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Living Life Curled U P

m curled up again.
with heat on my tummy.
Not like a slumbering cat

By a fire.
But like a wounded animal

Ina traP.

| keep thinking,
It won’t alw395 be this way.
| see strong women.
Doingthe things [ wish I could.
For now, though,
It has to be enough.
To do the things | can.
Living life curled up
With heat on my tummy.

Roberta Speger, Endometriose-Patientin



"In its worst stages, this disease affects the we”—being of the female
Patient tota”g and aclverselg, her whole spirit is broken, and yet she

lives in fear of still more sgmp‘coms such as further Pain(...) «“,2

Louis Brotl']erson, schottischer Arzt, 1776

,,Mi”ionen Frauen leiden weltweit in thren fruchtbaren Jahren unter
einer gutartigen Krankheit mit eincleutigen Tumoreigenscha&en) die
das Leben und die Triume einer Frau, ihre Partnerschaft oder ihre
Familie, die Sexualitit und die berufliche Entwicklung durch

Schmerzen und Un{:ruchtbarkeit Uberschatten und aucl‘: zerstoren

kann. <+

Aus ,,Enclometriose —ein Wegweiser fur die Praxis“, 2014
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hinfilhrung zum Thema

Seit Jahrzehnten versuchen Wissenschaftler die Pathogenese der Erkrankung
Endometriose aufzuklaren und effektivere Therapiestrategien zu entwickeln. Als
~8eheimnisvolle Krankheit und ,verkanntes Frauenleiden® wurde die Endometriose
dabei immer wieder betitelt. Die dieser Arbeit vorangestellten, teilweise historischen
Textpassagen gewahren Einblick in die Krankheitsproblematik. Sie zeigen auch,
dass Frauen wohl schon vor Jahrhunderten unter der Erkrankung litten, wenngleich
sie erst seit dem 20. Jahrhundert durch die EinfUhrung neuer Untersuchungs- und

OP-Techniken sicher zu diagnostizieren ist.

Bei der Versuchsplanung dieser experimentellen Arbeit standen immunologische
Uberlegungen zur Pathogenese der Endometriose und der Effekt von Stress auf den

Krankheitsprozess im Mittelpunkt.

Zunachst wurde die Expression der flr Immunprozesse bedeutsamen Proteine
Galektin-1 und Galektin-3 im Endometriosegewebe verglichen mit ihrer Expression
im Ovarstroma bzw. im eutopen Endometrium nicht erkrankter Frauen. Im zweiten
Schritt erfolgte dann anhand geeigneter Modellzelllinien eine Untersuchung zum
Einfluss des Stresshormons Corticotropin Releasing Factor (CRF) auf die Galektin-1-

Expression von Endometriosezellen.

Die folgende Einleitung gibt einen allgemeinen Uberblick Uber die Krankheit

Endometriose.

1.2 Definition der Endometriose

»Als Endometriose wird das Vorkommen endometriumartiger Zellverbande
auflerhalb des Cavum uteri bezeichnet. Leitsymptom ist der Unterbauchschmerz,
haufig besteht Sterilitat. Die Endometriose ist eine der haufigsten gynakologischen
Erkrankungen, die ganz Uberwiegend in der Geschlechtsreife auftritt und als
Ostrogenabhangig gilt. (...) Die Endometriose verursacht eine bemerkenswerte
Morbiditat.“> - so bringen es die Verfasser der Leitlinie ,Diagnostik und Therapie
der Endometriose“ der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften (AWMF) auf den Punkt.
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Tritt endometriales Drisengewebe und Stroma auflerhalb der Gebarmutterhdhle
und damit an unphysiologischer Stelle auf, so spricht man von Endometriose.
Haufige Manifestationsorte sind die Ovarien, das Beckenperitoneum, der
Bandapparat, durch den die Gebarmutter in ihrer Lage gehalten wird, sowie das
Septum rectovaginale, die bindegewebige Trennwand zwischen Vagina und
Mastdarm. Seltener finden sich Endometrioseherde auch auf Darm, Blase, im
Bereich der pelvinen Lymphknoten, in Zervix, Vagina, Eileiter oder sogar an so
entfernten Organen wie Lunge, Haut, Nieren, Gehirn oder Rickenmark.6€ Unter
dem Mikroskop imponiert das Gewebe durch Drusenanteile, die eingebettet sind in
endometriumahnliches Stroma.? Daruberhinaus finden sich gerade im Fall der
tiefinfiltrierenden Endometriose Komponenten glatter Muskulaturl9, die vermutlich
durch Metaplasie (siehe 1.5.2) entstehen. Angiogenese und Neuinnervation sind

Phanomene, die sich im Bereich der Erkrankungsherde beobachten lassen.11.12

Abhangig von der Lage des unerwlnschten Gewebes werden drei Typen der

Endometriose unterschieden: 13-15

a. Endometriosis genitalis externa (ca. 60%): Endometrioseherde, die
innerhalb des kleinen Beckens aber auferhalb des Uterus vorkommen.
Moégliche Lokalisationen sind neben den Ovarien beispielsweise die
Ligamenta sacrouterina, das Peritoneum von Douglasraum und Blase sowie

Vagina, Vulva oder Perineum.

b. Endometriosis genitalis interna (ca. 30%): Die Endometrioseherde befinden
sich innerhalb des Myometriums (Adenomyosis uteri interna) oder der

Eileiter (Salpingitis isthmica nodosa).

c. Endometriosis extragenitalis (ca. 5-10%): Hierunter fallen alle
Endometrioseherde auferhalb der Geschlechtsorgane, d.h. in Blase,

Ureteren, Darm, Leiste, Nabel, Lunge, Gehirn usw.
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Abbildung 1: Lokalisation abdomineller Endometrioseherde®

Small bowel Fallopian tube  Ureter Qvary

Sigmoid colon

Umbilicus —— |

Cecum —

Paritoneum

Appendix
Rectovaginal
septum and
uterosacral

Bladder ligaments

Uterine serosa Uterovesical fold

Quelle: Olive, D.L. & Pritts, E.A. Treatment of endometriosis. The New England journal of medicine 345, 266-
275 (2001)

1.3 Epidemiologie

In der Literatur finden sich zur Pravalenz der Endometriose meist Angaben von um
die 5-15%. Die AWMF beziffert in ihrer Leitlinie die Zahl der Neuerkrankungen allein
in Deutschland auf etwa 40.000 pro Jahr.®> Ca. 100 Millionen Frauen leiden derzeit
weltweit an Endometriose.l Die volkswirtschaftlich relevanten Kosten der
Erkrankung werden deutlich hoher angesetzt als die von Morbus Crohn oder
Migrane, die bereits sehr viel besser erforscht und verstanden sind.1 Dennoch ist es
nach wie vor schwierig, eine exakte Aussage uber die Pravalenz der Endometriose
zu treffen. In Abhangigkeit von der jeweiligen Studienpopulation ergeben sich Werte
zwischen 4% (asymptomatische Frauen, die sich einer Tubenligatur unterzogen)
und 50% (Teenager mit behandlungsresistenter Dysmenorrhoe).1” Zum Teil liegen
den Untersuchungen Gruppen zugrunde, die sich bereits mit entsprechenden

Symptomen in einer gynakologischen Tagesklinik vorstellen, in anderen Fallen



Einleitung

handelt es sich um Populationen mit Infertilitdtsproblemen und wieder andere
Studien stutzen ihre Ergebnisse ausschliefllich auf ein Kollektiv asymptomatischer,
fertiler Frauen.1”-19 Neben dem Studiendesign besteht ein weiteres Problem der
epidemiologischen Aufarbeitung der Endometriose darin, dass die Erkrankung
derzeit nur im Rahmen von Laparoskopie oder Laparotomie mit letzter Sicherheit
diagnostiziert werden kann. Der Weg vom Erkrankungsverdacht bis zur
Durchfuhrung der notwendigen operativen Diagnostik ist meist lang. Weniger
invasive Untersuchungen wie Ultraschall und Hysteroskopie, aber auch
Laparoskopien mit falsch negativem Befund lassen Zeit verstreichen. Erkrankte
Frauen ohne oder mit lediglich unspezifischen Symptomen und konservative

Therapieversuche ohne definitive Diaghose verfalschen ebenfalls die Statistik.

