Yale
durchgefuhrt. Auch die Erkenntnisse aus vorausgeschalteten Versuchen und
Experimenten wurden berucksichtigt.

Fir die Farbungen wurden Sammelobjekttrager angefertigt, um maoglichst sparsam mit
dem verfugbaren Gewebe umzugehen. So konnte sichergestellt werden, dass nur der
Bereich von groRtem Interesse angefarbt wurde. Dadurch konnten zum einen die
Materialkosten gering gehalten werden, da weniger AntikOrperldsung bendtigt wurde
und zum anderen erhohte sich die Vergleichbarkeit der Ergebnisse, da in einem
Durchgang eine grofiere Gruppen unter denselben Bedingungen gefarbt werden
konnte.
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Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnittpraparate in der
Lichtmikroskopie ist eine qualitative Bewertungsform. Das kann ein Nachteil dieser
Methode sein, da die Vergleichbarkeit zu den Ergebnissen anderer wissenschaftlicher
Arbeiten geringer ist, als bei quantitativen Methoden. Um eine semiquantitative
Bewertung zu ermdglichen, wurde daher ein Score entwickelt.(Remmele and Stegner,
1987) Folgende Kriterien der Farbung wurden dadurch beurteilt: der Anteil an positiv
gefarbten Zellen in Prozent und die Intensitat der Farbung in vier Kategorien. Im
Anschluss wurde das Produkt der beiden Kriterien gebildet.

Diese Daten wurden fir jedes Praparat in jeder Farbung durch die Doktorandin sowie
eine unabhangige verblindete Zweitgutachterin erhoben. Dadurch, dass die
Doktorandin in kurzem Zeitraum alle Praparate selbst bewertet hat, ergibt sich eine
hohe Intrarater-Reliabilitat. Die Befundung durch die unabhangige Zweitgutachterin
stellte sicher, dass eine gute Interrater-Reliabilitdt gewahrleistet ist. Durch die
Verblindung bei der Auswertung wurde einem Beurteilungsbias vorgebeugt.

Eine rein quantitative Auswertung kénnte als Erganzung in einer zukunftigen Arbeit
erfolgen. Moglich ware dies z.B. durch einen Immunoblot oder eine quantitative PCR.
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4.3 Betrachtung der Ergebnisse

Ziel der Arbeit ist eine Detektion von Zellen mit Stammzellcharakter in
Endometrioseherden. Die Analyse erfolgt zudem in Abhangigkeit der Lokalisation der
Herde. So wird zwischen tief infiltrierendem und oberflachlichem Befall differenziert.
Demnach ergeben sich zwei Arbeitshypothesen, die Uberprift werden:

e Gibt es Zellen mit Stammzellcharakter in Endometriose Lasionen?

e Unterscheidet sich die Auspragung der Zellen mit Stammzellcharakter abhangig
von der Lokalisation der Lasion (oberflachlicher vs. tief infiltrierender Befall)?

In den fotografischen Aufnahmen, die von den Farbungen in der Lichtmikroskopie
angefertigt wurden, sieht man deutlich die Anfarbung aller jeweils verwendeten
Antikérper in den Endometriose Lasionen. Demnach kann die erste Hypothese
eindeutig mit Ja beantwortet werden. Es gibt Zellen mit Stammzellcharakter in
Endometriose Lasionen.

Um die zweite Hypothese beantworten zu kénnen, wurde eine semiquantitative
Auswertung mittels Score verwendet. So konnte eine bessere Vergleichbarkeit
zwischen den einzelnen Ergebnissen der Farbungen erreicht werden. Die Ergebnisse
der Bewertung durch den Score wurden dann statistisch ausgewertet.

In der Spearman Rangkorrelation zeigt sich bei den 304 bewerteten Final Scores je
nach Auswerterin ein schwacher bzw. moderater signifikanter Zusammenhang
zwischen der Tiefe der Infiltration und der H6he des Final IRS Score. Demnach ist der
Final IRS Score hoher, je tiefer infiltrierend eine Lasion ist.

Zudem wurde mit der Spearman Rangkorrelation statistisch Gberprtft, ob eine gute
Interrater-Reliabilitat vorliegt. Es zeigt sich ein starker signifikanter Zusammenhang
zwischen den Ergebnissen beider Auswertungen rs = .528, , p < 0.01 (2-seitig). Das
bedeutet, die Bewertungs-Ergebnisse zwischen den beiden Auswerterinnen korrelieren
positiv miteinander. Somit ist eine sehr gute Interrater-Reliabilitat gegeben.

Die statistischen Zusammenhangsmalie wurden mittels Chi-Quadrat-Test berechnet.
Hier zeigt sich bei den Auswertungen ein moderat signifikanter Zusammenhang
zwischen dem betroffenen Organ und der Héhe des Scores in Klassen. Folglich ist der
Anteil von Endometrioselasionen mit einem hohen IRS-Score unter den Organen, die
zur TIE zahlen (Darm und Vagina), signifikant gréRer, als unter den Organen, in denen
keine TIE auftritt.

Des weiteren wurde Mittelwertvergleiche (Mann-Whitney-U-Test) zwischen den Werten
des ,Peritoneums” (oberflachlicher Befall) und des ,Darms® (tief infiltrierend)
angefertigt. Daraus ergeben sich folgende Erkenntnisse:

In allen Auswertungen ist der mittlere Rang des IRS Scores beim ,Darm“ héher als
beim ,Peritoneum®. Zudem sind die Rangsummen des ,Darms” hdher als die des
.Peritoneums” (p .05). Also sind die mittleren Range bei den unabhangigen Gruppen
,Darm“ und Peritoneum® verschieden. Anhand der héheren Rangsumme bei der
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Gruppe ,Darm“ sieht man, dass hier hdhere Werte vorliegen, als in der Gruppe
,Peritoneum®. Daraus lasst sich schlie3en, dass die Farbung des Organs ,Darm®,
welches eine tiefinfiltrierende Lokalisation reprasentiert, in ihrer Auspragung (siehe IRS
Score) starker ist,als beim ,Peritoneum®, welches fur den oberflachlichen Befall steht.

Bei der einfaktoriellen Varianzanalyse (Kruskal Wallis Test) wurde festgestellt, dass es
einen signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen in allen
Auswertungen gibt. Um zu ermitteln welchen, wurden manuelle Paarvergleiche erstellt.

In den Paarweisen Vergleichen aller Auswertungen zeigen sich signifikante
Unterschiede zwischen den Vergleichen von der Gruppe ,Peritoneum® und jedem
anderen Organ. Somit wird die Nullhypothese, dass es keinen Unterschied gibt,
abgelehnt.

In der Auswertung der Zweitgutachterin zeigte sich im Vergleich ,Peritoneum® und
»vagina“ nach der Bonferroni-Korrektur keine Signifikanz mehr. Bei den anderen
Vergleichen jedoch weiterhin auf einem Niveau von .05. Somit kann man sagen, dass
es fast in allen Gruppen einen signifikanten Unterschied bei der Auspragung der
gefarbten Antikérper gibt, wenn man ein Organ, das den tief infiltrierenden Befall
vertritt, mit dem Peritoneum vergleicht, welches den oberflachlichen Befall
reprasentiert.

In Betrachtung aller statistischer Ergebnisse kann man zusammenfassend die zweite
Hypothese ,Unterscheidet sich die Auspragung der Zellen mit Stammzellcharakter
abhangig von der Lokalisation der Lasion (oberflachlicher versus tief infiltrierender
Befall)?“ bestatigen. Daruber hinaus lasst sich feststellen, dass die Auspragung der
Zellen mit Stammzellcharakter in tief infiltrierenden Lasionen gréfRer ist, als bei
solchen, die als oberflachliche Herde gelten.
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4.4 Uberpriifung der Theorien und
Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zur Aufklarung der Atiologie von Endometriose
zu leisten. Diese wird seit der wissenschaftlichen Erstbeschreibung durch Rokitansky
im Jahre 1860, kontrovers diskutiert. Einige Theorien fanden dabei vermehrt Anklang,
die im Folgenden Uberprift werden.

Die wahrscheinlich anerkannteste ist die Implantationstherorie nach Sampson, welche
besagt, dass endometriales Gewebe wahrend der retrograden Menstruation Uber die
Tuben in den Bauchraum gelangt und sich dort implantieren kann.(Sampson, 1927)
Aufgrund von Krampfen der Uterusmuskulatur kommt es zum Herausldsen einzelner
Zellen, die dann verschleppt werden. Flr diese Theorie spricht, dass bei Patientinnen
mit Endometriose eine hohere Aktivitat der Uterusmuskulatur festgestellt wurde, als bei
einer gesunden Kontrollgruppe.(Salamanca and Beltran, 1995) Zudem war die Menge
an Menstruationsblut, das in den Bauchraum gelangt ist, gréRer und beinhaltete mehr
Gewebestiicke des dislozierten Endometrium.(Halme et al., 1984) Auch eine
Abflussbehinderung des Menstruationsbluts tber die Zervix stellt einen Risikofaktor flr
die Entstehung von Endometriose dar.(Nunley and Kitchin, 1980) Im Tierexperiment
mit Pavianen, konnte eine Endometriose durch Ligatur der Zervix uteri provoziert
werden.(D'Hooghe, 1997) Die Abflussbehinderung hat womdglich zur Folge, dass sich
das Blut stattdessen seinen Weg Uber die Tuben in den Bauchraum bahnt.

Gegen die Implantationstheorie spricht allerdings die Tatsache, dass 76-90% aller
Frauen zum Teil auch retrograd menstruieren(Burney and Giudice, 2012) und dennoch
lediglich 6-10% eine Endometriose aufweisen(Kiechle, 2006, Breckwoldt M., 2007).
Auch Frauen, die nie eine Menstruation hatten, kdnnen von Endometriose betroffen
sein. Des Weiteren lassen sich die verschiedenen extragenitalen Lokalisationen (z.B.
Lunge oder Gehirn) schwierig durch die retrograde Menstruationstheorie erklaren.
Sogar bei Mannern, die aufgrund eines Prostatakarzinoms hochdosiert mit Ostrogen
behandelt wurden, konnte in seltenen Fallen Endometriose nachgewiesen werden.(Rei
et al., 2018) Und auch bei Patientinnen die sich einer radikalen Hysterektomie sowie
Adnexektomie unterzogen haben, kommt es in manchen Fallen zu einem spateren
Zeitpunkt wieder zum Rediziv.(Rizk et al., 2014) All diese Falle sprechen gegen die
retrograde Menstruationstheorie.

Eine Verschleppung von dislozierten Endometriumzellen ist nicht nur Gber die Tuben
denkbar, sondern auch tber die Blutbahn oder die Lymphwege. Diese hamatogene
oder lymphogene Streuung wirde dem Ausbreitungsmuster von Metastasen bei
Malignomen ahneln.(Levander and Normann, 1955) Zwar ist die Endometriose eine
Erkrankung benigner Genese, jedoch weist sie einige Merkmale eines malignen
Phanotyps auf: Multifokalitat, intravasale Nachweisbarkeit und Fernabsiedlungen.
Zudem sind pro-inflammatorische und pro-angiogene Faktoren sowohl beim
Tumorwachstum, als auch in Endometrioseherden nachweisbar(Noble et al., 1997,
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Vodolazkaia et al., 2016). AuRerst selten kommt es zu einer malignen Entartung der
Endometrioseherde. Aus einem Endometriom kann so ein Ovarialkarzinom entstehen.
Es sind endometriode, klarzellige und low-grade serése Ovarialkarzinome im
Zusammenhang mit Endometriose beschrieben.(Pearce et al., 2012, Wilbur et al.,
2017, Bassiouny et al., 2019) Patientinnen mit Endometriose haben ein 1,3 bis 4-fach
hoéheres Erkrankungsrisiko fur ein Ovarialkarzinom.(Somigliana et al., 2006, Kim et al.,
2014, Zafrakas et al., 2014) Und auch das endometriode Adenokarzinom des eutopen
Endometriums zeigt sich in populationsbezogenen Studien bei Patientinnen mit
Endometriose haufiger.(Kok et al., 2015, Habiba et al., 2018) Zwar kann man bei der
Endometriose nicht von einer pramalignen Lasion sprechen, jedoch stellt sich die
Frage, wodurch das Entartungspotenzial bedingt ist.

Die Metaplasietheorie beruht auf der Annahme, dass Endometrioseherde aus
pluripotentem Zélomepithel entstehen, indem dieses sich unter Ostrogeneinfluss in
Muller-Gangepithel umwandelt.(Meyer, 1919) Grundlage dieser Idee ist die
Beobachtung, dass das Endometrium entwicklungsgeschichtlich aus demselben
Gewebe hervorgeht wie das Peritoneum, namlich aus dem Mesoderm, genauer gesagt
dem Zdlomepithel. Die Induktionshypothese, besagt, dass die retrograde Menstruation
ein Stimulus fir die Metaplasie des Mesothels sein kénnte. Jedoch belegen
emrbyologische Studien, dass kein Muller-Gangepithel an Stellen wie dem Colon
sigmoideum, dem Blinddarm oder weiter entfernt am Zwerchfell oder der Pleura zu
finden sind.(Signorile et al., 2009) Das Auftreten von L&sionen an diesen Organen ist
also schwierig mit der Metaplasietheorie zu erklaren. Aulerdem ware ein haufigeres
Auftreten bei Mannern zu erwarten, falls es sich bei der Manifestation von
Endometriose lediglich um eine metaplastische Umwandlung handeln wirde.

Auch fiur eine genetische Komponente bei der Pathogenese sprechen einige
Argumente. So fuhrten beispielsweise Studien, das Risiko an Endometriose zu
erkranken, zu 51% auf genetische Faktoren zurlck.(Kiechle, 2006) Bei Verwandten 1.
Grades einer betroffenen Patientin ist die Wahrscheinlichkeit an Endometriose zu
erkranken erhdht und auch das Rezidivrisiko fur alle Verwandten ersten Grades liegt
bei 6,9%(Simpson et al., 1980). Epidemiologische Studien deuten auf eine
multifaktorielle polygenetische Vererbung hin, wobei bislang keine konkreten Genloki
ausfindig gemacht werden konnten. Es gibt jedoch einige Kandidatengene mit
potenzieller Plausibilitat.(Kennedy et al., 2001, Bischoff and Simpson, 2000, Simpson
and Bischoff, 2002) Die bisherigen Studien konnten jedoch keines dieser Gene mit
Sicherheit der Pathogenese zuordnen. Die meisten von ihnen untersuchen zu kleine
Stichproben, fir eine ausreichende Aussagekraft.(Montgomery et al., 2008, Zondervan
et al., 2002) Unter den Kandidatengenen sind Tumorsupressorgene, die wieder auf
eine Parallele zu malignen Tumorerkrankungen hindeuten kénnten. Auch einige Gene,
die fUr entgiftende Enzyme transkribieren, sind potenziell fur die Entstehung der
Endometriose verantwortlich. Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass der Einfluss
von Schadstoffen wie z.B. Polychlorierte Biphenyle, Bisphenol A und Phtalate die
Entstehung der Erkrankung férdert.(Parazzini et al., 2017, Roy et al., 2015)

42



Vielleicht handelt es sich auch um eine epigenetische Vererbung, bei der
unterschiedliche Umwelteinflussfaktoren eine Rolle spielen. In asiatischen
Populationen zeigt sich im Vergleich zu kaukasischen haufiger ein Zusammenhang mit
Genvariationen, was auf eine wichtige Rolle von Gen-Polymorphismen in der Atiologie
hinweist.(Lao et al., 2016, Pabalan et al., 2017, Pagliardini et al., 2015, Xin et al., 2015,
Yang et al., 2016, Yiet al., 2016)

Falls es sich bei der Endometriose um eine genetische Erkrankung handelt, konnte
das starke Auswirkungen auf die Diagnostik und Therapie haben. Falls sich ein Gen
lokalisieren lieRe, kbnnte man beispielsweise in betroffenen Familien ahnlich wie bei
einer BRCA-Mutation, eine genetische Beratung durchfihren. Auch waren genetische
Marker im Blut fiir eine nicht invasive und sichere Diagnosestellung sehr
hilfreich.(Parasar et al., 2017) Therapeutisch kdnnten Verfahren wie CRISPR-Cas
dazu genutzt werden, betroffene Gene zu reparieren/ersetzen und so womdglich eine
komplette Heilung der Endometriose bewirken.

Eine weitere atiopathologische Erklarung ist die Beteiligung des Immunsystems bei der
Krankheitsentstehung. Zum Beispiel kdnnte eine Funktionsstdrung der natirlichen
Killerzellen dazu flhren, dass die Phagozytose von ektopen Zellen vermindert erfolgt
und diese so die Chance bekommen, sich anzusiedeln. Zu einem unzureichenden
Abbau kann es auch dadurch kommen, dass zu viele ektope Zellen (z.B. bei
ausgepragter retrograder Menstruation) das System der naturlichen Killerzellen
Uberlasten und so das ,Reinigungssystem® Uberfordern.(Haney et al., 1981, Hill et al.,
1988, Jones et al., 1998, Darrow et al., 1993, Vercellini et al., 1997) Die Makrophagen
selbst wiederum regen durch die Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen und
Wachstumsfaktoren die Proliferation von endometrialen Zellen im Bauchraum an.
Diese sind z.B. der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und Interleukin-1beta (IL-
1b).(Noble et al., 1996, Agic et al., 2009) Dass Zytokine eine wichtige Komponente
darstellen, verdeutlichen Studien, die multiple immunologische Veranderungen in der
Peritonealflissigkeit und im Peritoneum von Endometriosepatientinnen gegentber
einer Kontrollgruppe nachweisen konnten.(Symons et al., 2018) Allerdings haben
manche extragenitale Herde gar keinen Kontakt zur Peritonealflissigkeit und es wurde
auch eher eine negative Korrelation (umgekehrt proportional) zwischen peritonealer
Endometriose und der Makrophagen-Aktivitat nachgewiesen, was wiederum die
Theorie stutzt, dass eine unzureichende Funktion der naturlichen Killerzellen die
Krankheitsentstehung begtinstigt.(Symons et al., 2018)

Epidemiologisch gibt es statistisch relevante Haufungen bei bestimmten
Begleiterkrankungen. So scheint es z.B. einen Zusammenhang zwischen
Autoimmunerkrankungen mit Endometriose zu geben. Es wurde eine erhdhte
Pravalenz bei Patientinnen mit Hypothyreose, Lupus erythematodes, Rheumatoider
Arthritis und Multiple Sclerose festgestellt.(Sinaii et al., 2002) In welcher Beziehung
diese Assoziation jedoch steht, ist ungewiss. Es konnte sich um einen Risikofaktor
oder auch um ahnliche Pathomechanismen und damit ausl6ésende Faktoren
handeln.(Bungum et al., 2014, Shigesi et al., 2019)
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Die Angiogenese spielt bei der Entstehung der Lasionen eine besonders wichtige
Rolle, da die Herde zum wachsen ihre eigenen Gefalle und den Anschluss an die
Blutversorgung bendtigen. Sie sind auf die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen
angewiesen und auch auf die hormonelle Stimulation. Zudem mussen die
Endometrioseinseln ihre Stoffwechselabbauprodukte, wie alle anderen vitalen Zellen,
Uber das Blut abgeben und entsorgen. Angiogenetische Faktoren, Steroide und
Wachstumsfaktoren aus der Peritonealflissigkeit sind wichtige Faktoren fir die
Sprieflung von neuen Gefallen. Wichtige Angiogenesefaktoren, die in verschiedenen
Arbeiten identifiziert werden konnten, sind der Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), der Fibroblast Growth Factor (FGF) und der Platelet Derived Growth Factor
(PDGF).(Emamifar et al., 2012) Ein weiterer fordernder Einfluss auf die Angiogenese
ist oxidativer Stress, der unter anderem durch Apoptosen ausgel6st wird.(Gordts et al.,
2017, Koninckx et al., 2019, Parazzini et al., 2017)

Die Neoangionese von endometriotischen Lasionen konnte auch in einem in vitro
Modell gezeigt werden. Dabei wurde die Chorioallantoismembran (CAM), die ein
Huhnerembryo bedeckt, als Nahrboden genutzt, um Endometrioseherde zu zichten.
Auf die Membran wurden Fragmente menschlichen Menstruationsendometriums
aufgebracht. Diese reorganisierten sich und bildeten endometriotische Lasionen aus,
die Neoangiogenese induzierten und Uberlebten.(Nap et al., 2003)

Fest steht, dass bei Endometriose-Patientinnen die Kommunikation zwischen
Stammzell-Signalwegen und den Signalwegen der Hormone Ostrogen und
Progesteron gestort ist. Verursacht wird diese gestorte Kommunikation womaoglich
dadurch, dass Stammzellen an ihre Nachkommen eine Progesteron-Resistenz
vererben.(Barra et al., 2019) Durch den pramenopausalen Erkrankungszeitpunkt wird
deutlich, dass der hormonelle Einfluss eine entscheidende Komponente in der
Pathogenese der Endometriose darstellt. Diese Theorie wird dadurch untermauert,
dass in der Therapie der Endometriose hormonsenkende Konzepte einen mildernden
Effekt zeigen. Naturlich weist auch postmenopausales Endometrium Stammzellen auf,
doch ohne den wechselseitigen Einfluss der Hormone Ostrogen und Progesteron bleibt
eine Krankheitsentstehung aus.(Barra et al., 2019)

Interessant ist, dass sich bei Endometriose Patientinnen sowohl im eutopen
Endometrium, als auch in den Lasionen, das Enzym Aromatase P450 findet, das die
Umwandlung von Androgenen in Ostrogene katalysiert.(Noble et al., 1996, Noble et al.,
1997) Dieses Enzym findet sich in unterschiedlichen menschlichen Geweben wie z.B.
im Fettgewebe, jedoch normalerweise nicht im Endometrium.(Kitawaki et al., 1997) Die
Aromataseaktivitat wird unter anderem durch erhdhte Prostaglandin-E2-Spiegel
stimuliert.(Noble et al., 1997, Kitawaki et al., 1997, Bulun et al., 2001) Das kénnte
erklaren, wieso COX-2-Hemmer einen positiven Einfluss auf die Erkrankung haben.
Die Verwendung von nicht steroidalen Antirheumatika (NSAR) zeigt bei 45-53% der
Frauen, die unter Dysmenorrhoe leiden eine Schmerzreduktion.(Sharghi et al., 2019)
Das kdnnte nicht nur durch die Schmerzlinderung per se bedingt sein, sondern auch
dadurch, dass die Induktion des Enzyms Cyclooxygenase Typ 2 gehemmt wird und so
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der Prostaglandinspiegel niedrig bleibt, was wiederrum eine niedrigere Aktivitat der
Aromatase bedingt. Auch direkte Hemmer der Aromatase sind mogliche
therapeutische Werkzeuge, die allerdings aufgrund ihrer umfangreichen
unerwlnschten Arzneimittelwirkungen keinen Einsatz finden.(Barra et al., 2018)

Wie es die relativ kurzlebigen Endometriumzellen schaffen, sich im extrauterinen Milieu
anzusiedeln, erklart die Stammzellhypothese. 1978 wurde erstmalig von Prianishnikov
in Erwagung gezogen, dass in der tieferen Basalschicht neben Epithelzellen auch
adulte Stammzellen des Endometriums angesiedelt sind.(Prianishnikov, 1978) Diese
Stammzellen, welche aufgrund ihrer Telomerasekompetenz zeitweise proliferieren
kénnen, befinden sich auch in den ektopen Lasionen und erméglichen der
Endometriose eine gewissen Apoptoseresistenz.(Diedrich, 2007) So wurde ein
signifikant verlangertes Uberleben der Zellen nachgewiesen. Auch das eutope
Endometrium von erkrankten Frauen weist eine hohere Apoptoseresistenz auf, als das
gesunder Frauen.(Agic et al., 2009, Beliard et al., 2004, Gebel et al., 1998) Die
Apoptoseresistenz ist auf eine veranderte DNA-Fragmentation sowie auf eine
veranderte Zellproliferation und -differenzierung zuriickzufihren.(Sturlese et al., 2011,
Vetvicka et al., 2016, Lac et al., 2019, Tabibzadeh et al., 1995)

Dass eine fehlerhafte Funktion endometrialer Stammzellen einen Pathomechanismus
der Endometriose bedingen kdnnte, wurde in vielen verschiedenen Arbeiten
untersucht. Auch in dieser wissenschaftlichen Arbeit wird insbesondere die
Transplantationstheorie Uberpruft.