Beim Bemuhen darum, ein reprasentatives Studiendesign zu wahlen, das endlich
eine realistische Einschatzung der Pravalenz der Endometriose in der
Allgemeinbevolkerung ermaoglicht, wurden in den letzten Jahren deutlich niedrigere
Werte angegeben als bisher, unter anderem um die 1,5%.20-21 Eine Kdlner Studie
aus dem Jahr 2012 kommt gar auf Werte von 0,8% der Frauen im Alter zwischen
15 und 54 Jahren bzw. 1,3% bei den 35- bis 44-jahrigen.22

In jedem Fall problematisch bleibt die Tatsache, dass die endgulltige Diagnose einer
Endometriose momentan erst durchschnittlich 9 Jahre nach dem ersten Arztbesuch
einer Patientin erfolgt.2? Im Interesse der betroffenen Frauen wie auch unter
volkswirtschaftlichen Gesichtspunkten werden dringend effektivere Methoden und
Ablaufe der Diagnosefindung bendtigt - zumal mit Fortschreiten der Endometriose
eventuelle Langzeitfolgen zunehmen. Die meisten Endometriose-Patientinnen
suchen mehr als dreimal ihren Hausarzt auf, bevor dieser sie erstmalig zum
Facharzt Uberweist; und ein Drittel der Betroffenen wird mehr als sechsmal mit den
sogenannten Primarsymptomen der Erkrankung (Dysmenorrhoe und/oder tiefe

Dyspareunie) vorstellig, bevor schliefllich die richtige Diagnose gestellt wird.2t

1.4 Geschichte

Moderner Lebensstil, Umweltfaktoren und die industrielle Entwicklung des 20.
Jahrhunderts werden gern als mogliche Einflussfaktoren genannt, wenn sich die
Frage nach der Entstehung der Endometriose stellt. Wer genauer nachforscht, der

erkennt, dass bereits der deutsche Arzt Daniel Shroen im Jahr 1690 eine

4



Einleitung

Erkrankung beschrieb, die viele Eigenschaften dessen tragt, was wir heute
Endometriose nennen.323 Im 18. Jahrhundert folgten weitere Studien zu diesem
Phanomen. 1860 beschrieb der Pathologe Carl von Rokitansky den
aufsehenerregenden Fall einer ausgepragten Adenomyosis bei einem jungen
Wiener Madchen.24 Es folgten sich h&ufende Berichte namhafter Arzte und
Pathologen, bis der Gynakologe Cullen zu Beginn des 20. Jahrhunderts schliefllich
die Gewebeinseln an uniblicher Stelle eindeutig als endometriale Mukosa
identifizierte.23 Damit legte er den Grundstein flir die Haupttheorien Uber die

Pathogenese der Endometriose, die sich in der Folgezeit etablieren sollten.25

1.5 Pathogenese

1.5.1 Implantationstheorie nach Sampson

Das heute allgemein am besten akzeptierte Konzept der Endometrioseentstehung
ist die sogenannte Implantations- oder Transplantationstheorie. Sie beruht auf der
Beobachtung, dass es wahrend der Menstruation physiologischer Weise zum Reflux
endometrialen Gewebes durch die Eileiter kommt - man spricht von ,retrograder
Menstruation“. Auf diesem Weg gelangen Zellen aus dem Inneren der Gebarmutter
in die Bauchhohle und implantieren sich dort - der Theorie folgend - im
Peritoneum.26 Fir die Implantationstheorie sprechen mehrere Punkte: So ist der
Ruckfluss endometrialer Zellen durch die Tuben ein universelles Phanomen, das
bei 90% aller Frauen im reproduktionsfahigen Alter wahrend der Menstruation
auftritt.27.28 Zudem konnte gezeigt werden, dass eine mechanische Obstruktion des
normalen Menstruationsabflusses (wohl aufgrund eines dadurch vermehrten
retrograden Flusses durch die Eileiter) eine Endometriose eindeutig beglnstigt.29.30
Endometriales Gewebe wird im Bauchraum haufiger und in groerem Umfang
wahrend der Follikelphase (im Anschluss an die Regelblutung) gefunden als
wahrend der Lutealphase.31 Auch unter BerUcksichtigung der genauen Lokalisation
peritonealer Endometrioseherde scheinen die Eileiter als zufUhrender Transportweg
plausibel.3233 Darlberhinaus beeinflusst die individuelle Beckenanatomie von

Patientinnen Verteilung und Haufigkeit der Lasionen im Peritoneum.34

Untersucht man abgestofRene Endometriumzellen, die gegen Ende der
Menstruation entnommen wurden, so erweisen sich diese als optimal ausgerUstet

fur eine Implantation im Bauchfell: Sie sind vital, besitzen proliferative Kapazitat2s
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und exprimieren an ihrer Oberflache Integrine, die eine Adhasion am Peritoneum
ermoglichen.3®> Endometriales Gewebe (v.a. die extrazellulare Matrix), das uber die
Eileiter in den Bauchraum gewandert ist, exprimiert Metalloproteinasen, die es
befahigen, Basalmembran abzubauen.2®> Auflerdem produziert es angiogene

Faktoren, die fur die Neovaskularisation bendétigt werden.2®

Ovarielle Endometriosezysten entstehen nach der Implantationstheorie dadurch,
dass retrograd menstruierte Zellen auf dem Ovar haften bleiben. Dort bilden sie
Uber Inversions- und Invaginationsprozesse der Organoberflache eine intraovarielle

Endometrioselasion, die sich durch zyklische Blutung zur Zyste weiterentwickelt.36

Wertvolle Erkenntnisse zur Erklarung tiefinfiltrierender und weit vom
Fimbrientrichter entfernter Lasionen liefern Studien aus der ersten Halfte des 20.
Jahrhunderts: Sie flUhren derartige Formen der Endometriose zurlck auf
hamatogene und lymphatische Dissemination. So fand bereits Sampson 1927
endometriales Gewebe in den uterinen Venen von Patientinnen mit Adenomyosis37;
Hobbs gelang es, durch die intravendse Injektion endometrialer Zellen eine
pulmonale Endometriose in Hasen zu induzieren3®; und Javert wies zu Beginn der
1950er Jahre im Rahmen einer Untersuchung lymphadenektomierter Frauen bei
etwa 6% eine Endometriose in den entnommenen Lymphknoten nach.3? Damit ist
die Implantationstheorie ein zufriedenstellendes Konstrukt, um sowohl peritoneale
wie ovarielle als auch weit entfernte Endometrioseherde in Lunge und Gehirn
nachzuvollziehen. Ebenso wird in ihrem Kontext die seltene Form der
Narbenendometriose#0-42 (iber die Vorstellung von iatrogener Zellverschleppung
oder hamatogener Dissemination verstehbar. Doch bleiben entscheidende Fragen
offen: Wenn das Phanomen der retrograden Menstruation bei fast allen Frauen
auftritt, weshalb erkranken dann nur vergleichsweise wenige von ihnen an
Endometriose? Wieso zeigen einige erkrankte Frauen nur winzige Herde, wahrend
andere hauptsachlich unter Zysten leiden und wieder andere bevorzugt
tiefinfiltrierende Lasionen aufweisen? Wie entsteht Endometriose bei jungen
Madchen oder Frauen, die (noch) nie menstruiert haben? Wie lasst sich die
(auBBerst seltene) Endometriose bei Mannern erklaren? Warum gelang es bis heute
nicht, in geeigneten In-vivo-Studien zu zeigen, wie genau man sich die Adhasion,
Proliferation und Gewebeinvasion retrograd menstruierter Zellen auf

mikroskopischer Ebene vorzustellen hat?4344 Selbst wenn die retrograde

6
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Menstruation die Grundvoraussetzung flur die Entstehung der Endometriose
darstellt, so missen doch in jedem Fall andere Faktoren hinzutreten, die fir das

,Ob“ und das ,Wie“ einer Endometriose (mit)bestimmend sind.