Diverse Forscher auf der ganzen Welt konnten zeigen, dass das menschliche
Endometrium Stammzelleigenschaften beherbergt. Hierbei handelt es sich um
mesenchmymale und epitheliale Stammzellen im stromalen bzw. epithelialen
Kompartiment, die ihren Sitz sehr wahrscheinlich in der Basalis des Endometriums
haben.(Barra et al., 2019) Zuséatzlich finden sich im Endometrium hamatopoetische
Stammzellen und endotheliale Vorlauferzellen, die aus dem Knochenmark stammen
und zu Stromafibroblasten bzw. Endothelzellen differenzieren.(Barra et al., 2019) Die
endometrialen Stammzellvorlaufer kdnnen verschiedene Urspriinge haben. Sie kdnnen
disloziertem menstruellem Endometrium entstammen, aus embryonalen Uberresten
des Mullergangs stammen oder es kann sich um zirkulierende Stammzellen des
Knochenmarks handeln.(Lagana et al., 2017)

Im Jahr 2007 gelang es, aus Menstruationsblut stromale adulte Stammzellen zu
gewinnen, die ein hohes Differenzierungspotenzial hatten. Sie konnten zu Adipozyten,
Osteoblasten, Chondrozyten, Kardiozyten, Myozyten und Endothelien
differenzieren.(Meng et al., 2007) Auch die Transdifferenzierung in endodermales und
ektodermales Gewebe, wie Hepatozyten, Lungenepithelien und Neuronen war
moglich.(Meng et al., 2007) Dies zeigt, dass sehr potente adulte Stammzellen im
Menstruationsblut vorhanden sind, die potenziell auch die Entstehung von ektopem
Endomtrium ermoglichen.
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Doch wie wird entschieden, ob diese Stammzellen blo3 Stammzellen bleiben,
proliferieren oder ausdifferenzieren? Das Schicksal der Zellen wird in vivo
wahrscheinlich durch diverse intrinsische und extrinsische Faktoren beeinflusst. Zu den
intrinsischen Faktoren gehoéren die Transkriptionsfaktoren Oct-3/4, Nanog und
SOX2.(Morrison et al., 1997) Entscheidende dulRere Einflliisse sind die Einwirkung von
Wachstumsfaktoren, Interaktionen mit Nachbarzellen (Zell-Zell) sowie der
Basalmembran (Zell-Matrix-Wechselwirkung).(Potten and Loeffler, 1990) Und auch die
Kommunikation mittels Liganden, die zu den Oberflachenmolekilen passen ist wichtig.
Hier sind die IL6 Familie (JAK-STAT Signaltransduktionsweg)(Aznaurova et al., 2014)
und die Wnt Familie (beta-catenin Signaltransduktionsweg)(Clevers et al., 2014) zu
nennen. Der Wnt-beta-catenin Signaltransduktionsweg ist fur die endometriale
Regeneration im zyklischen Endometrium von entscheidender Bedeutung. Insgesamt
19 verschiedene Wnt- Proteine sorgen fur die Aufrechterhaltung vieler Stammzellen,
darunter neurale, mammare, embryonale, mesenchymale, hamatopoetische,
intestinale, gastrische und epidermale.(Clevers et al., 2014)

Die Identifizierung humaner epithelialer Stammzellen ist schwierig, da es an
spezifischen Markern mangelt und die Zellen in vitro nicht langlebig sind.(Kim et al.,
2005) Das Fehlen morphologischer Merkmale und spezifischer Zellmarker, sowohl auf
der Oberflache als auch im Zytoplasma, erschwert es adulte Stammzellen auf direktem
Weg nachzuweisen.(Gargett, 2007, Simons and Clevers, 2011, Bongso and Richards,
2004, Shostak, 2006) Daher mussen adulte Stammzellen mittels ihrer
charakteristischen funktioniellen Eigenschaften ausfindig gemacht werden. Dazu
zahlen ihre Fahigkeit zur Regenerartion, Differenzierung und ihr proliferatives
Potenzial.(Potten and Loeffler, 1990, Gargett, 2007, Morrison et al., 1997) In dem man
nun Zellen mit diesen Eigenschaften findet, hat man einen indirekten Beweis fir die
Existenz endometrialer Stammzellen. Die Marker, die in dieser Arbeit verwendet
wurden, um Stammzelleigenschaften nachzuweisen, sind Musashi1, KLF4, Oct-3/4,
NOTCH1 und Nanog.

Musashi1 ist ein RNA-bindendes Protein in neuralen Stammzellen und ein
intrazellularer Marker fur epitheliale Vorlauferzellen. Es reguliert die Signalwege der
Selbsterneuerung sowie die asymmetrische Teilung seiner Zellen. Das Protein ist
intrazellular, sowohl nuklear als auch zytoplasmatisch, lokalisiert.

Im menschlichen Endometrium konnte Musashi1 in Epithelzellen, sowie in
Stromazellen immunlokalisiert werden.(Gétte et al., 2008) Es ist mit seinem
molekularen Ziel NOTCH1 und der Telomerase kolokalisiert. Zellen, die Musashi1
exprimieren, mitexprimieren auch eine Untereinheit der Telomerase.(Gétte et al., 2008)
Eine hohe Telomerase-Aktivitat ist ein Merkmal der Endometriose.(Hapangama et al.,
2008) Musashi1 positive Zellen wurden hauptsachlich in der Basalis wahrend der
proliferativen Phase des Menstruationszyklus gefunden (im Vergleich zur
sekretorischen Phase).(Lu et al., 2011) Dies ist plausibel, da es durch seine
Funktionen vor allem in der Phase der Erneuerung des Endometriums bendtigt wird.
Es wurde in groBerem Umfang in ektopen Endometrioselasionen nachgeweisen, als im
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eutopen Endometrium gesunder Probanden.(Gdtte et al., 2008) Dies lasst vermuten,
dass die Aktivitat von Musashi1 fur die Neuansiedlung von Endometrioselasionen
bedeutsam ist.

Beim Endometriumkarzinom ist eine hohe Expression von Musashi1 nachweislich mit
einer schlechten Prognose verbunden.(Gétte et al., 2008, Ma et al., 2015, Gotte et al.,
2011a) Das legt nahe, dass das Endometriumkarzinom durch eine maligne
Transfortmation von adulten Stammzellen des Endometriums entsteht.

KLF4 (kruppel-like factor 4) ist ein Transkriptionsfaktor der Familie der Zink Finger
Transkriptions Faktoren. Er wurde erstmalig 1996 identifiziert und wird vom KLF4 Gen
codiert. Das Protein besteht aus 513 Aminosauren und reguliert die Proliferation,
Differenzierung, Apoptose und Reprogrammierung von somatischen Zellen. Es ist an
der Erhaltung der Pluripotenz von Stammzellen beteiligt und daher ein Indikator fir die
Kapazitat einer Stammzelle.(Forte et al., 2009). KLF4 wird in vielen unterschiedlichen
Geweben expremiert. Es findet sich z.B. im Magen, im Darm, in den Nieren, in der
Hornhaut, im Knochen- und Zahngwebe, und im mannlichen und weiblichen
Fortpflanzungstrakt. In manchen Krebsarten wie z.B. Kolorektalem Krebs oder im
Magen fungiert es als Tumorsupressor und wird daher eher als Schutzfaktor gegen
Invasivitat diskutiert.(Wei et al., 2005, Choi et al., 2006) In sich-nicht-teilenden Zellen
wird KLF4 stark exprimiert und seine Uberexpression induziert einen Zellzyklusarrest,
so kann es kontextabhangig einer UbermaRigen Proliferation vorbeugen. Somit besteht
die Funktion von KLF4 darin, die Zellteilung zu verhindern, wenn die DNA beschadigt
ist. Auch bei der Regulierung der Chromosenzahl, sprich der genetischen Stabilitat,
spielt es so eine wichtige Rolle.

Wiederspriichlich zu seiner Schutzfunktion steht die Expression von KLF4 in ektopen
Endometrioselasionen, wo es hochreguliert vorgefunden wird.(Eggers et al., 2016) Hier
entscheidet moglicherweise die gleichzeitige Aktivierung anderer Signalwege dariber,
welche Funktion KLF4 GUbernimmt. Wird es z.B. gleichzeitig mit Cadherin-1 (einem
Tumorsupressorgen) aktiviert, kann es Endometriosezellen vermutlich daran hindern,
tief infiltirierende Lasionen zu bilden.(Eggers et al., 2016) Somit ist der
Transkriptionsfaktor in der Lage kontextabhangig als Onkogen oder Tumorsupressor
zu fungieren.(Rowland et al., 2005) Welchen Beitrag KLF4 in der Pathogenese der
Endometriose genau hat, bleibt unklar.

Oct-3/4 (auch bekannt als Oct-3, Oct-4 und POU5f1) ist Mitglied der POU-
Transkriptionsfamilie. Er ist ein Marker fir pluripotente embryonale Stammzellen und
einige adulte Stammzellen. Da er fur die Selbsterneuerung und Aufrechterhaltung der
Pluripotenz von embryonalen Stammzellen verantwortlich ist,(Sterneckert et al., 2012)
wird er auch als Pluripotenzmarker bezeichnet.(Cervello et al., 2007). Seine
Herunterregelung bedingt einen Verlust der Pluripotenz.(Forte et al., 2009) Viele
Gewebe beinhalten Stammzellen, die Oct-3/4 exprimieren. Unter anderem konnte er in
adulten Stammzellen des Endometrium gefunden werden.(Bentz et al., 2010, Cho et
al., 2004, Matthai et al., 2006, Park et al., 2011, Indumathi et al., 2013) Dort tritt der
Transkriptionsfaktor vor allem im stromalen Kompartiment auf (Stromazellen und
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Blutgefale).(Matthai et al., 2006) Er wird zu jedem Zeitpunkt des Menstruationszyklus
immer gleich exprimiert, sodass er offenbar hormonunabhangig auftritt.(Bentz et al.,
2010) Seine Aufgabe ist es wahrscheinlich zur De-novo-Synthese von Stroma, Drusen
und dem Gefalsystem im Menstruationszyklus beizutragen.(Forte et al., 2009)

Auch in Endometrioselasionen kann man den Marker nachweisen. Dort ist er sogar
vermehrt zu finden. In quantitativen Vergleichen wurde festgestellt, dass die
Expression von Oct-3/4 im ektopen Endometrium von erkrankten Frauen starker ist, als
im eutopen Endometrium von sowohl erkrankten, als auch gesunden
Probandinnen.(Pacchiarotti et al., 2011) Der Prozentsatz an Endometriumepithelzellen,
die Oct-3/4 in ektopen Lasionen exprimierten lag bei 32,3%, der im eutopischen
Endometrium hingegen nur bei 3,5% bei Frauen mit Endometriose und 3,2% im
eutopen Endometrium von gesunden Frauen(Pacchiarotti et al., 2011). Wie es jedoch
zu dieser Uberexpression von pluripotenten Zellen kommt, ist unklar. Zudem wurde bei
in vitro Versuchen festgestellt, dass eine Uberexpression von Oct-3/4 eine groRere
Migrationskapazitat zur Folge hatte. Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass der
Transkriptionsmarker auch die Migration von Endometriumzellen férdern
kénnte.(Chang et al., 2013b)

Die Familie der Notch-Proteine sind ligandenabhangige Transmembranrezeptoren, die
extrazellulare Signale weiterleiten, die fur das Zellschicksal und die Differenzierung
verantwortlich sind.(Movahedan et al., 2012, He et al., 2016, Qi et al., 2015, Cobellis et
al., 2008) Notch1 ist ein heterodimerer 300-kDa-Typ1-Transmembranrezeptor, der
durch Zell-Zell-Kontakt ausgeldste Signale vermittelt.(Afshar et al., 2012) Notch1 wird
vorwiegend im Zytoplasma positivimmungefarbt. Diese Immunexpression ist auch im
Endometrium zu finden. Dort tritt der Rezeptor im Verlauf des Menstruationszyklus
dynamisch auf.(Qi et al., 2015, Mori et al., 2012) Die maximale Farbintensitat wurde in
der sekretorischen Phase beobachtet.(Van Sinderen et al., 2014) Dies kénnte dadurch
bedingt sein, dass Notch1 Uber das Zellschicksal entscheidet und so eine ,AbstoRung*
der Funktionalis bewirkt.

Notch1 ist bei Endometriospatientinnen auch im eutopen Endometrium verstarkt
exprimiert und kénnte mit einem erhdéhten Schweregrad der Erkrankung assoziiert
sein. Im Tierexperiment fuhrte die Ausschaltung von Notch1 in humanen
endometrialen Epithel- und Stromazellen zu einer verringerten Zellproliferation,
Migration und GréRe der resultierenden endometrialen Lasionen, wenn sie in die
Peritonealhdhle von Mausen injiziert wurden.(He et al., 2016). AuRerdem findet sich
auch bei Endometriumkarzinomen eine erhdhte Expression von Notch1.(Cobellis et al.,
2008), was die Vermutung stutzt, dass Notch1 an der Proliferation von
Endometriumzellen beteiligt ist.

Der Name Nanog leitet sich von ,Tir na nOg*“, dem ,Land der ewigen Jugend* in einer
irischen Sage ab. Er ist darauf zurtickzufihren, dass Nanog als wichitger
Transkriptionsfaktor, die Selbsterneuerung von Stammzellen steuert. Er ist zudem
neben Oct-3/4 und anderen SchllUsselfaktoren an der Erhaltung der Pluripotenz von
Stammzellen beteiligt.(Forte et al., 2009) Die Expression von Nanog bewirkt eine
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Selbsterneuerung in embryonalen Stammzellen. Bei Abwesenheit hingegen
differenzieren die Zellen in endodermale Zellen aus. Das codierende Gen liegt auf
Chromosom 12, das Protein besteht aus 305 Aminosauren.

Nanog findet sich im Endometrium und auch in Endometrioselasionen. In diesen
ektopen Zellen ist es im Vergleich zu gesunden Kontrollen des eutopen Endometrium
signifikant Uberexprimiert.(Chang et al., 2013a, Forte et al., 2009) Nanog, Oct-3/4 und
SOX2 kdnnen die gegenseitige Expression induzieren.(Siu et al., 2013) Dabei wird
Nanog eher als Co-Faktor fir Oct-3/4 und SOX2 betrachtet, die als potentere
Transkriptionsfaktor gelten und in der Hierarchie hdher stehen. Nanog ist
wahrscheinlich auf die Aktivierung und traskriptionale Regulation von Oct-3/4 und
SOX2 angewiesen.(Rodda et al., 2005)

SOX2 ist auch ein Transkriptionsfaktor, der &hnlich wie Oct-3/4 und Nanog, fir die
Aufrechterhaltung der Pluripotenz embyonaler Stammzellen verantwortlich ist. Ebenso
wie Nanog und Oct-3/4 kommt er im ektopen Endometrium im Vergleich zum
gesunden eutopen Endometrium gehauft vor.(Gotte et al., 2011b) In dieser
wissenschaftlichen Arbeit wurde SOX2 nicht untersucht, jedoch wére eine genauere
Betrachtung des Vorkommens abhangig von der Lokalisation der
Endometrioseldsionen in kiinftigen Studien interessant.