1.5.2 Metaplasietheorie nach Meyer

Der Begriff ,Metaplasie” ist definiert als die Umwandlung eines differenzierten
Gewebetyps in einen anderen. Die Metaplasie stellt dabei eine besondere Form der
zellularen Anpassung an die Umgebung dar. So fuhrt etwa die chronische Reizung
oder Entziindung eines Oberflachenepithels zum Ersatz des vorhandenen Epithels
durch ein anderes. Als Beispiel sei genannt der Ersatz des respiratorischen
Flimmerepithels durch Plattenepithel bei chronischer Bronchitis. Die Bildung der
neuen Zellen geschieht dabei nicht in Form einer direkten ,Transdifferenzierung”
der vorhandenen Epithelzellen, sondern durch eine Umstellung des
Differenzierungsprogramms der nachwachsenden Zellen und entwickelt sich somit

ausgehend von den Stammzellen (Basal- oder Reservezellen) des Epithels.4>

Die Zolom-Metaplasie-Theorie nach Meyer4¢ beruht auf der Vorstellung, dass
Zellen, die vom embryonalen Zélom abstammen - wie sie beispielsweise im Uterus,
in der Vagina sowie in der mesothelialen Zellschicht von Ovar, Pleura- und
PeritonealhOhle zu finden sind - das Potential zur endometrialen Differenzierung in
sich tragen. Ausgehend von solchen Zellen konnten sich endometriumartige
Zellverbande an unphysiologischer Stelle bilden.2347 Auch dieses Modell ist auf
peritoneale, ovarielle, tiefinfiltrierende und ungewohnlich lokalisierte Formen der
Endometriose anwendbar. DarUberhinaus bietet es im Gegensatz zur
Implantationstheorie die Moglichkeit, prapubertare*® Typen und Endometriose bei
jungen Madchen4® oder bei Frauen zu erklaren, die nie menstruiert haben30.51, Die
wenigen publizierten Falle von Endometriose bei Mannern konnten damit
begrindet werden, dass aus dem Miullergang zurickgebliebene Zellen unter
hormonellem Stimulus eine endometriale Differenzierung erfahren. Wobei zu klaren
ist, weshalb augenscheinlich sowohl 0&strogene als auch anti-6strogene
Reizsituationen eine solche Endometriose bei Mannern auszulésen vermogen.52:53
Obwohl verschiedene In-vitro- und In-vivo-Studien die Idee der Metaplasie-Induktion
unterstutzen5455, bleibt offen, welche Stimuli im Einzelnen erforderlich sind, um die
pluripotenten Zellen zélomer Abstammung zur endometrialen Ausdifferenzierung

anzuregen.
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1.5.3 Archimetra-Konzept

Das sogenannte Archimetra-Konzept nach Leyendecker et al. sieht eine
entscheidende GrofRe fur die Entstehung der Endometriose in intrauterinen
Veranderungen®6, Diese Veranderungen betreffen die innere und phylogenetisch
wie ontogenetisch alteste Gebarmutterwandschicht: die Archimetra, bestehend aus
Endometrium und der unmittelbar darunterliegenden Muskelschicht, dem Stratum

subvasculare.

Abbildung 2: Aufteilung der Uteruswand in Archimetra und Neometra

ENDOMETRIUM +ARCHIMETRA*
Epithel
Stroma
MYOMETRIUM
Stratum subvasculare > vorwiegend zirkuldre Muskelfasern
~NEOMETRA*

Stratum vasculare > kurze Muskelbiindel, dreidimensional angeordnet

Stratum supravasculare =2 vorwiegend in Langsrichtung angeordnet

Die auBere Muskelschicht des Uterus (Neometra) ist nicht-paramesonephrischen
Ursprungs. Sie weist wahrend des gesamten Zyklus eine gleichmafig hohe
Expression von Hormonrezeptoren auf und dient vor allem der Expulsion des Fetus
beim Geburtsvorgang.5” Die Archimetra ist paramesonephrischen Ursprungs, d.h.
sie entsteht durch ein Verschmelzen der Mdullerschen Gange in der frihen
Embryonalentwicklung. Im Verlauf des Zyklus ist sie fundamentalen strukturellen
und biochemischen Veranderungen unterworfen.57.58 Sie erfullt auf diese Weise
wichtige Aufgaben in ganz frUhen Phasen der Reproduktion. So lassen sich die

Funktionen der Archimetra unter drei Punkten zusammenfassen:

1. Proliferation und Differenzierung des Endometriums in Vorbereitung auf die
Implantation des Embryos,

2. uterine Peristaltik zur Unterstitzung des gerichteten und schnellen
Spermientransports in Richtung der Eileiter und

3. Infektionsabwehr.
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Die Endometriose geht einher mit Stérungen in jedem dieser drei Bereiche. So

kommt es zu

1. proliferativen Prozessen in und auflerhalb des Cavum uteri, zu

2. Hyper- und Dysperistaltik der Uteruswand und damit Dysfunktionen im
uterinen Spermientransport sowie zu

3. hyperaktiven inflammatorischen Reaktionen auf eutopem wie ektopem
Niveau.56

Zentraler Punkt des Archimetra-Konzepts ist die Postulierung einer bei
Endometriose lokal erhdhten Ostrogenkonzentration im Gewebe. Nachdem die
Erkrankung fast ausschlieflich auf die reproduktive Lebensphase von Frauen
begrenzt ist und zahlreiche Forschungsergebnisse eine grundsatzliche
Ostrogenabhéngigkeit der Endometriose  bestatigen, besteht an der
herausragenden Bedeutung dieses Hormons flr den Krankheitsprozess kein
Zweifel.59 Zwar unterscheiden sich die Ostrogenwerte im Serum von Patientinnen
nicht von den Werten gesunder Frauen, doch ist eine zumindest Iokale Erhohung
des Hormons anzunehmen: Bei der Endometriose lasst sich eine pathologische
Expression der P450-Aromatase im eutopen Endometrium und in ektopen
Implantaten beobachten. Dieses Enzym wird im Endometrium gesunder Frauen
nicht exprimiert.061 Die P450-Aromatase katalysiert die Umwandlung von
Androstendion und Testosteron in Ostron bzw. Ostradiol. Vor diesem Hintergrund
und angesichts der Messung erhéhter Ostradiol-konzentrationen im
Menstruationsblut von Patientinnen mit Endometriose und Adenomyose®? ist eine
lokale Erhéhung der Ostrogenkonzentration anzunehmen. Bei gesunden Frauen
stéRt das vom heranreifenden Follikel produzierte Ostrogen in der Archimetra
verschiedene Transkriptionskaskaden an, darunter die endometriale Expression
von Oxytocin-mRNA und Oxytocin-Rezeptoren.63 Auf diese Weise unter
Ostrogeneinfluss freigesetztes Oxytocin bewirkt in der Follikelphase zunehmend
hochfrequente und intensive Kontraktionswellen der Archimetra in Richtung des
Gebarmutterfundus. Diese Peristaltik erreicht ihr Maximum in  der
periovulatorischen Phase und unterstlitzt so den gerichteten Spermientransport zu
den Eileiterostien. Wahrend der Lutealphase nimmt die Peristaltik ab und zum
Zeitpunkt der Menstruation sind die Kontraktionswellen deutlich in Richtung der
Zervix gerichtet, um den Abgang des Menstruationsgewebes zu gewahrleisten.64.65
9
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Abbildung 3: Von der P450-Aromatase katalysierte Reaktionen

> > >

Androstendion P450-Aromatase Ostron
2> > >

Testosteron P450-Aromatase Ostradiol

Bei Endometriose-Patientinnen ist dieser physiologische Ablauf gestért: Die
Ostrogen-Eigenproduktion der Archimetra mithilfe der P450-Aromatase fiihrt Giber
vermehrte Oxytocinfreisetzung zu intensivierter Peristaltik. Hinzu kommt eine
Verdickung des Stratum subvasculare bzw. die Infiltration des Stratum vasculare
und damit der Neometra durch die Archimetra.56 Nicht nur die zirkuldren Fasern
des Stratum subvasculare, sondern auch das kraftige Muskelfasernetz des Stratum
vasculare sind nun an den Kontraktionen beteiligt. Eine Erhéhung des basalen
intrauterinen Drucks ist die Folge. Hyperperistaltische Bewegungen wahrend der
gesamten follikuldren Phase gipfeln in der spatfollikularen Phase (unmittelbar vor
dem Eisprung) in Dysperistaltik und konvulsiven Kontraktionen des gesamten
Uterus, wodurch der gerichtete uterine Spermientransport zusammenbricht.66.:67 Die
hyperperistaltischen Wellen der Gebarmutterwand kénnen nach dem Archimetra-
Konzept durch erhdhten Transport endometrialer Zellen in die Bauchhohle eine
Endometriose befordern. Zudem ist die Streuung vitaler Zellen in den
intraperitonealen Raum hierbei nicht auf eine (moglicherweise gleichzeitig
verstarkte) retrograde Menstruation begrenzt, sondern geschieht wahrend des
gesamten Zyklus. Die Unterbindung des gerichteten Spermientransports zum
Eileiterostium bietet eine mogliche Erklarung flr die bei Endometriose gehauft

auftretende Infertilitat.
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Erganzend bleibt festzuhalten, dass sich Ostrogenstimulus und proliferative wie
inflammatorische Prozesse in der Archimetra gegenseitig befdrdern Uber die
Freisetzung angiogener und anderer Wachstumsfaktoren, Zytokine, Prostaglandine
etc. Auch die beschriebene Hyperperistaltik bewirkt durch eine chronische
Mikrotraumatisierung des Gewebes proinflammatorische Prozesse - ahnlich jenen
Reparaturvorgangen, die nach Schwangerschaft und Geburt in der Archimetra

ablaufen.56

Die hier vorgestellten Dysfunktionen der Archimetra scheinen wie ein Netz
miteinander verwoben - doch den ersten krankheitsauslosenden Schritt Iasst auch

dieses Pathogenese-Modell vermissen.

1.5.4 Theorie von Denervierung und Reinnervation

Eine noch relativ neue Theorie zur Entstehung der Endometriose ist die von
Denervierung und Reinnervation. Postuliert wird dabei eine primare Verletzung des
Uterus, des ihn unterstitzenden Bandapparates bzw. der zufUhrenden Gefaf3-
Nerven-Bindel.68 Diese Gewebsdefekte konnten beispielsweise entstehen beim
Geburtsvorgang oder bei wiederholten extremen Valsalva-Mandvern (z.B.
erschwerte Defakation). Eine Denervierung der genannten Strukturen sei die Folge.
Im Rahmen der Reinnervation komme es dann in den anschlieBenden 5-10 Jahren
zur Proliferation von Nervenfasern im Stroma, zu Mikroneurom-Bildung und
perivaskularen Nervenwucherungen. Dieser Reinnervationsvorgang verursache das
typische Beschwerdebild mit Dysmenorrrhoe, chronischen Unterleibsschmerzen
und Subfertilitdt. Ektope Endometrioselasionen seien nur ein zusatzliches
Phanomen der Erkrankung, welches entstehe, indem sich retrograd menstruierte
Zellen auf die Gewebsdefekte gewissermafien ,aufpfropften“9. Flr die klinische
Symptomatik allerdings seien diese ektopen Herde nur von untergeordneter
Bedeutung (Blutung in den Peritonealraum). Abhangig vom Entstehungszeitpunkt
der intrapelvinen Verletzungen und dem (Nicht-)Vorhandensein retrograder
Menstruation wahrend der Heilungsphase komme es zum charakteristischen Bild
verschleppten endometrialen Gewebes auf peritonealen Strukturen - oder nicht. Mit
diesem Modell lieBe sich erklaren, weshalb das Ausmafl der ektopen

Endometrioseherde und der Schweregrad der Symptome haufig nicht korrelieren.”0
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In ahnlicher Weise vertreten Zhang et al. (2016) mit ihrer Arbeit zur Wirkung
aktivierter Thrombozyten auf Endometriosegewebe die These, dass es sich bei
Endometrioseherden um Wunden handelt, die einem wiederkehrenden Prozess aus

Verletzung und Heilung unterliegen.”1

1.5.5 Umwelt- und genetische Faktoren

Angesichts der komplexen Dysregulationen von 06strogenmetabolischen,
inflammatorischen und immunologischen Ablaufen bei Endometriose stellt sich die
Frage, inwiefern Umweltgifte und genetische Faktoren fur die Pathogenese der
Endometriose relevant sind. Fur die in diesem Zusammenhang verdachtigten
Dioxine und polychlorierten Biphenyle fehlen nach wie vor geeignete Daten, die eine
Verbindung zwischen Stoffexposition und Erkrankung beweisen wirden.’273 Jedoch
zeigen Studien und Kklinische Erfahrung deutlich eine familidare Haufung der
Endometriose. Auf genetischem Niveau konnte bereits eine Vielzahl von
Dysregulationen, etwa in Form von Hyper- oder Hypomethylierung, nachgewiesen
werden.’2 Die genetische Komponente und epigenetische Phanomene spielen eine

wichtige Rolle im Krankheitsprozess.”4.75

1.6 Symptome

Kardinalsymptome der Endometriose sind Dysmenorrhoe (starke pra- und
perimenstruelle Schmerzen) und Dyspareunie (Schmerzen beim Koitus, v.a. bei
Douglas-Endometriose). Fehlt bei einer Patientin die Dysmenorrhoe, sollten andere
Differentialdiagnosen genau gepruft werden.> Ein Teil der von der Erkrankung
betroffenen Frauen ist asymptomatisch. Wie bereits angeklungen korreliert das

Stadium der Erkrankung nicht zwangslaufig mit dem Grad der Beschwerden.”6

Je nach Lokalisation der Endometriose klagen Patientinnen Uber zyklische
Unterbauchschmerzen, Dysurie, Dyschezie, Obstipation, zyklische Hamaturie,
blutige Defakation, pramenstruelle Schmierblutungen, Menorrhagie
(Menstruationsdauer > 6 Tage) und Hypermenorrhoe (sehr starke Menstruations-
blutung). Grofle ovarielle und periovarielle Endometriosezysten verursachen
persistierende Unterbauchschmerzen. Subfertilitét und Sterilitdt sind zudem
Probleme, mit denen sich nicht wenige der erkrankten Frauen konfrontiert sehen.
Angesichts der teils unspezifischen Symptomatik ist eine lange Liste mdglicher

Differentialdiagnosen zu bedenken.
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Tabelle 1: Differentialdiagnosen zu Endometriose-typischen Beschwerden

Einleitung

Gynakologie

Urologie

Gastroenterologie

Pramenstruelles Syndrom
Adnexitis

Verspannung der
Beckenbodenmuskulatur
Tumoren der Adnexe, Vulva
u.a.

Interstitielle Zystitis
Chron. Harnwegsinfekte
Rezidiv./akute Urethritis
Nierensteine
Detrusor-Sphinkter-
Dyssynergie
Urethraldivertikel
Blasenkarzinom

Chronische Appendizitis
Colitis
Divertikulose/Divertikulitis
Colon irritabile

Chron. intermittierende
Darmobstruktion
Obstipation
Laktoseintoleranz

- Glutenintoleranz
- Darmkarzinom

Entscheidend flr die klinischen Beschwerden der Patientin ist der Aktivitatsgrad der

Endometriose.