Auch die Betrachtung von c-kit, welcher ein hamatopoetischer Stammzellmarker ist,
konnte vielversprechend sein.(Cervello et al., 2007) C-kit ist ein Proto-Onkogen und
ein Marker fur adulte Stammzellen. Auch er ist im ektopen Endometrium signifikant
hochreguliert gegentuber dem eutopen Endometrium von gesunden
Kontrollpersonen.(Pacchiarotti et al., 2011)

Zusammenfassend lasst sich zwar feststellen, dass sich im eutopen Endometrium,
sowie in ektopen Endometrioselasionen Zellen mit Stammzellcharakter befinden, doch
wie diese zur Pathogenese beitragen, ist weiterhin ungeklart. Nur das Vorhandensein
der Zellen stellt noch keine ausreichende Erkenntnis dar. So ist es beispielsweise
fraglich, wie es zu der Uberexpression kommt und wie man diese verhindern kann.
Den genauen Mechanismus zu verstehen ware erstrebenswert, damit man die Chance
hat, Therapeutika zu entwickeln, die zielgerichtet genau dort ansetzen und wirken.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass die Atiopathogenese der Endometriose vermutlich
ein multifaktorieller Prozess ist. Ein einziges Erklarungsmodell reicht fiir die
Heterogenitat der Erkrankung nicht aus.(Vercellini et al., 2014)

Sicher ist, dass Endometriose Lasionen Zellen mit Stammzelleigenschaften aufweisen.
Diese spielen neben mechanischen, endokrinen, genetischen und immunologischen
Faktoren vermutlich eine Rolle bei der Krankheitsentstehung. Wahrscheinlich ist die
Atiologie der Endometriose ein komplexes Wechselspiel unterschiedlicher Faktoren.

Es ware auch denkbar, dass den verschiedenen Manifestationen der Endometriose
unterschiedliche pathogene Wege zu Grunde liegen. Die Auspragungsformen der
Erkrankung sind sehr variabel und je nach Lokalisation zeigen sich zudem
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unterschiedliche Eigenschaften, wie z.B. eine heterogene Expression von Stammzellen
je nach Infiltrationstiefe. Demnach wére es sinnvoll, nicht nach einer Atiopathogenese
zu suchen, die das gesamte Spektrum der Endometriose erklart, sondern in der
Forschung offen zu bleiben fiir verschiedene koexistierende Atiologien.
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4.5 Ausblick

Es gibt im Feld der Endometriose weiterhin gro3en Forschungsbedarf. So heil3t es
beispielsweise in der aktuellen Leitlinie der DGGG, OEGGG und SGGG zur
Endometriose: ,Verlassliche Daten zur Pravalenz der Endometriose liegen nicht
vor.“(Leitlinienprogramm DGGG, 2018a) Dies liegt zum einen daran, dass die
internationale Vergleichbarkeit von Studien schwierig ist. Durch die vermehrte
Anwendung bspw. von Scores wie rASRM kann zukinftig eine bessere internationale
Vergleichbarkeit in Studien ermoéglicht werden. Zum anderen ist die unklare Pravalenz
durch die schwierige und invasive Diagnosestellung der Erkrankung geschuldet.
Demnach ergibt sich daraus, der erste groRe Forschungsbereich, der sich im Interesse
der Wissenschaft und der Patientinnen verbessern muss: Die Diagnostik der
Endometriose. Die Erkrankung sollte schneller, sicherer und weniger invasiv
diagnostizierbar sein.

Bislang galt die operative Diagnosesicherung per Laparoskopie oder auch Laparotomie
als Goldstandard. Diese ist jedoch nebenwirkungsreich, aufwendig und dennoch mit
einer hohen Rate an falsch positive Diagnosen (intraoperativ > 20%) verbunden.(Haas
etal., 2013)

Bevor es also zur Sicherung per Operation kommt, gilt es den positiv pradiktiven Wert
zu erhohen, indem das Patientenklientel selektiert wird. Dies gelingt neben einer
Anamnese und kérperlichen Untersuchung Uber bildgebende Verfahren. Wird in der
Familienanamnese festgestellt, dass Verwandte betroffen sind, kénnte kunftig eine
genetische Beratung erfolgen, verglichen mit einer BRCA-Mutation.(Parasar et al.,
2017) Dazu fehlt jedoch noch die Identifikation eines bestimmten Gens.

Ein moglicher Bluttest kdnnte ein Panel von sechs Autoimmun-Biomarkern sein,
welches identifiziert wurde und gute Daten aufweist.(Sensitivitat > 60% und Spezifitat
>80%)(Gajbhiye et al., 2017)

Eine sehr vielversprechende neue diagnostische Methode ist der Endo-Test der
franzésischen Firma Ziwig. Dieser beruht auf dem Nachweis von Endometriose
spezifischer Mikro-RNA im Speichel. Er wurde bei insgesamt 200 Patientinnen getestet
und zeigte eine hohe Sensitivitat sowie Spezifitat.(Bendifallah et al., 2022) Der klare
Vorteil liegt in der geringen Invasivitat und leichten Verfugbarkeit. So kénnten zukinftig
Endometriosepatientinnen schnell, zuverlassig und nebenwirkungsfrei diagnostiziert
werden.

Der zweite grofde Forschungsbereich, der sich im Interesse der Wissenschaft und der
Patientinnen weiterentwickeln muss, ist die Therapie der Endometriose. Neue
Therapieformen sollten weniger invasiv sein, weniger unerwiinschte Arzneimittel-
Wirkungen mit sich bringen und langfristig wirksam sein. Es ware wiinschenswert, die
Rezidivrate zu senken oder sogar eine komplette Heilung zu erreichen.

Viele der bislang verwendeten Medikamente zeigen zu viele unerwinschte
Arzneimittelwirkungen, wie bspw. die Aromatasehemmer.(Barra et al., 2018)
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Zu anderen Medikamenten wie dem Progesteron-Rezeptor-Modulators (PRM)
Mifepriston (Fu et al., 2017) oder der Anwendung von Statinen (Vitagliano et al., 2016)
liegen zu wenige Daten vor.

Ein interessanter neuer Ansatz ist die Verwendung von induzierten pluripotenten
Stammzellen (iPS) zur Behandlung von Endometriose. Diese werden unter definierten
hormonellen und molekularen Bedingungen epigenetisch umprogrammiert, sodass
diese gesunde endometriale Stammzellen produzieren. Sie kdnnten dann
fehlfunktionierende Stammzellen ersetzen und fiir eine physiologische Regeneration
des Endometrium sorgen.(Bulun et al., 2019) Bevor diese Methode jedoch Anwendung
findet, gilt es einige technische Herausforderungen zu meistern.

»2Aufgrund der unklaren Atiologie der Endometriose ist eine kausale Therapie nicht
moglich.” heil3t es in der Leitlinie zur Therapie der Endometriose.(Leitlinienprogramm
DGGG, 2018a) Um in den Bereichen Diagnostik und Therapie Fortschritte zu erzielen,
muss demnach weiterhin die Grundlagenforschung zur Atiopathogenese
vorangebracht werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Zellen mit Stammzelleigenschaften in
Endometrioselasionen vorhanden sind und dass sie je nach Lokalisation der Herde
unterschiedlich exprimiert werden. In welcher Weise die Stammzellen jedoch zum
Krankheitsprozess beitragen, ist bislang nicht geklart und sollte genauer erforscht
werden.

Dazu ware es sinnvoll weitere Marker zu testen und auch das eutope Endometrium
von Endometriosepatientinnen zu betrachten. Zudem sollten weitere Untersuchung
auch abhangig von der Klinik der Patientinnen erfolgen (z.B. Erstmanifestation vs.
Rezidiv, Symptomschwere).
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6 ANHANG
6.1 Auswertung der Daten mit SPSS

Legende Abbildungen:

o Auswertung A/ Final Score A = Bewertung der Farbungen durch
Doktorandin Anna Henn

o Auswertung V / Final Score V = Bewertung der Farbungen durch
Zweitauswerterin Dr. med. Vera Hepp (Facharztin fur Gynakologie
und Geburtshilfe)

o Auswertung AV / Final Score AV = (Final Score A + Final Score V)
/2

Versuchsdesign:

unabhangige Gruppen (between subject design) =
Zwischensubjektvergleich

- Eine Gruppe hat eine Gruppierungsvariable

o Bedingung: Diagnose (N80.1, N80.3,...) = unabhangige Variable
uv
o Outcome: Final IRS Score (1, 2,...) = abhangige Variable AV
Skalenniveau:
o UV: Nominalskala
= Aussage: Gleichheit
o AV: Ordinalskala
= Aussage: Rangfolge
= A=B, A#B, A>B, A<B
o AV nicht intervallskaliert, da zwischen den einzelnen Kategorien
kein gleicher Abstand besteht
= d=A-B nicht méglich

o AV st zusammengesetzt aus AxB
= A: Percentage of positive cells (Anteil)

e 0 0
o 1 <10%
o 2 <50%
e 3 <80%
o 4 >80%
- Ordinalskala

» B: Staining intensity (Intensitét)
e 0 no colour reaction
o 1 mild reaction
o 2 moderate reaction
e 3 intense reaction
- Ordinalskala

» Final IRS Score (AxB)
e (-1 negative
e 2-3 mild
e 4-8 moderate
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e 9-12 strongly positive
- Ordinalskala

- Parametrische Tests:
o Nur anwendbar bei intervallskalierten und normalverteilten Daten
- Nonparametrische Tests:
o Keine speziellen Anforderungen an das Skalenniveau oder die
Verteilung der Daten - ermoglicht die Analyse nominal- und
ordinalskalierter Variablen oder auch nicht normalverteilter Daten

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statisti Signifika ~Statisti Signifika
k df nz k df nz
Final Score (AxB) A ,165 304 ,000 ,932 304 ,000
Final Score (AxB) V ,270 304 ,000 ,826 304 ,000
(Final Score A + 112 304 ,000 ,961 304 ,000

Final Score V) / 2

- Prufung der Normalverteilungsannahme:
o Kolmogorov-Smirnov-Test oder Shapiro-Wilks-Test (sensitiver)
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors
- Interpretation: Signifikanz < 0.5 -2 es gibt einen signifikanten Unterschied zwischen

der vorliegenden Verteilung und der Normalverteilung

= Daten sind NICHT normalverteilt, Normalverteilung wére gegeben bei p > 0.5

- Deskriptive Datenauswertung:
o MaR zentraler Tendenz bei Ordinalskala: Median Mdn
=  Werte werden aufsteigend sortiert und der Wert mit dem
((n+1) /2). Rang ist der Median
= Auch als 50. Perzentil bezeichnet. Der Wert teilt die
Stichprobe in zwei Halften: 50% der Stichprobe haben
Werte kleiner gleich dem Median und 50% haben Werte
grofl3er gleich dem Median
o Streuungsmale bei Ordinalskala:
» Interquartilsabstand IQR
e Differenz zwischen dem 25. Und 75. Perzentil, d.h.
die Halfte der Stichprobe fallt in diesen Bereich
= 25. Perzentil = 1. Quartil
o 25% der Werte sind kleiner oder gleich diesem Wert
und 75% liegen darUber
= 75. Perzentil = 3. Quartil

65



e 75% der Werte sind kleiner oder gleich diesem Wert
und 25% liegen dartber
o 5-Punkte-Zusammenfassung der Daten nach Tukey:
- Boxplot
= 25.,50., 75. Perzentil
= Minimum, Maximum, Ausrei3er (Kreis) und Extremwerte
(Stern)

= Ausreilder:
e Wert < 1. Quartil - 1.5xIQR
e Wert > 3. Quartil + 1.5xIQR

= Extremwerte:
e Wert < 1. Quartil - 3xIQR
e Wert > 3. Quartil + 3xIQR

Deskriptive Statistiken - Haufigkeiten:

Statistiken
(Final Score A
Final Score Final Score + Final Score

(AxB) A (AxB) V V)/2
N Gultig 304 304 304
Fehlend 21 21 21
Median 6,00 2,00 4,000
Perzentile 25 4,00 1,00 2,500
50 6,00 2,00 4,000
75 8,00 3,00 5,500

Final Score (AxB) A

Gultige Kumulierte

Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig  negative 8 2,5 2,6 2,6
mild 38 11,7 12,5 15,1
mild 24 7.4 7,9 23,0
moderate 60 18,5 19,7 42,8
moderate 83 25,5 27,3 70,1
moderate 27 8,3 8,9 78,9
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strongly 44 13,5 14,5 93,4
positive
strongly 20 6,2 6,6 100,0
positive
Gesamt 304 93,5 100,0
Fehlend System 21 6,5
Gesamt 325 100,0
Final Score (AxB) V
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent  Prozente Prozente
Glltig  negative 29 8,9 9,5 9,5
negative 71 21,8 234 32,9
mild 111 34,2 36,5 69,4
mild 34 10,5 11,2 80,6
moderate 24 7,4 7,9 88,5
moderate 32 9,8 10,5 99,0
strongly 1 3 3 99,3
positive
strongly 2 ,6 v 100,0
positive
Gesamt 304 93,5 100,0
Fehlend System 21 6,5
Gesamt 325 100,0
(Final Score A + Final Score V) / 2
Gultige Kumulierte
Haufigkeit  Prozent Prozente Prozente
Gultig 5 4 1,2 1,3 1,3
1,0 12 3,7 3,9 53
1,5 23 7.1 7,6 12,8
2,0 24 7.4 7,9 20,7
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2,5 33 10,2 10,9 31,6
3,0 23 7,1 7,6 39,1
3,5 17 5,2 5,6 44,7
4,0 47 14,5 15,5 60,2
4,5 16 4,9 5,3 65,5
5,0 28 8,6 9,2 74,7
5,5 17 5,2 5,6 80,3
6,0 17 5,2 5,6 85,9
6,5 13 4,0 4,3 90,1
7,0 4 1,2 1,3 91,4
7,5 14 4,3 4,6 96,1
8,0 2 6 7 96,7
9,0 8 2,5 2,6 99,3
10,5 1 3 3 99,7
12,0 1 3 3 100,0
Gesamt 304 93,5 100,0

Fehlend System 21 6,5

Gesamt 325 100,0

Final Score (AxB) A

negative mild mild

Final Score (AxB) A

moderate moderate moderate strongly
positive

strongly
positive
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Deskriptive Statistik — Explorative Datenanalyse:

Statistik Standa

rd
Fehler

Final Score (AxB) A Mittelwert 5,74 ,164

95% Untergrenz 5,42

Konfidenzintervall des e

Ll Obergrenze 6,07

5% getrimmtes Mittel 5,63

Median 6,00

Varianz 8,145

Standard Abweichung 2,854

Minimum 1

Maximum 12

Spannweite 11

Interquartilbereich 4

Schiefe ,439 ,140

Kurtosis -,507 ,279
Final Score (AxB)V  Mittelwert 2,36 ,106

95% Untergrenz 2,15

Konfidenzintervall des e

Ll Obergrenze 2,56

5% getrimmtes Mittel 2,23

Median 2,00

Varianz 3,431

Standard Abweichung 1,852

Minimum 0

Maximum 12

Spannweite 12

Interquartilbereich 2

Schiefe 1,669  ,140

Kurtosis 4,467 ,279

Mittelwert 4,049 1171
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(Final Score A + Final 95%

Untergrenz 3,819

Score V) /2 Konfidenzintervall des e
Ll Obergrenze 4,280
5% getrimmtes Mittel 3,959
Median 4,000
Varianz 4,168
Standard Abweichung 2,0415
Minimum )
Maximum 12,0
Spannweite 11,5
Interquartilbereich 3,0
Schiefe ,656 ,140
Kurtosis ,344 ,279
Deskriptive Statistik
Standard
Statistik Fehler
Final Score (AxB) A  Mittelwert 5,74 ,(164
95% Untergrenz 5,42
Konfidenzintervall e
des Mittelwerts Obergrenz 6,07
e
5% getrimmtes Mittel 5,63
Median 6,00
Varianz 8,145
Standard Abweichung 2,854
Minimum 1
Maximum 12
Spannweite 11
Interquartilbereich 4
Schiefe ,439 ,140
Kurtosis -,507 ,279
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Final Score (AxB) V  Mittelwert

(Final Score A +
Final Score V) / 2

95% Untergrenz

Konfidenzintervall &

des Mittelwerts Obergrenz
e

5% getrimmtes Mittel

Median

Varianz

Standard Abweichung

Minimum

Maximum

Spannweite

Interquartilbereich

Schiefe

Kurtosis

Mittelwert

95% Untergrenz

Konfidenzintervall &

des Mittelwerts Obergrenz
e

5% getrimmtes Mittel
Median

Varianz

Standard Abweichung
Minimum

Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe

Kurtosis

2,36
2,15

2,56

2,23
2,00
3,431
1,852

12
12

1,669
4,467
4,049
3,819

4,280

3,959
4,000
4,168
2,0415

12,0
11,5

3,0
,656
,344

,106

,140
,279
171

,140
,279
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Final Score (AxB) A

(Final Score A + Final Score V) / 2

Final Score (AxB) V

12

10

o

s

11

12,0

10,0

8,0

6,0

4,0

2,0

12

QOvar Peritone Vagina Darm
Diagnose
211
T
156 39
Q ls)

1

10

Owvar Peritone Vagina Darm
Diagnose
156 211
197
*
201 160
o *
241 198 163 141
164
158150
o 166
Qvar Peritone Vagina Darm
Diagnose
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Deskriptive Statistik®"°

Statisti Standard
oberflachlich, mittel, tief infiltrierend k Fehler

Final Score (AxB) mittel Mittelwert 6,07 ,235

a 95% Untergre 5,61
Konfidenzintervall nze
des Mittelwerts Obergren 6,54
ze

5% getrimmtes Mittel 6,00
Median 6,00
Varianz 8,256
Standard Abweichung 2,873
Minimum 1
Maximum 12
Spannweite 11
Interquartilbereich 5

Schiefe ,375 ,198

Kurtosis -,552 ,394

oberfla Mittelwert 4,11 ,265
95% Untergre 3,58

Konfidenzintervall nze
des Mittelwerts Obergren 4,63
ze

5% getrimmtes Mittel 4,01
Median 4,00
Varianz 5,349
Standard Abweichung 2,313
Minimum 1
Maximum 9
Spannweite 8
Interquartilbereich 4

Schiefe JA72 ,276
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tief inf

Final Score (AxB) mittel
\Y

Kurtosis
Mittelwert

95% Untergre
Konfidenzintervall nze
des Mittelwerts

Obergren
ze

5% getrimmtes Mittel

Median

Varianz

Standard Abweichung

Minimum

Maximum

Spannweite

Interquartilbereich

Schiefe

Kurtosis

Mittelwert

95% Untergre

Konfidenzintervall nze

des Mittelwerts Obergren
ze

5% getrimmtes Mittel
Median

Varianz

Standard Abweichung
Minimum

Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe

Kurtosis

-,344
6,71
6,11

7,30

6,66
6,00
7,068
2,659

12
10

,361
-,388
2,66
2,34

2,98

2,56
2,00
3,944
1,986

12
12

1,404
2,719

,545
,301

,272
,538
,162

,198
,394
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oberfla Mittelwert

tief inf

mittel

95% Untergre
Konfidenzintervall nze
des Mittelwerts

Obergren
ze
5% getrimmtes Mittel
Median
Varianz
Standard Abweichung
Minimum
Maximum
Spannweite
Interquartilbereich

Schiefe

Kurtosis

Mittelwert

95% Untergre
Konfidenzintervall nze
des Mittelwerts

Obergren
ze
5% getrimmtes Mittel
Median
Varianz
Standard Abweichung
Minimum
Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe

Kurtosis

Mittelwert

1,91
1,48

2,34

1,70
1,50
3,498
1,870

12
12

2,774
11,03

2,21
1,88

2,53

2,12
2,00
2,061
1,436

,629
,750
4,367

,215

,276
,545

,163

,272
,538
,1782
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(Final Score A +
Final Score V) / 2

oberfla

tief inf

95% Untergre
Konfidenzintervall nze
des Mittelwerts

Obergren
ze

5% getrimmtes Mittel

Median

Varianz

Standard Abweichung

Minimum

Maximum

Spannweite

Interquartilbereich

Schiefe

Kurtosis

Mittelwert

95% Untergre

Konfidenzintervall nze

des Mittelwerts Obergren
ze

5% getrimmtes Mittel

Median

Varianz

Standard Abweichung

Minimum

Maximum

Spannweite

Interquartilbereich
Schiefe
Kurtosis

Mittelwert

4,015

4,719

4,265
4,000
4,761
2,181

12,0
11,5
3,1
,699
,354
3,007
2,610

3,403

2,908
2,500
3,017
1,736

9,0
8,5
29
,914
,465
4,455

,198
,394
,1992

,276
,545
,1899
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95% Untergre
Konfidenzintervall nze
des Mittelwerts

Obergren
ze

5% getrimmtes Mittel

Median

Varianz

Standard Abweichung

Minimum
Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe

Kurtosis

4,077

4,833

4,429
4,000
2,813

1,677
2

1,0
9,0
8,0
2,0
,302
,051

,272
,538

a. Es gibt keine gultigen Falle fir Final Score (AxB) A, wenn oberflachlich, mittel, tief

infiltrierend = ,000 . Fur dieses Niveau kdnnen keine Statistiken berechnet werden.

b. Es gibt keine gultigen Falle fir Final Score (AxB) V, wenn oberflachlich, mittel, tief

infiltrierend = ,000 . Fur dieses Niveau kdnnen keine Statistiken berechnet werden.

c. Es gibt keine gultigen Falle fur (Final Score A + Final Score V) / 2, wenn

oberflachlich, mittel, tief infiltrierend = ,000 . Fiur dieses Niveau konnen keine

Statistiken berechnet werden.
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Final Score (AxB) A

Final Score (AxB) V

(Final Score A + Final Score V) / 2

12
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&
5
4
2 1
0
mittel oberfla tief inf
oberflachlich, mittel, tief infiltrierend
211 156
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10
197
[=]
8
163 160
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1 o
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2
]
mittel oberfla tief inf
oberflachlich, mittel, tief infiltrierend
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156 39
o e
&0
6,0
4,0
2,0

| 1
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oberflachlich, mittel, tief infiltrierend
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- Interferenzstatistik:

o Nullhypothese Ho
= Kein Mittelwertsunterschied Ho: M1-M2=0
= Kein Zusammenhang Ho: r=0
= |dentische Verteilungen Ho: Verhaltnis=1

o Alternativhypothese Ha
= Kein Mittelwertsunterschied Ha: M1-M2#0
= Kein Zusammenhang Ha: r#0
= |dentische Verteilungen Ha: Verhaltnis#1

- Alle statistischen Tests basieren auf dem Prinzip des Nullhypothesentestens

o Hypothesen konnen nur widerlegt, nie bestatigt werden
= Daher immer Nullhypothese widerlegen
- Meine Nullhypothese Hq:

Es gibt keinen Unterschied zwischen den verschiedenen von Endometriose
betroffenen Organen hinsichtlich ihrer Stammzellmarker-Expression, welche durch die
IHC Féarbung nachgewiesen und mittels IRS Score objektiviert wurde.

o Signifikanzniveau:
= Mit dem gewahlten Signifikanzniveau legt man fest, ab
welcher Wahrscheinlichkeit p man die Nullhypothese
zugunsten der Alternativhypothese ablehnt
= Meist 0.05 =5%
e Interpretation, wenn p > 0.05:

o Die Daten passen zur Nullhypothese, denn
die Wahrscheinlichkeit solche Daten zu finden
ist grof3er als 5% —> nicht signifikant

e Interpretation, wenn p < 0.05:

o Die Daten passen nicht zur Nullhypothese,
denn die Wahrscheinlichkeit solche Daten zu
finden ist kleiner 5% —> signifikant

- Die Bedeutsamkeit eines Effekts wird nicht durch die Grolde des p-Wertes bestimmt

- Statistische ZusammenhangsmaRe
o Spearman-Rangkorrelation

= Sonderfall der Pearson-Korrelation fur ordinalskalierte
Daten

= Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient rs bildet
monoton steigende oder fallende Zusammenhange ab

= Zusammenhange mussen nicht linear sein

» CAVE: Diagnose ist nicht ordinal- sondern nominalskaliert!
- Umwandlung nétig z.B. Score fiir leicht-, mittel-,
tiefinfiltrierende Endometriose
=2 erwarteter Zusammenhang wére eine positive lineare
Korrelation
2> ,Je tiefer infiltrierend, desto starker angeférbt”
(dazu Ausgabe von Streudiagrammen mdéglich)
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Statistische Zusammenhange — Spearman-

Rangkorrelation:

Korrelationen

von
oberflachlich (Final Score A

bis tief Final Score Final Score + Final Score
infiltrierend (AxB) A (AxB) V V) /2

Spearman-Rho  von oberflichlich bis tief  Korrelationskoeffizient 1,000 329" 1417 281"
infiltrierend

Sig. (2-seitig) . ,000 014 ,000

N 315 304 304 304

Final Score (AxB) A Korrelationskoeffizient ,32 9" 1,000 ,528M ,93 8"

Sig. (2-seitig) ,000 . ,000 ,000

N 304 304 304 304

Final Score (AxB) V Korrelationskoeffizient 141" 528" 1,000 763"

Sig. (2-seitig) 014 ,000 . ,000

N 304 304 304 304

(Final Score A + Final Korrelationskoeffizient 281" ,938" ,763" 1,000
Score V) [ 2

Sig. (2-seitig) ,000 ,000 ,000 .

N 304 304 304 304

**_ Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

*. Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).

- Interpretation:

o Bei den 304 bewerteten Final Scores in Auswertung A zeigte

sich ein moderater signifikanter Zusammenhang zwischen der
tiefe der Infiltration und der Héhe des Final IRS Score; rs =.329, p
< 0.01 (2-seitig).