Tabelle 2: Makroskopische Aktivitatskriterien der Endometriose®

Aktiv Inaktiv

Peritoneale Endometriose - Rote Herde -
- Vesikulare und polypdse | -
Implantate

Schwarzbraune Implantate
Peritonealverdickung

Ovarielle Endometriose - Dlnnwandige Zysten mit | -  Dickwandige fibrotische
Begleitentziindung Zysten

- Livide, eingeblutet - Gelblich, weif3

Tief infiltrierende Endometriose | - Diffuse Aussaaten -
- Hypervaskularisation -

Fibrotisch, weifd
Nodular

1.7 Diagnostik

1.7.1 Diagnostische MaBRnahmen

Aus der grofRen Zahl von Erkrankungen mit ahnlicher Symptomatik wird ersichtlich,
weshalb es haufig so lange dauert, eine Endometriose eindeutig zu erkennen. Umso
wichtiger sind geeignete Untersuchungen, mit deren Hilfe an Endometriose
erkrankte Frauen rasch identifiziert werden konnen. Besteht bei einer Frau nach
Erhebung der Anamnese der Verdacht auf das Vorliegen einer Endometriose, erfolgt
zunachst die vaginale und rektale Untersuchung durch den Gynakologen. Typisch
fur die Erkrankung sind dabei schmerzhafte Knoten im Septum rectovaginale und

im Douglas-Raum. Ebenso sprechen blauliche, rote oder braune papillare Knoten
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im hinteren Scheidengewélbe bei der Speculumuntersuchung flar eine
Endometriose.”’” Definitiv gestellt werden kann die Diagnose nur nach Entnahme
einer Gewebeprobe. Bei der diagnostischen Laparoskopie ist mindestens ein
Endometriose-typischer Herd zu exzidieren. Die reine Blickdiagnose ohne
histologische Sicherung erweist sich in 20-40% (,,.Schokoladenzysten) bzw. 10-15%
(peritoneale Endometrioseherde) als falsch. Die Ultraschalldiagnostik eignet sich
nicht zur Erkennung Kleiner versprengter Erkrankungsherde im Peritoneum. Gut
identifizieren lassen sich damit aber die sogenannten ,Schokoladenzysten®, deren
Inhalt (altes Blut aus endometroider ,Menstruation®) sich bei laparoskopischer
Eroffnung der Zyste entleert und dabei durch seine charakteristische

schokoladenbraune Farbe und samige Konsistenz besticht.”8

Gerade bei der tiefinfiltrierenden Endometriose kommen mehr und mehr
transvaginaler Ultraschall’® und Magnetresonanztomografie zum Einsatz. In
Abhangigkeit von der Lokalisation der Endometriose konnen darUberhinaus
notwendig werden: Transrektalsonografie8®, Rektosigmoidoskopie, Zystoskopie,
Nierensonografie und i.v.-Urogramm.3 Ziel ist es, die Erkrankungsherde praoperativ
moglichst genau zu lokalisieren und in ihrer Ausdehnung zu begreifen, um den

therapeutischen Eingriff optimal planen zu kénnen.81

1.7.2 Stadieneinteilung

Am weitesten verbreitet ist die Stadieneinteilung der American Society for
Reproductive Medicine, der sogenannte rASRM-Score. In dieses Punktesystem
flielen die Endometrioselokalisation im Unterbauch, die Implantatgréfle sowie das
Ausmaf’ vorhandener Adhasionen ein. Es erfolgt eine Einteilung der Erkrankung in 4

Schweregrade (minimal, mild, moderate und severe).82

1.8 Therapieansatze

1.8.1 Konservativ

Die hormonelle Therapie der Endometriose basiert auf der Unterdrlickung der
Ostrogenbedingten Proliferation endometrialen Gewebes, der Reduktion der
uterosakralen Durchblutung® und der Veranderung immunologischer Parameters3,
So ermdéglichen die gangigen konservativen Therapieoptionen flr die Endometriose
ein  zumindest temporares Zuriickdrangen der Schmerzsymptomatik.84 Zur
Anwendung kommen15.77.85;
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= GnRH-Analoga als Kurzzeittherapie (3-6 Monate), evtl. zusatzlich Add-back-
Substitutionstherapie mit niedrig-dosiertem Ostrogen-Gestagen-Préparat

= Ovulationshemmer, am besten gestagenbetont und monophasisch. Fur
Langzeittherapie geeignet. Einnahme sinnvollerweise bis zum Eintritt von
Kinderwunsch, wenigstens aber fur 12 Monate.

= Alleinige Gestagentherapie
= Symptomatische Therapie mit Analgetika

Optimal ist eine auf die Patientin zugeschnittene Kombination analgetischer und

hormoneller Praparate.8®

1.8.2 Operativ

Steht der Verdacht auf eine Endometriose im Raum, empfiehlt sich zu Diagnostik-
und Therapiezwecken grundsatzlich die chirurgische Intervention bei Schmerzen,
Organdestruktion und/oder Sterilitat der Patientin.® Im Fall einer vorhandenen
Subfertilitat bieten operative Verfahren anders als die genannten konservativen
Ansatze und ebenso wie Methoden der assistierten Reproduktion die Moglichkeit zu
einer eindeutigen Verbesserung der Fertilitat.84 Zu den operativen Therapieoptionen
bei Endometriose zahlen die laparoskopische Koagulation oder Laservaporisation
kleiner Herde sowie die Ausschalung und Exzision grofRerer Herde oder Zysten, ggf.
per Laparotomie.’> Im Fall der tiefinfiltrierenden Endometriose geben zahlreiche
Studien der chirurgischen Therapie den Vorrang vor der medikamentdsen.86 Die
radikale Entfernung der Erkrankungsherde ermdoglicht hier u.U. auf lange Zeit
Beschwerdefreiheit und eine deutliche Verbesserung der Fertilitdt. Gerade bei
minimal-invasiver Technik ist die Durchfihrung der entsprechenden Eingriffe durch
erfahrene Operateure in spezialisierten Zentren essentiell fur den Erfolg der

Behandlung.8’

Grundsatzlich gilt: Je nach Erkrankungsstadium und Aktivitatsgrad, Herd-
Lokalisation und Familienplanung der Patientin wird ein jeweils individueller
Therapieplan entworfen. Ziel ist es derzeit, durch geschickte Kombination
hormoneller und operativer Methoden eine madglichst lange Phase der

Symptomfreiheit zu erreichen.
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2 Zielsetzung

Die Endometriose ist eine der haufigsten gynakologischen Erkrankungen.® Fur viele
Patientinnen bedeutet sie eine jahrzehntelang andauernde Einschrankung ihrer
Lebensqualitat mit haufig bleibenden Folgen. Die gangigen Theorien zur
Pathogenese der Endometriose konnten das Ratsel um diese Erkrankung bisher

nicht I6sen. Es fehlt daher ein kausales Therapiekonzept.>

Seit einigen Jahren steht das Immunsystem von Endometriose-Patientinnen im
Fokus der Forschung. Es weist deutliche Verdnderungen auf (siehe Kapitel 5.3).
Untersuchungen Uber die genauen Mechanismen dieser Veranderungen und ihren
moglicherweise krankheitsausldsenden Charakter sind dringend nétig, um neue

primarpraventive Ansatze und Therapiestrategien zu entwickeln.

Von besonderem Interesse flur die Aufklarung immunologischer Phanomene ist die
Molekulgruppe der Galektine, einer Unterfamilie der Lektin-Proteine.88 Sie Uben
immunmodulatorische Funktionen aus und werden als SchlUsselregulatoren der
Immunantwort gehandelt.8° |hr Mitwirken an zelladhasiven, zellmigrativen,
wachstumsregulierenden und neoplastischen Ablaufen®0 wirft die Frage auf, welche
Rolle die Galektine im Krankheitsprozess der Endometriose spielen. Uber ihre
Expression im Endometriosegewebe ist bisher nur wenig bekannt. Da es die
Galektine 1 und 3 sind, die im Endometrium in nennenswertem Ausmaf}
vorkommen®9!, standen sie im Mittelpunkt der hier vorliegenden Arbeit. Es werden
ihnen u.a. wichtige Aufgaben bei der Regulation endometrialer Funktionen und der
embryonalen Implantation zugeschrieben. Ebenso ausschlaggebend kdnnte die
Galektinfunktion sein fur die Implantation und/oder das Wachstum endometrialer
Herde im Peritoneum, flUr die vaskuldre Versorgung dieser Herde und eine

modifizierte Immunantwort im peritonealen Milieu.

Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, das Expressionsmuster der Galektine 1 und 3 im
Endometriosegewebe zu untersuchen im Vergleich mit dem Ovarstroma und dem

Endometrium nicht-erkrankter Frauen.