= > Je tiefer infiltrierend, desto héher der Final IRS Score”

Bei den 304 bewerteten Final Scores in Auswertung V zeigte
sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der tiefe der
Infiltration und der Héhe des Final IRS Score; rs =.0141, p 0.014
(2-seitig). Auf dem 0,05 Niveau ist die Korrelation signifikant, da
p=0.014 (zweiseitig). Auf diesem Signifikanz-Niveau zeigte sich
ein schwacher Zusammenhang.

Beim Mittelwert der Final Scores A und V zeigte sich ein
schwacher signifikanter Zusammenhang zwischen der tiefe der
Infiltration und der H6he des Final IRS Score; rs =.281, p < 0.01
(2-seitig).

= 2 Je tiefer infiltrierend, desto héher der Final IRS Score*

Zwischen den Ergebnissen der Auswertung A und der
Auswertung V zeigte sich ein starker signifikanter
Zusammenhang, rs = .528, p < 0.01 (2-seitig).
» 2 Die Bewertungs-Ergebnisse zwischen den beiden
Auswertern A und V korrelieren positiv miteinander.

- Effektstarke:

o Korrelationskoeffizienten beschreiben die Richtung und die Starke

eines Zusammenhangs

o Einteilung anhand des Korrelationskoeffizienten

» |rs|<.10 kein/unbedeutender Zusammenhang
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* |rs|<.30 schwacher Zusammenhang
» |rs|<.50 moderater Zusammenhang
» |rs|>.50 starker Zusammenhang

o Allgemeines Effektstarkemal R? = Quadrat des
Korrelationskoeffizienten
o Effektstarkemal R2?— der Determinationskoeffizient

= R?2<.01 kein / unbedeutender Zusammenhang
» R?2<.09 schwacher Zusammenhang

» R2<.25 moderater Zusammenhang

= R2>.25 starker Zusammenhang

o Der Wert fiir R? gibt den Anteil aufgeklarter Varianz an.

o Bsp.: Ein Wert von R? = .13 entspricht einer Varianzaufklarung
von 13%. D.h. 13% der Varianz der Werte in Variable A kann
durch die Variable B aufgeklart werden (und umgekehrt).

- Statistische ZusammenhangsmaRe
o Chi-Quadrat-Test:
= Theorem fur stochastische Unabhangigkeit
= Vergleich der Abweichung zwischen beobachteten und
erwarteten Haufigkeiten
* Nullhypothese: Beobachtete und erwartete Haufigkeiten
sind identisch
= Zusammenhange zwischen nominalskalierten Variablen
werden getestet
= Weder Intervallskalierung noch Normalverteilung notig
= CAVE: IRS Score ist nicht nominal- sondern ordinalskaliert!
-2 Umwandlung nétig z.B. IRS Score Klassen: negative,
mild, moderate, strongly positive
= Interpretation, wenn p < .05:
e Es gibt einen signifikanten Zusammenhang
e Beobachtete und erwartete Haufigkeiten weichen
signifikant voneinander ab
= |Interpretation, wenn p > .05:
e Es gibt keinen signifikanten Zusammenhang
e Beobachtete und erwartete Haufigkeiten weichen
nicht stark genug voneinander ab
= Fur die Effektstarke bendtigt man hier die Effektstarkemalle
Phi und Cramers V (zu interpretieren wie Korrelationen)
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Statistische Zusammenhange — Chi-Quadrat-Test:

Daten Auswertung A:

Diagnose * IRS_KategorienA Kreuztabelle

IRS_KategorienA

mild moderate  negative  strongly = Gesamt
Diagnose  Ovar Anzahl 6 21 66 4 29 126
Erwartete Anzahl 8,1 23,6 66,3 3,1 24,8 126,0
% innerhalb von 4,8% 16,7% 52,4% 3,2% 23,0% 100,0%
Diagnose
% der Gesamtzahl 1,8% 6,5% 20,3% 1,2% 8,9% 38,8%
Peritoneum  Anzahl 8 29 36 4 7 84
Erwartete Anzahl 5,4 15,8 442 2,1 16,5 84,0
% innerhalb von 9,5% 34,5% 42,9% 4,8% 8,3% 100,0%
Diagnose
% der Gesamtzahl 2,5% 8,9% 11,1% 1,2% 2,2% 25,8%
Vagina Anzahl 0 3 17 0 10 30
Erwartete Anzahl 1,9 5,6 15,8 7 5,9 30,0
% innerhalb von 0,0% 10,0% 56,7% 0,0% 33,3% 100,0%
Diaghose
% der Gesamtzahl 0,0% 0,9% 5,2% 0,0% 3,1% 9,2%
Darm Anzahl 7 8 52 0 18 85
Erwartete Anzahl 5,5 16,0 44,7 2,1 16,7 85,0
% innerhalb von 8,2% 9,4% 61,2% 0,0% 21,2% 100,0%
Diagnose
% der Gesamtzahl 2,2% 2,5% 16,0% 0,0% 5,5% 26,2%
Gesamt Anzahl 21 61 171 8 64 325
Erwartete Anzahl 21,0 61,0 171,0 8,0 64,0 325,0
% innerhalb von 6,5% 18,8% 52,6% 2,5% 19,7% 100,0%
Diagnose
% der Gesamtzahl 6,5% 18,8% 52,6% 2,5% 19,7%  100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotisch

e Signifikanz
Wert df (zweiseitig)
Chi-Quadrat nach 37,5712 12 ,000
Pearson
Likelihood-Quotient 41,779 12 ,000
Anzahl der giiltigen 325

Falle

a. 5 Zellen (25,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner
5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,74.

Symmetrische MaRe

Naherungsw
eise
Wert Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,340 ,000
NominalmaR
ominaimsa Cramer-V ,196 ,000
Anzahl der giiltigen Fille 325
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Daten Auswertung AV:

Diagnose * IRS_Kategorien_AV Kreuztabelle

IRS_Kategorien_AV

strongly
mild moderate  negative positive Gesamt
Diagnose  Ovar Anzahl 6 37 65 12 6 126
Erwartete Anzahl 8,1 34,9 64,0 15,1 3,9 126,0
% innerhalb von 4,8% 29,4% 51,6% 9,5% 4,8% 100,0%
Diagnose
% der Gesamtzahl 1,8% 11,4% 20,0% 3,7% 1,8% 38,8%
Peritoneum  Anzahl 8 28 24 23 1 84
Erwartete Anzahl 5,4 23,3 42,6 10,1 2,6 84,0
% innerhalb von 9,5% 33,3% 28,6% 27,4% 1,2% 100,0%
Diagnose
% der Gesamtzahl 2,5% 8,6% 7,4% 7,1% 0,3% 25,8%
Vagina Anzahl 0 11 16 1 2 30
Erwartete Anzahl 1,9 8,3 15,2 3,6 ,9 30,0
% innerhalb von 0,0% 36,7% 53,3% 3,3% 6,7% 100,0%
Diagnose
% der Gesamtzahl 0,0% 3,4% 4,9% 0,3% 0,6% 9,2%
Darm Anzahl 7 14 60 3 1 85
Erwartete Anzahl 5,5 23,5 43,2 10,2 2,6 85,0
% innerhalb von 8,2% 16,5% 70,6% 3,5% 1,2% 100,0%
Diagnose
% der Gesamtzahl 2,2% 4,3% 18,5% 0,9% 0,3% 26,2%
Gesamt Anzahl 21 90 165 39 10 325
Erwartete Anzahl 21,0 90,0 165,0 39,0 10,0 325,0
% innerhalb von 6,5% 27,7% 50,8% 12,0% 3,1% 100,0%
Diagnose
% der Gesamtzahl 6,5% 27,7% 50,8% 12,0% 3,1% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotisch
e Signifikanz
Wert df (zweiseitig)
Chi-Quadrat nach 53,302% 12 ,000
Pearson
Likelihood-Quotient 54,907 12 ,000
Anzahl der glltigen 325
Falle
a. 6 Zellen (30,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner
5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,92.
Symmetrische MaRe
Naherungsw
eise
Wert Signifikanz
Nominal- bzgl. Phi ,405 ,000
NominalmalR
Cramer-V ,234 ,000
Anzahl der giiltigen Fille 325
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Interpretation:

(@]

Bericht von Chi-Quadrat-Tests: X?(,df*) = ,Chi-Quadrat nach
Pearson®, p = ,Asymptotische Signifikanz®

- Auswertung A:

X?(12) = 37.571, p < 0.001, Cramers V = 0.196, Phi = 0.340
- Auswertung AV:

X?(12) = 53.302, p < 0.001, Cramers V = 0.234, Phi = 0.405

Bei der Auswertung A gibt es einen schwachen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem betroffenen Organ und der H6he
des IRS Score in Klassen; X?(12) = 37.571, p < 0.001, Cramers V
=0.196.

Wenn man Phi = 0.340 als Effektstdrkemal3 verwendet, ist der
Zusammenhang moderat signifikant.

- ,Der Anteil von Endometrioseldsionen mit einem hohen IRS-
Score ist unter den Organen, die zur TIE z&hlen, signifikant
gréler, als unter den Organen, in denen keine TIE auftritt.”

Bei der Auswertung AV gibt es einen schwachen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem betroffenen Organ und der H6he
des IRS-Score, in Klassen; X?(12) = 53.302, p < 0.001, Cramers V
=0.234.

Wenn man Phi = 0.405 als Effektstdrkemal’ verwendet, ist der
Zusammenhang moderat signifikant.

- ,Der Anteil von Endometrioseldsionen mit einem hohen IRS-
Score ist unter den Organen, die zur TIE z&hlen, signifikant
gréLer, als unter den Organen, in denen keine TIE auftritt.”

Mittelwertvergleiche

(@]

Mann-Whitney-U-Test
= Non-parametrisches Pendant zum t-Test fur unabhangige
Gruppen (anwendbar bei nicht intervallskalierten und nicht
normalverteilten Daten)
= Es wird gepruft, ob sich die mittleren Range von zwei
unabhangigen Gruppen unterscheiden
e Alle Werte aufsteigend sortiert, wobei jeder Wert
einen Rang erhalt
e Fur jede Gruppe wird die Rangsumme bestimmt
e Aus der Rangsumme wird die Teststatistik U bzw. z
berechnet
e Hohere Rangsumme = hohere Werte (und
umgekehrt)
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Mittelwertvergleiche — Mann-Whitney-U-Test:

Mann-Whitney-Test

Range
Mittlerer
Organ N Rang Rangsumme
Final Score (AxB) A 3 76 56,78 4315,00
5 78 97,69 7620,00
Gesamt 154
Final Score (AxB) V 3 76 68,61 5214,00
5 78 86,17 6721,00
Gesamt 154
(Final Score A + Final 3 76 59,76 4541,50
Score V) /2 5 78 94,79 7393,50
Gesamt 154
Statistik fiir Test?
(Final Score A
Final Score Final Score + Final Score
(AxB) A (AxB) V V)2
Mann-Whitney-U 1389,000 2288,000 1615,500
Wilcoxon-W 4315,000 5214,000 4541,500
7L -5,787 -2,525 -4,899
Asymptotische ,000 ,012 ,000

Signifikanz (2-seitig)

a. Gruppenvariable: Organ

3 = Peritoneum/ oberflachliche Infiltration, 5 = Darm/ tiefe Infiltration

- Interpretation:
o Bericht: U = ,Mann-Whitney-U*, z = ,Z%, p= ,Signifikanz (2-seitig)
- Auswertung A:

U=1389.00z=-5.787, p < 0.001 (2-seitig)
- Auswertung V:

U=2288.00z=-2.525, p = 0.012 (2-seitig)
- Auswertung AV:

U=1615.50 z = -4.899, p < 0.001 (2-seitig)

o In allen Auswertungen ist der mittlere Rang des IRS Scores
beim Darm héher als beim Peritoneum. In den Auswertungen A
und AV sind zudem die Rangsummen des Darms héher als die
des Peritoneums. Zudem ist der Unterschied dort signifikant. Fiir
die Ergebnisse der Auswertung V liegt keine Signifikanz vor, bei
p <0.001. Auf dem 0.05 Niveau liegt eine Signifikanz vor, da
p=0.012 (zweiseitig).
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(@]

- Einfaktorielle Varianzanalysen
o Kruskal Wallis Test

Non-parametrisches Pendant zur einfaktoriellen ANOVA
(between)
Grundidee: Abtrennung der Varianzanteile, die auf eine
bestimmte Ursache (das ,Treatment®) zurickgehen
¢ Von dem Varianzanteil, der auf unbestimmte
Ursachen (,Fehler) zurickzufuhren ist
Logik der ANOVA: Wenn Treatment-Varianz grof3er ist als
Fehler-Varianz, dann hat das Treatment einen Effekt
e Betrachtet wird das Verhaltnis zwischen Treatment-
und Fehler-Varianz

- F = Treatment-Varianz / Fehlervarianz

Post hoc Verfahren erlauben korrigierte Paarvergleiche,
jedoch werden die Post hoc Tests bei non-parametrischen
Tests NICHT automatisch berechnet!

e Diese Paarvergleiche — Mann-Whitney-U-Tests —

mussen manuell durchgefuhrt werden

Cave: Es muss eine manuelle Bonferroni-Korrektur,
Korrektur des Signifikanzniveaus nicht der p-Werte,
durchgefuhrt werden!

e z.B.bei 10 Tests =.05/10 = .005

Einfaktorielle Varianzanalysen — Kruskal Wallis Test:

Kruskal-Wallis-Test

Final Score (AxB) A

Final Score (AxB) V

(Final Score A + Final
Score V) / 2

Range

Mittlerer
Organ N Rang
1 120 157,35
3 76 101,85
4 30 184,73
5 78 181,99
GCesamt 304
1 120 166,92
3 76 122,29
4 30 161,20
5 78 156,40
Gesamt 304
1 120 160,75
3 76 105,93
4 30 177,95
5 78 175,39
Gesamt 304

1 = Ovar, 3 = Peritoneum, 4 = Vagina, 5 = Darm
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Statistik fiir Test®?

(Final Score A

Final Score Final Score + Final Score

(AxB) A (AxB) V V) /2
Kruskal-Wallis H 39,789 13,539 30,442
df 3 3 3
Asymptotische ,000 ,004 ,000

Signifikanz

a. Kruskal-Wallis-Test

b. Gruppenvariable: Organ

- Interpretation:
o Bericht wie Chi-Quadrat-Test:
X?(,df*) = ,Chi-Square®, p = “Asymp. Sig.”
- Auswertung A:
X?(3) =39.789, p <.001
- Auswertung V:
X?(3) = 13.539, p: .004/4 = .001 (Bonferroni-Korrektur)
- Auswertung AV:
X?(3) = 30.442, p <.001

o Es gibt einen signifikanten Unterschied zwischen verschiedenen
Gruppen in den Auswertungen A, V und AV, aber ich weils noch
nicht zwischen welchen. Daher werden manuelle Paarvergleiche

bendtigt!
» Diese kénnten auch manuell mit Mann-Whitney-U

durchgefiihrt werden.
Auswertung A:

1 = Ovar, 3 = Peritoneum, 4 = Vagina, 5 = Darm

Statistik fiir Test®?

(Final Score A

Final Score Final Score + Final Score

(AxB) A (AxB) V Vy/2
Kruskal-Wallis H 39,789 13,539 30,442
df 3 3 3
Asymptotische ,000 ,004 ,000

Signifikanz

a. Kruskal-Wallis-Test

b. Gruppenvariable: Organ
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Zusammenfassung des Mediantests
bei unabhdngigen Stichproben

Gesamtzahl 304
Median 6,000
Teststatistik 19,050
Freiheitsgrad 3
Asymptotische Sig. ,000

(zweiseitiger Test)

Paarweise Vergleiche von Organ

Sample 1-Sample 2 Teststatistik Sig. Korr. Sig.®
3-1 14,179 ,000 ,001
3-4 15,266 ,000 ,001
3-5 18,013 ,000 ,000
1-4 ,917 ,338 1,000
1-5 2,723 ,099 ,593
4-5 ,047 ,828 1,000

Jede Zeile prift die Nullhypothese, dass die Verteilungen
in Stichprobe 1 und Stichprobe 2 gleich sind.
Asymptotische Signifikanzen (zweiseitige Tests) werden
angezeigt.Das Signifikanzniveau ist ,05.

a. Signifikanzwerte werden von der Bonferroni-
Korrektur fiir mehrere Tests angepasst.

Mediantest bei unabhangigen Stichproben

k2 esamtmedian = 6,0
10
8
&
4
2

Final Score (AxB) A

Organ
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Hypothesentestiibersicht

Nullhypothese Test Sig. Entscheidung
1 Die Mediane von Final Score Mediantest bei unabhangigen ,000  Nullhypothese ablehnen
(AxB) A sind liber doe Stichproben
Kategorien von Organ
identisch.

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist ,050.

Auswertung V:
1 = Ovar, 3 = Peritoneum, 4 = Vagina, 5 = Darm

Zusammenfassung des Mediantests
bei unabhangigen Stichproben

Gesamtzahl 304
Median 2,000
Teststatistik 10,641
Freiheitsgrad 3
Asymptotische Sig. ,014

(zweiseitiger Test)

Paarweise Vergleiche von Organ

Sample 1-Sample 2 Teststatistik Sig. Korr. Sig.®
3-1 8,603 ,003 ,020
34 4,025 045 269
3-5 9,015 ,003 ,016
1-4 ,029 ,864 1,000
1-5 098 755 1,000
4-5 ,139 ,709 1,000

Jede Zeile prift die Nullhypothese, dass die Verteilungen
in Stichprobe 1 und Stichprobe 2 gleich sind.
Asymptotische Signifikanzen (zweiseitige Tests) werden
angezeigt.Das Signifikanzniveau ist ,05.

a. Signifikanzwerte werden von der Bonferroni-
Korrektur fiir mehrere Tests angepasst.
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Mediantest bei unabhingigen Stichproben

12 * o
Gesamtmedian = 2,0

10
=
- *
ta
x s
w
]
] 6 2] *
v
©
[
4 o

2
o L
1 3 4 5
Organ
Hypothesentestiibersicht
Nullhypothese Test Sig. Entscheidung
1 Die Mediane von Final Score Mediantest bei unabhdngigen ,014  Nullhypothese ablehnen

(AxB) V sind uber doe
Kategorien von Organ

identisch.

Stichproben

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist ,050.

Auswertung AV:

1 = Ovar, 3 = Peritoneum, 4 = Vagina, 5 = Darm

Zusammenfassung des Mediantests
bei unabhdngigen Stichproben

Gesamtzahl
Median
Teststatistik
Freiheitsgrad

Asymptotische Sig.
(zweiseitiger Test)

304
4,000
10,302
3

,016

Paarweise Vergleiche von Organ

a

Sample 1-Sample 2  Teststatistik Sig. Korr. Sig.
3-1 10,545 ,001 ,007
3-4 13,287 ,000 ,002
3-5 9,288 ,002 ,014
1-4 ,245 ,620 1,000
1-5 ,952 ,329 1,000
4-5 ,037 ,848 1,000

Jede Zeile pruft die Nullhypothese, dass die Verteilungen
in Stichprobe 1 und Stichprobe 2 gleich sind.
Asymptotische Signifikanzen (zweiseitige Tests) werden
angezeigt.Das Signifikanzniveau ist ,05.

a. Signifikanzwerte werden von der Bonferroni-
Korrektur fir mehrere Tests angepasst.
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Mediantest bei unabhdngigen Stichproben

12 * ]
Gesamtmedian = 2,0

10
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o L

1 3 4 5
Organ
Hypothesentestiibersicht
Nullhypothese Test Sig. Entscheidung
1 Die Mediane von (Final Score A Mediantest bei unabhéngigen ,016  Nullhypothese ablehnen

+ Final Score V) / 2 sind Uber Stichproben
doe Kategorien von Organ
identisch.

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist ,050.

- In den Paarweisen Vergleichen der Auswertungen A, V und AV zeigen sich
signifikante Unterschiede zwischen den Vergleichen von Peritoneum (3) und jedem
anderen Organ (1, 4, 5) bei einem Signifikanzniveau von .05. Daher wird die
Nullhypothese, dass es keinen Unterschied gibt, abgelehnt.

In der Auswertung V zeigte sich im Vergleich 3—4 nach der Bonferroni-Korrektur keine
Signifikanz mehr. Bei den anderen Vergleichen jedoch weiterhin auf einem Niveau von
.05.

Alle Daten wurden mit dem Programm IBM SPSS Statistics Version 26 fir Windows
analysiert.
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6.2 Pathologiebefunde Praparate

Nr. | Eingangs- Eingangs- Zusammenfassung ICD-10 Alter
Nummer datum Pathologiebericht Dia- der
Praparat gnose Pat-

ientin in
Jahren
1.1 | H07950-16 23.03.2016 | Zystenbalg linkes Ovar: N80.1 26
Endometriosis genitalis
externa.
1.2 | H08873-16 la | 05.04.2016 | Ovar rechts: N80.1 19
fragmentierte Anteile des
Ovars mit kleinen
serdsen Zyste sowie
einer partiell
luteinisierten
Follikelzyste neben
Endometrioseherden.
1.3 | H08873-16 Ib | 05.04.2016 | Ovar rechts: N80.1 19
Fragmentierte Anteile
des Ovars mit kleinen
serdsen Zyste sowie
einer partiell
luteinisierten
Follikelzyste neben
Endometrioseherden.
1.4 | H09867-16 | 14.04.2016 | Strichklrettage: Gering keine 39
proliferierendes Endo-
Endometrium. Auflerdem | metriose
unauffallige aus
endocervicaleDrusen. Wertung
ge-
nommen
1.5 | H09867-16 11 | 14.04.2016 | Ovarialzyste links: N80.1 39

Endometriosezyste.
Corticales, ovarielles
Gewebe mit kleinen
Follikelzysten.
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2.1

H 07692-16 Il

21.03.2016

Zystenbalg rechtes Ovar:

Anteile einer
Endometriosezyste.

N80.1

38

2.2

H 10378-16
lla

19.04.2016

Zystenbalg Ovar links:
Endometriumzyste mit
Residuen alterer
Einblutungen.

N80.1

27

2.3

H 10378-16
lIb

19.04.2016

Zystenbalg Ovar links:
Endometriumzyste mit
Residuen alterer
Einblutungen.

N80.1

27

24

H 05861-16
IVa

02.03.2016

Zystenbalg Ovar rechts:
Eine maximal 3 cm im
Durchmesser grof3e,
altere
Endometriosezyste.

N80.1

32

2.5

H 05861-16
IVb

02.03.2016

Zystenbalg Ovar rechts:
Eine maximal 3 cm im
Durchmesser grof3e,
altere
Endometriosezyste.

N80.1

32

3.1

H 09372-16

08.04.2016

Zystenbalg Ovar rechts:
Anteile einer
Endometriosezyste mit
Residuen alterer
Einblutungen.

N80.1

22

3.2

H 08512-16

31.03.2016

Zystenbalg linkes Ovar:
Anteile einer alteren
Endometriosezyste mit
Residuen alterer
Einblutungen.

N80.1

31

3.3

H 07132-16 1l

15.03.2016

Zystenbalg rechtes Ovar:

Zystenbalganteile einer
Endometriosezyste.

N80.1

30

3.4

H 02357-16 Il

27.01.2016

PE Beckenwand rechts:
Bindegewebsexzidat mit
einem
Endometrioseherd.

N80.3

34
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3.5

H 02357-16 |

27.01.2016

Zystenbalg Ovar links:
Eine maximal 4 cm im
Durchmesser grofRe
altere
Endometriosezyste.

N80.1

34

41

H 26038-11

29.08.2011

Vagina: Anteile einer
Endometriosezyste mit
umschriebenen
Residuen alterer
Einblutungen.

N80.4

27

4.2

H 25896-11
lIb

26.08.2011

Douglas-Excidat mit
miterfasster Vagina
(klinische
Lokalisationsangabe).
Ausgedehnte
Endometriosis uteri
externa.

N80.4

32

4.3

H 25896-11
lla

26.08.2011

Douglas-Excidat mit
miterfasster Vagina
(klinische
Lokalisationsangabe).
Ausgedehnte
Endometriosis uteri
externa.

N80.4

32

4.4

H 25896-11 |

26.08.2011

Scheidenhinterwandexci
date mit umschriebener
Endoemtriosis uteri
externa sowie leichter
Plattenepithelhyperplasie

N80.4

32

4.5

H 21073-12

23.07.2012

Endometriosis uteri
externa (Ligamentum
sacrouterina rechts nach
klinischer Angabe).

N80.3

23

5.1

H 14048-11

2011

PE Beckenwand:
Endometrioseherd

N80.3

5.2

H 09049-16

06.04.2016

Sacto uteri ligamentum
links: Fett- und
Bindegewebe mit

N80.3

40
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umschrieben
Endometrioseherden.

5.3

H 33042-13

14.11.2013

Hochgradig fibrosiertes
Fett-/Bindegewebe mit
Anteilen Vagina (recto-
vaginales Septum nach
klinischer Angabe) mit
Endometrioseherden.

N80.4

24

54

H 02821-10

29.01.2010

Anteile eines
Endometriosezyste
(Zystenbalg re. Ovar
nach klinischer Angabe).

N80.1

32

5.5

H 23626-16

13.09.2016

Hintere Vaginalwand
Resektat:
Schleimhautresektate mit
Endometriosis uteri
externa und Residuen
alterer Einblutungen.

N80.4

24

6.1

H 06232-16 Il

07.03.2016

PE Beckenwand links:
Endometriosis genitalis
externa und
Endometriosis
extragenitalis.

N80.3

36

6.2

H 03519-16 |

09.02.2016

PE linke Beckenwand:
Fibrosiertes
Bindegewebe mit
chronischer Entzindung
und Endometrioseherd.

N80.3

25

6.3

H 07000-16 1lI

14.03.2016

Linke Seite sacro-
uterines Ligamentum:
Bindegewebe mit
Endometrioseherden.

N80.3

33

6.4

H 07000-16 Il

14.03.2016

Rechte Beckenwand:
umschriebene
Drisenkomplexe mit
umgebendem
zellreichem Stroma.
DarlUber hinaus
Blutungsresiduen. Somit

N80.3

33
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handelt es sich um einen
Endometrioseherd.