In einem zweiten Versuchsaufbau wurde der mdgliche Einfluss von Stress auf
Endometriosezellen und ihr  Galektin-Expressionsverhalten nachgestellt.
Physischem wie psychischem Stress wird in vielen Studien und aus der klinischen
Erfahrung heraus eine krankheitsférdernde Wirkung zugeschrieben. Gerade das
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Immunsystem reagiert sehr empfindlich auf externe Stressoren.®2 Zudem bedeuten
die Krankheitssymptome selbst einen nicht zu unterschatzenden Stressor fur die
von Endometriose betroffenen Frauen. Der Zusammenhang zwischen Stress und
einer Galektin-1-gekoppelten Dysregulation des Immunsystems bei Endometriose

wurde hier anhand der CRF-Stimulation geeigneter Modellzellen untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Immunhistochemie: Detektion von Galektin-1 und Galektin-3 im

Endometriosegewebe, Ovarstroma und Endometrium

3.1.1 Vorbemerkung

Im immunhistochemischen Teil dieser Arbeit wurden drei Gruppen von Geweben

hinsichtlich ihrer Galektin-Expression verglichen.

Die erste Gruppe bestand aus Gewebeproben von ektopen Endometrioselasionen

(n=54, vorwiegend ovarieller Ursprung).

In den zwei Vergleichsgruppen fanden sich ausschliefllich Gewebeproben aus
pathologisch nicht veranderten Organen von Frauen ohne sichtbare Endometriose.
Die Proben wurden zum einen aus Ovarstroma (n=10), zum anderen aus eutopem

Endometrium (n=15) enthommen.

Tabelle 3: Anzahl der gefirbten Praparate pro Gewebe- und Farbegruppe

Endometriose Ovar Endometrium
Galektin-1-Farbung n=54 n=10 n=15
Galektin-3-Farbung n=54 n=10 n=15
Gesamtzahl n =108 n=20 n =30

3.1.2 Gewebeproben

Die 54 Gewebeproben aus Endometrioselasionen stammten von 54 Patientinnen,
die in den Jahren 2000 bis 2002 in der Frauenklinik Innenstadt der Ludwig-
Maximilians-Universitat Munchen aufgrund Endometriose-bedingter Beschwerden
operiert wurden. Die Endometrioseherde, aus denen die Proben jeweils enthommen
wurden, befanden sich auf folgenden Strukturen: Ovar (n=39), Peritoneum von
Blase (n=3), Douglas-Raum (n=3) und Beckenwand (n=1), hinteres
Scheidengewdlbe (n=5), Blasenwand (innen; n=1), Septum rectovaginale (n=1),

Abszessgranulom der Bauchhaut (n=1).
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Abbildung 4: Entnahmestellen der Endometriose-Proben

Herkunft des verwendeten
Endometriosegewebes
® Ovar (39 Pat.)
W Peritoneum (7 Pat.)
Hint. Scheidengewdlbe (5 Pat.)
mBlasenwand (1 Pat.)
m Septum rectovaginale (1 Pat.)

B Kutanes Abszessgranulom (1 Pat.)

Auch die 10 Gewebeproben aus unauffalligem Ovarstroma wurden an der
Frauenklinik Innenstadt der LMU Minchen im Rahmen operativer gynakologischer
Eingriffe (z.B. Wertheim-Meigs-Operation) gewonnen. In den jeweiligen Operationen
waren die Adnexe der Patientinnen vorsorglich mitentfernt worden, hatten in der
pathologischen Untersuchung jedoch einen unauffalligen histologischen Befund

gezeigt.

Die 15 Gewebeproben aus normalem Endometrium stammten von 15
pramenopausalen, nicht-schwangeren Frauen, die sich im Rahmen gutartiger
Erkrankungen (hauptsachlich Leiomyome des Uterus) in der Mdunchener
Universitats-Frauenklinik einer Abrasio bzw. hysteroskopischen Myomresektion oder
einer Hysterektomie unterziehen mussten. Die 15 Frauen hatten einen
regelmafiigen Zyklus. Ab 3 Monate praoperativ war bei ihnen keinerlei hormonelle
Behandlung erfolgt. Hyperplastisches oder pathologisch verandertes Endometrium
wurde von der Sammlung der Gewebeproben ausgeschlossen. Entsprechend
anamnestischer Angaben und histologischer Auswertung?3 fand
zyklusphasengerecht eine Einteilung der entnommenen Proben in drei Gruppen

statt: Proliferativ (n=5), frUhsekretorisch (n=5) und spatsekretorisch (n=5).
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3.1.3 Reagenzien und Materialien

Im Folgenden sind die fUr den

immunhistochemischen Teil

Material und Methoden

verwendeten Materialien tabellarisch aufgefihrt:

Tabelle 4: Geradte und Hilfsmittel

dieser Arbeit

Gerat

Bezugsquelle

Einbettautomat

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Farbkamera 3CCD

JVC, Yokohama, JP

Feuchte Kammer

Eigenbau

Kuhlschranke, 4°C

Siemens, Munchen, DE

Mikroskop

Leitz, Wetzlar, DE

Pipette Eppendorf Research

Eppendorf, Hamburg, DE

Schlittenmikrotom Hn40

Reichert-Jung/Leica Microsystems,
Wetzlar, DE

Tabelle 5: Plastik- und Glaswaren

Bezeichnung

Bezugsquelle

Deckglas Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
DE
Objekttrager Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,

DE

Pipettenspitze, Plastik, 10ul - 1ml

Eppendorf, Hamburg, DE
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Tabelle 6: Chemikalien, Losungen, Verbrauchsmaterial

Material und Methoden

Bezeichnung

Bezugsquelle

Aqua destillata

B. Braun AG, Melsungen, DE

Eindeckmittel Shandon Consul-Mount™

Thermo Electron Corporation
Anatomical Pathology, Pittsburgh, PA US

Ethanol (100%, 96%, 70%)

Klinikapotheke der LMU Minchen

Formalin 4% neutral gepuffert

Otto Fischar GmbH & Co. KG,
Saarbrucken, DE

Hamalaun Klinikapotheke der LMU Minchen

H202 VWR International S.A.S., Fontenay sous
bois, FR

Leitungswasser Frauenklinik der LMU MUnchen

Methanol Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, NL

Paraffin R. Langenbrinck, Emmendingen, DE

PBS - Dulbecco w/o Ca2t, Mg2+
(11 enthalt: 8,0g NaCl, 0,2g KCl, 1,42g
NazHPO4, 0,279 KH2P04)

Biochrom AG, Berlin, DE

Ultra V Block
Katalog-Nr. TA-060-UB

Lab Vision Corporation, Fremont,
Californien, US

Verdinnungsmedium

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, DE

Xylol

Klinikapotheke der LMU Minchen
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Tabelle 7: Antikorper, Detektionssysteme, Farbesubstrat

Bezeichnung Bezugsquelle

Polyklonaler Antikorper R&D Systems, Minneapolis, US
Anti-h-Galektin-1
Bestell-Nr. AF 1152

Monoklonaler Antikorper Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle
Anti-Galektin-3, Klon 9C4 upon Tyne, UK
Bestell-Nr. NCL-GAL3

DAB Dako, Glostrup, DK
Detektionssystem Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
Vectastain Elite goat-1gG-Kit CA, US

Bestell-Nr. PK 6105

Detektionssystem Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
Vectastain Elite mouse-IgG-Kit CA, US
Bestell-Nr. PK-6102

3.1.4 Methode: Herstellung und Farbung der Gewebepraparate
3.1.4.1 Vorbehandlung des Gewebes und Anfertigen der Gewebepriiparate

Abbildung 5: Grundprinzip der Anfertigung eines Gewebeschnittes

Schneiden
Ausgieflen mit dem
Mikrotom

Fixation mit

Formalin

Die Gewebeproben aller drei Gruppen (Endometriose n=54; Ovarstroma n=10;
Endometrium n=15) wurden in 4%igem neutral gepufferten Formalin, einer
wassrigen Formaldehyd-Losung, fixiert. Dadurch wird die Aktivitdt korpereigener
Enzyme im Gewebe zum Stillstand gebracht und Eiweifimoleklle werden durch
Anlagerung je eines Formaldehydmolekuls untereinander vernetzt. Auf diese Weise
entsteht ein festes Gitternetz. Da die Proteine durch den Fixationsvorgang kaum
denaturiert werden, konnen Antigenstrukturen wie die Galektine 1 und 3

anschliefend noch gut nachgewiesen werden.
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Das Fixationsmittel Formalin wurde mithilfe von Leitungswasser herausgewaschen
und das Gewebe anschliefend im Einbett-Automaten mit Paraffin durchtrankt
(Pathologisches Institut der LMU Mduanchen). Voraussetzung dafur war die -
ebenfalls automatisch durchgefuhrte - Entwasserung mithilfe einer aufsteigenden
Ethanol-Reihe und die Verwendung von Xylol als Intermedium, das sich sowohl mit
dem Ethanol als auch mit Paraffin mischt. Durch das Xylol wurden die letzten Reste
Alkohol aus dem Gewebe herausgewaschen und das Eindringen des auf 60°C
erhitzten Paraffins erméglicht. Das so durchtrankte Gewebe wurde schliefllich mit
flissigem Paraffin in Blockform gegossen, die Blocke nach Erkalten aus der Form
gelost und im Eisfach gekuhlt.