6.5

H 07000-16 |

14.03.2016

Rechte vordere
Bauchwand:
Fibrolipomattses
Gewebe mit
Endometrioseherden.

N80.3

33

7.1

H 10407-15
]F1

15.04.2015

Fibrosiertes
Bindegewebe mit
Endometriose (Ureter
Nachresektat rechts
nach klinischer Angabe).

N80.5

39

7.2

H 10407-15
b

15.04.2015

Fibrosiertes
Bindegewebe mit
Endometriose (Ureter
Nachresektat rechts
nach klinischer Angabe).

N80.5

39

7.3

H 08479-16 I

31.03.2016

Peritoneum Beckenwand
links: Bindegewebe mit
umschriebenen
Endometrioseherden.

N80.3

37

7.4

H11170-15
lla

22.04.2015

Exzidat Peritoneum
(Fossa ovarica und
Ligament sacrouteri links
nach klinischer Angabe)
mit Endometriosis uteri
externa.

N80.3

24

7.5

H11170-15
lIb

22.04.2015

Exzidat Peritoneum
(Fossa ovarica und
Ligament sacrouteri links
nach klinischer Angabe)
mit Endometriosis uteri
externa.

N80.3

24

8.1

H 09731-16 V

13.04.2016

PE Beckenwand links:
Fibrosiertes Fett- und
Bindegewebe mit

Endometrioseherden.

N80.3

41

8.2

H 11624-16

02.05.2016

PE Douglas Peritoneum:
Fibrosiertes Fett- und
Bindegewebe mit

N80.3

20
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umschriebenen
Endometrioseherden.

8.3

H 24469-15
IVc

04.09.2015

Rektumresektat mit
ausgepragter
Endometriosis uteri
externa im Bereich der
Muscularis sowie nicht
mehr frischen
Einblutungen.

N80.5

51

8.4

H 24469-15
IvVd

04.09.2015

Rektumresektat mit
ausgepragter
Endometriosis uteri
externa im Bereich der
Muscularis sowie nicht
mehr frischen
Einblutungen.

N80.5

51

8.5

H 24469-15
Vel

04.09.2015

DarlUber hinaus drei
Lymphknoten im
angrenzenden
Fettgewebe, jeweils
ohne wesentlichen
pathologischen Befund.

Keine
Endo-
metriose,
aus der
Wertung
ge-
nommen

51

9.1

H 00707-11 le

11.01.2011

Resektat vom Uterus mit
anhangendem
Dickdarmteilresektat:
Endometriosis uteri
interna und externa mit
Verwachsungen
zwischen Rektum der
Portio uteri, dem linken
Ovar

N80.5

40

9.2

H 35775-10
lla

23.12.2010

Rektosigmoidresektat
(nach klinischer Angabe)
mit Endometriosis uteri
externa im Bereich der
Muskularis sowie der
Subserosa und
hochgradiger Fibrose.

N80.5

36
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9.3

H 35775-10
lIb1

23.12.2010

Rektosigmoidresektat
(nach klinischer Angabe)
mit Endometriosis uteri
externa im Bereich der
Muskularis sowie der
Subserosa und
hochgradiger Fibrose.

N80.5

36

94

H 35775-10
b2

23.12.2010

Rektosigmoidresektat
(nach klinischer Angabe)
mit Endometriosis uteri
externa im Bereich der
Muskularis sowie der
Subserosa und
hochgradiger Fibrose.

N80.5

36

9.5

H 35775-10
b3

23.12.2010

Rektosigmoidresektat
(nach klinischer Angabe)
mit Endometriosis uteri
externa im Bereich der
Muskularis sowie der
Subserosa und
hochgradiger Fibrose.

N80.5

36

H 09331-16
IVc

08.04.2016

Zyste Ovar links: Anteile
einer Corpus luteum-
Zyste sowie Anteile einer
Endometriosezyste.

N80.1

38

H 09331-16 I

08.04.2016

Endometriose Ovar links:
Fett- und Bindegewebe
mit einer
Endometriumzyste.

N80.1

38

H 18529-10
b2

02.07.2010

Rektumteilresektat mit
hochgradiger
Endometriosis externa
und umgebender Fibrose
sowie Residuen alterer
Einblutungen im Bereich
des perirektalen
Fettgewebes sowie der
Muscularis propria.

N80.5

31

H 18529-10
b1

02.07.2010

Rektumteilresektat mit
hochgradiger

N80.5

31
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Endometriosis externa
und umgebender Fibrose
sowie Residuen alterer
Einblutungen im Bereich
des perirektalen
Fettgewebes sowie der
Muscularis propria.

10. | H05861-16 Il | 2016 Zystenbalg Ovar: N80.1
5 Endometriosezyste
11. | H09331-16 08.04.2016 | PE Peritoneum rechts: N80.3 38
1 Via Fett- und Bindegewebe
mit umschriebenen
Endometrioseherden.
11. | H09331-16 08.04.2016 | PE Peritoneum rechts: N80.3 38
2 Vib Fett- und Bindegewebe
mit umschriebenen
Endometrioseherden.
11. | H09331-16 08.04.2016 | Zyste Ovar links: Anteile | N80.1 38
3 Va1 einer Corpus luteum-
Zyste sowie Anteile einer
Endometriosezyste.
11. | H09331-16 08.04.2016 | Zyste Ovar links: Anteile | N80.1 38
4 Va2 einer Corpus luteum-
Zyste sowie Anteile einer
Endometriosezyste.
11. | H09331-16 08.04.2016 | Zyste Ovar links: Anteile | N80.1 38
5 IVb einer Corpus luteum-
Zyste sowie Anteile einer
Endometriosezyste.
12. | 1072-98 Endometriose des N80.5
1 Darms
12. | 615-98 Endometriose des N80.5
2 Darms
12. | 438-98 Endometriose des N80.5
3 Darms
12. | 438-98 Endometriose des N80.5
4 Darms
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12. | 1502-96 Endometriose des N80.5
5 Darms

13. | 1533-96 Endometriose des Ovars | N80.1
1

13. | 1505-96 Endometriose des Ovars | N80.1
2

13. | 1502-96 Endometriose des Ovars | N80.1
3

13. | 1443-97 Endometriose des Ovars | N80.1
4

13. | 1299-97 Endometriose des Ovars | N80.1
5

6.3 Pathologiebefunde Positivkontrollen

Nr. Eingangs | Eingangs | Zusammenfassung Verwendet
-Nummer | -datum Pathologiebericht bei
Praparat folgendem
Antikérper
1 H30429- | 04.11.201 | Korpus-Abradat: Endometriodes Musashi1,
15 lla 5 Adenokarzinom, mittelgradig Notch1
differenziert, G2.
2 H32455- | 16.12.201 | Plazentaparenchym zentral KLF4
16 b2 6
3 H04018- | 12.02.201 | Rektum/Colon-Resektat mit KLF4
16 Ic1 6 einem 5cm im Durchmesser
grol3en, maRig differenzierten
Andenokarzinom (G2) mit tiefer
Infiltration der Lamina muscularis
propria.
4 HO8747- | 05.04.201 | Uterus mit maximal 1,5 cm im KLF4
17 lig1 7 Durchmesser grof3en Infiltraten
eines vordiagnostizierten
maRiggradig differenzierten,
verhornenden
Plattenepithelkarzinoms in der
Zervix und einer maximalen
Stromainvasionstiefe von 1,1 cm.

101




H02547- | 20.01.201 | Magen: Gastrektomiepraparat mit | Musashi1,
16 Vc3 5 einem 4,5 cm im Durchmesser Notch1

grofRen, maliggradig

differenzierten, partiell

schleimbildenden, teil tubular,

teils papillaren Adenokarzinom,

mit Infiltration der Muscularis

propria.
7787/00 Oct3/4
665/97 Oct3/4,

Nanog
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6.5 Material- und Gerateliste

Gerate

Mikrotom Leica RM 2255 (Gerate ID 018274), Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch

Streckbad-Platte-Kombination MEDAX 22721 (Gerate ID 018244), MEDAX GmbH &
Co. KG Neumunster

Kuhlplatte Leica EG 1150 C (Gerate ID 49036), Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch

Abzug WALDNER KLV 3 (Gerate ID 43017184), WALDNER Laboreinrichtungen
DmbH & Co. KG, Wangen

Kuhlschrank LIEBHERR KT 1830 (Gerate ID 43010055), Liebherr-International
Deutschland GmbH, Biberach an der Rif3 (Temp. 3°C)

Gefrierschrank LIEBHERR (Gerate ID 51758), Liebherr-International Deutschland
GmbH, Biberach an der Rif3 (Temp. -20°C)

Brutschrank Haraeus ST 5042 (Gerate ID 006202), Haraeus Holding GmbH, Hanau
Kochplatte Alaska (Gerate ID 52653) , Alaska e.K., Viernheim
Schnellkochtopf Steinbach RR 22, 6l

Mikroskop Leitz Wetzlar Dialux 30 EB (Gerate ID 008382), Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar

Mikrotomklingen Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch

Objekttrager MARIENFELD 0810000, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Kdnigshofen

Pipetten eppendorf verschiedene Grélken, Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenspitzen TipOne verschiedene Groflen, STARLAB INTERNATIONAL GmbH,
Hamburg

Liquid-Blocker Super Pap Pen, DAIDO SANGYO, Daido Sangyo Co., Tokyo
DAKO Cytomation Pen Firma DakoCytomation, Hamburg

Eppendorfgefalte Firma Sarstedt, Nimbrecht

Feuchtekammer Firma DakoCytomation, Hamburg

pH Meter Seven Easy Firma Mettler Toledo, Giessen

Rattler IKA-VIBRAX-VXR Firma IKA, Staufen

Waage PB 3002-S Firma Mettler Toledo, Giessen
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Chemikalien

Citratpuffer Firma Merck, Darmstadt: Losung B (0,1 mol Natriumcitrat)wird in 270ml
Aqua dest. gegeben und dann wird mit Lésung A (0,1 mol Zitronensaure) der pH-Wert
auf 6,0 eingestellt.

PBS Puffer Firma Merck, Darmstadt: Aus 41g NaCl, 11g di-Natriumhydrogenphosphat.
Dihydrat, 2,75g Kaliumdihydrogenphosphat tber 95% p. A. und 11 Aqua dest. wird eine
Stammldsung hergestellt; mit Hilfe von NaOH und/oder HCI wird der pH-Wert auf 7,2
eingestellt. Die einmolare Gebrauchsldésung besteht aus 1 Teil Stammlésung und 4
Teilen Aqua dest.

ABC- Elite Kit PK 6100 Standard Firma Vektor, Burlingame, USA: Ansatz in
Tropfflaschchen, 5ml PBS + 2 Tropfen A + 2 Tropfen B

Peroxidase-Substratkit -AEC Firma Biologo Dr. Hartmut Schultheil3, Kronhagen: 2
Komponenten, 5 Tropfen AEC auf 1500!l Substratpuffer Ch. B. AE20505 Art. Nr.
AEO002

Sekundarer Antikdrper Firma Vector, Burlingame, USA: Universal Antikérper biotin
anti-Maus/anti-Kaninchen made in Horse, 1:100 in PBS Lot Nr. 00415

Blockpuffer Firma Carl Roth, Karlsruhe 21l Triton X + 1g BSA + 70ml PBS, BSA =
Albumin Fraktion V Protease frei

5% Pferdeserum Firma Vector, Burlingame, USA: 75ul Pferdeserum + 1425l
Blockpuffer

0,3% H202 Firma Carl Roth Karlsruhe in eiskaltem Methanol (Firma Merck,
Darmstadt): 50ml eiskaltes Methanol + 500ul 30% Wasserstoffperoxid

Glyceringelatine Firma Merck, Darmstadt Microscopy 100g in vitro

Tris-HCI Puffer Firma Carl Roth, Karlsruhe: Stammlésung aus 121,1g Tris-HCI, 58,49
NaCl und 11 Aqua dest. und pH 7,4 einstellen, Tris-HCI Gebrauchslésung: 100ml
Stammldsung, 900ml Aqua dest. und 250!l Triton X

20% Essigsaure Firma Carl Roth, Karlsruhe: 160ml Aqua dest. und 40ml Essigsaure,

Fuchsin Firma DakoCytomation, Hamburg (Substrat — Chromogen System) Code Nr.
K0625, 1 Tropfen Fuchsin activating agent und 1 Tropfen Fuchsin chromogen mischen
und 1 min. Inkubieren, dann mit 587 ul Buffered substrat mischen; Farbstoff, speziell fur
Immunkomplexe mit alkalischer Phosphatase

5% Blockpuffer 5g BSA (Albumin Fraktion V) in 100ml Tris-HCI Gebrauchslésung

APAAP, monoklonaler Antikérper Firma DakoCytomation, Hamburg Code Nr. D 0651,
erzeugt in Maus, anti alkalische Phosphatase zum Gebrauch in der Immunhistochemie

EDTA Firma Merck, Darmstadt: 1mMolar, pH 8 Nr. 1.08418.0250
Triton X-100 Firma Sigma, St. Louis, Missouri, USA: Lot: 052K0024
BSA Firma Carl Roth, Karlsruhe Albumin Fraktion V Protease frei
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