Der letzte Schritt war das Anfertigen der Praparate: Mit einem Schlittenmikrotom
wurden 2-3um dinne Gewebescheiben von den Blocken heruntergeschnitten und
auf speziell fur immunhistochemische Verfahren praparierte Objekttrager
(»Superfrost Plus®) aufgezogen. Die positive Ladung dieser Objekttrager ermdglicht
eine bessere Haftung des Gewebes. Um letztere noch weiter zu férdern, wurden die

Praparate uber Nacht bei ca. 56 °C im Brutschrank getrocknet.

3.1.4.2 Immunhistochemische Féirbung der Préiparate

Abbildung 6: Grundprinzip der Priparatfarbung

Blockierung Blockierung
endogener unspezifischer Inkubation mit Detektion des
Enzyme durch Bindung des Primarantikdrper Primarantikorpers
H>0, Primar-Aks

Inkubation mit
Chromogen

Gegenfarbung Dehydrierung

In jedem Farbedurchgang wurde Kontrollgewebe mitgefarbt.
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Die grundsatzlichen Schritte des immunhistochemischen Farbeprozesses waren flr
die Galektin-1- und Galektin-3-Farbung gleich, Unterschiede bestanden bei der

Wahl des jeweils verwendeten Detektionssystems.

Tabelle 8: Primarantikorper, Detektionssystem und Farbesubstrat im immunhistochemischen Galektin-1- und

Galektin-3-Farbeprozess

Galektin-1-Farbung

Galektin-3-Farbung

Primérantikérper

Anti-h-Galektin-1, polyklonal

Anti-Galektin-3, monoklonal

Detektionssystem Vectastain Elite Vectastain Elite
goat-1gG-Kit mouse-lgG-Kit
Farbesubstrat DAB = 3,3-Diaminobenzidin

Bevor mit der Farbung begonnen werden konnte, musste mithilfe von Xylol das
Paraffin aus den Praparaten herausgeldst werden. In einer absteigenden Alkohol-
Reihe (Ethanol) erfolgte anschliefend die Rehydrierung des Gewebes, sowie
(zwischen den beiden Durchgangen mit Ethanol absolut) die Inaktivierung im
Gewebe befindlicher endogener Peroxidasen durch 3%iges H20> in Methanol. Diese
endogenen Peroxidasen hatten sonst spater bei der Farbereaktion stéren und zu
unspezifisch positiven Ergebnissen flihren koénnen. Im Anschluss an die

absteigende  Ethanol-Reihe  wurden  Alkoholreste mit Aqua destillata

herausgewaschen und die Praparate 2 x 2 Minuten lang in PBS gespult, bevor der
eigentliche immunhistochemische Farbeprozess begann. Grundsatzlich erfolgte
dieser in einer feuchten Kammer, um ein Austrocknen der Praparate wahrend der
einzelnen  Inkubationsschritte zu  verhindern. Nach  Austestung der
unterschiedlichen Farbemethoden fur den jeweiligen Primarantikbrper wurden fur
das Anfarben von Galektin-1 bzw. Galektin-3 die folgenden zwei Farbeprotokolle

erstellt:
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Abbildung 7: Farbeprotokoll zum Nachweis von Galektin-1

17.
18.
19.
20.
21.

Entparaffinieren fur 15 Min. in Xylol

Schwenken in 100% Alkohol

Blockierung der endogenen Peroxidase durch: 20 Min. in 3%igem H202 in Methanol
(= 3ml 30%iges H202 + 97ml Methanol)

Schwenken in 1 x 100%, 2 x 96% + 2 x 70% Alkohol

Spulen in Aqua dest.

Waschen in PBS (2 x 2 Min.)

40 Min. Blockieren mit Ultra V Block

Abschutten des Blockierungsmittels

Primarantikérper bei 4 °C lber Nacht = Anti-h-Galektin-1; Verdtinnung 1:1000 in
Dako Verdinnungsmedium

.Am nachsten Tag Waschen in PBS (2 x 2 Min.)
.30 Min. Sekundarantikorper = 3gtt Normalserum + 1gtt Anti-goat-IgG + 10ml PBS
.Wahrenddessen Ansetzen des ABC-Komplexes = 4gtt Reagenz A + 4gtt Reagenz B

+ 10ml steriles PBS (Lésung muss vor Gebrauch 30 Min. ruhen)

.Waschen in PBS (2 x 2 Min.)

.30 Min. ABC-Komplex

.Waschen in PBS (2 x 2 Min.)

.1 Min. Substratfarbung mit DAB (3,3-Diaminobenzidin) = 1ml Substratpuffer + 1gtt

DAB Chromogen

Waschen in Aqua dest. (2 x 2 Min.)

2 Min. Gegenfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer
5 Min. in Leitungswasser blduen

Schwenken in aufsteigender Alkoholreihe bis Xylol
Eindecken mit ,Shandon Consul-Mount"

Abbildung 8: Farbeprotokoll zum Nachweis von Galektin-3

15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.

Entparaffinieren fur 15 Min. in Xylol

Schwenken in 100% Alkohol

Blockierung der endogenen Peroxidase durch: 20 Min. in 3%igem H202 in Methanol
(= 3ml 30%iges H202 + 97ml Methanol)

Schwenken in 1 x 100% , 2 x 96% + 2 x 70% Alkohol

Spulen in Aqua dest.

Waschen in PBS (2 x 2 Min.)

20 Min. Blockierungsserum = 3gtt Normalserum auf 10ml steriles PBS

Abschutten des Blockierungsserums

Primarantikdrper bei 4 °C Gber Nacht = Anti-Galektin-3; (1:500 in PBS)

.Am nachsten Tag Waschen in PBS (2 x 2 Min.)
.30 Min. Sekundar-Ak = 3gtt Normalserum + 1gtt Anti-mouse-IgG + 10ml PBS
.Wahrenddessen Ansetzen des ABC-Komplexes = 4gtt Reagenz A + 4gtt Reagenz B

+ 10ml steriles PBS (Lésung muss vor Gebrauch 30 Min. ruhen)

.Waschen in PBS (2 x 2 Min.)
.30 Min. ABC-Komplex

Waschen in PBS (2 x 2 Min.)

1 Min. Substratfarbung mit DAB (3,3-Diaminobenzidin) = 1ml Substratpuffer + 1gtt
DAB-Chromogen

Waschen in Aqua dest. (2 x 2 Min.)

2 Min. Gegenfarbung in saurem Hamalaun nach Mayer

5 Min. in Leitungswasser blauen

Aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol

Eindecken mit ,Shandon Consul-Mount“
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Zunachst war es wichtig, elektrostatische Ladungen im Gewebe abzusattigen, da
diese sonst zu unspezifischen hydrophoben Bindungen der nachfolgend
verwendeten Immunglobuline an Membranen oder Fettgewebe hatten flhren
kdnnen. Im Falle der Galektin-1-Farbung fand dazu der Ultra V Block Verwendung
(40-mindtige Inkubation), bei der Galektin-3-Farbung das Blockierungsserum aus

dem zugehorigen Detektionssystem (20-minutige Inkubation).

Als nachster Schritt folgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper: zum einen der
polyklonale, in der Ziege gewonnene Antikdrper gegen humanes Galektin-1 in der
Verdunnung 1:1000 mit Dako Verdunnungsmedium; zum anderen der
monoklonale, in der Maus gewonnene AntikGrper gegen Galektin-3 in der
Verdlinnung 1:500 mit PBS. In beiden Farbegruppen wirkte die Primarantikdrper-
Losung uber Nacht bei 4°C ein, bevor sie am nachsten Tag von den Objekttragern
abgeschittet wurde und die Praparate wie zuvor 2 x 2 Minuten lang in PBS

gewaschen wurden.

Um die gesuchten Antigene Galektin-1 und Galektin-3 darstellen zu kdnnen,
mussten nun die soeben an diese Antigene gebundenen Primarantikdrper farblich
markiert werden. Hierzu diente die ABC-Methode. Dieses Nachweisverfahren beruht
auf der Bindung eines Brickenantikdrpers (= Sekundarantikdérper) an den
Priméarantikérper. An den Brickenantikdrper wiederum gekoppelt ist das
wasserlosliche Vitamin Biotin, das die Verbindung zum ABC- bzw. Avidin-Biotin-
Komplex herstellt. Avidin ist ein aus Huhnereiweifs gewonnenes Glycoprotein
(Tetramer) mit einem Molekulargewicht von 68 kDa. Bei dem hier verwendeten
Strept-Avidin handelt es sich um ein aus dem Bakterium Streptomyces avidinii
isoliertes reineres Produkt, bei dem es im Versuchsverlauf zu weniger
unspezifischen Reaktionen kommt als bei der Verwendung von Avidin. Fur Biotin (=
Vitamin B7, Vitamin H) stehen am (Strept-)Avidin-Komplex vier Bindungsstellen zur
Verfugung. Um den Avidin-Biotin-Komplex herzustellen, wird an drei dieser
Bindungsstellen je ein Molekul Biotin gekoppelt. Mit seiner vierten, freien
Bindungsstelle dockt der ABC-Komplex an den biotinylierten Brickenantikdrper (=
SekundarantikGrper) an. Ein bereits an den Komplex gebundenes Enzym

(Peroxidase) ist fur die letzten Schritte der Farbung von Bedeutung.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Avidin-Biotin-KompIex-Methode94

-~
*

" v (Strept-) Avidin.
\ X(QN.) Biotin-Enzymkomplex
N, Bruckenantikorper,
/ X(.) biotinyliert

e O
/)k\ Primarantikorper 3$ & -|x 2k (_._)x(_._)

Biotinyliertes  (Strept-) (Strept-) Avidin-
adia Enzym Avidin Biotin-
ntigen Enzymkomplex

Quelle: Noll, S., Schaub-Kuhnen S. Praxis d. Immunhistochemie, (Urban & Fischer Verlag Minchen, Jena, 2000),
S. 17

Nach dieser prinzipiellen Erklarung zum Verstandnis der ABC-Methode weiter
gemafd Farbeprotokoll: Im Anschluss an den Waschvorgang wurden die Praparate
30 Minuten lang mit dem jeweiligen biotinylierten Sekundarantikérper inkubiert,
d.h. mit einer Losung aus Anti-goat-1gG fir die Galektin-1-Farbegruppe und aus Anti-
mouse-IgG fur die Galektin-3-Farbegruppe. Es folgten ein weiterer Waschgang in
PBS, die 30-minUtige Inkubation mit dem ABC-Komplex und ein erneutes Waschen
in PBS.

In beiden Farbegruppen wurde jetzt eine Minute lang eine Substrat/Chromogen-
Losung zugesetzt, um eine enzymatische Reaktion mit der erwahnten, an den
Streptavidin-Biotin-Komplex gebundenen Peroxidase zu starten. Da - als
Vorbereitung auf die Farbung - die im Gewebe vorhandenen endogenen
Peroxidasen durch den Kontakt mit H20> bereits inaktiviert sind (s.0.), kdnnen sie
sich in diesem Schritt nicht mehr stérend auswirken. Am Ort der Reaktion (= Ort der
an Galektin gebundenen Primarantikdrper sowie der an diese gebundenen, ABC-
Komplex-markierten Sekundarantikdrper) bildet sich ein Farbniederschlag, der im
Lichtmikroskop (und z.T. bereits mit bloRem Auge) sichtbar wird. Dies ermdglichte
nach Abschluss des Farbeprozesses die quantitative Auswertung der im
Endometriose-Gewebe, im Ovarstroma und im Endometrium vorhandenen Galektin-
1- und Galektin-3-Menge, auf die im Ergebnisteil dieser Arbeit eingegangen wird. Im
weiteren Verlauf des Farbungsvorgangs folgten ein Waschgang in Aqua destillata,
sowie eine 2-minutige Gegenfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer. Saures
Hamalaun enthalt einen Protonen-bindenden Farbstoff in saurer Losung. Beim

Farbevorgang mit dieser Losung lagern sich die positiv geladenen basischen
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Farbstoffmolekile an die negativ geladenen Phosphatgruppen der DNS im Zellkern
an. Dieser wird dadurch stark angefarbt, wahrend das Zellplasma nur eine zarte
Farbung erhalt.

Nach der Gegenfarbung mit Hadmalaun wurden die Praparate fir 5 Minuten in
Leitungswasser (= alkalisches Milieu) geblaut und gleichzeitig vorhandene
Saurereste herausgewaschen. In einer aufsteigenden Alkoholreihe fand die
Entwasserung der gefarbten Gewebepraparate statt, bevor sie in Xylol aufgehellt
wurden. Als Einschlussmittel beim Eindecken diente Shandon Consul-Mount™.
Dieser Schritt ermdglicht die lichtmikroskopische Auswertung und macht die
Praparate fur Jahre haltbar.

In allen Farbezyklen und -gruppen dienten Colon-Schnittpraparate als

Positivkontrollen fur einen funktionierenden Farbevorgang.

3.2 Zellkultur und Immunzytochemie: Stimulation von Endometriums-
karzinomzellen in vitro mit Corticotropin Releasing Factor (CRF) und

anschlieRende Detektion von Galektin-1

3.2.1 Modellzelllinien

Eine ausreichende Menge Primarzellen von Endometriosegewebe fur eine
Kultivierung im Rahmen aussagekraftiger Studien zu gewinnen, ist schwierig und
auflerst aufwendig. Daher dienten in dieser Arbeit Zelllinien epithelialen
endometrialen Ursprungs als Modell fur Endometriosezellen. Die derzeit Ublichen
Modellzelllinien dieser Gruppe wurden zumeist aus uterinen Adenokarzinomzellen

gewonnen, so auch die beiden hier gebrauchten Linien Ishikawa und HEC-1B.

Die Ishikawa Zellen entstammen dem endometrialen Adenokarzinom einer 39-
jahrigen Asiatin. Sie wurden zum ersten Mal beschrieben von Nishida et al.®> und
werden weithin als exzellentes Modell fur die Funktion endometrialer Zellen
angesehen und verwendet?. Ishikawa zeigen dabei sowohl Eigenschaften
glandularen als auch Iluminalen Epithels®7-98 und ahneln in ihrer Enzym- und

Strukturproteinausstattung stark den normalen Endometriumzellen99-103,

Die HEC-1B Zellen wurden vor etwa 40 Jahren®’ aus dem Adenokarzinom des

Endometriums einer 71-jahrigen Patientin gewonnen und weisen im Gegensatz zu
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Ishikawa eher stromazellahnliche Eigenschaften auf.97.104 HEC-1B war die erste
verfigbare Endometriumzelllinie und wurde vor allem in der Implantations-
Forschung genutzt als Modell fur nicht-rezeptive Zellen der Gebarmutter-

schleimhaut.®’

Flr diese Arbeit wurden die genannten Zelllinien von der European Collection of
Authenticated Cell Cultures ECACC (Ishikawa) bzw. der American Type Culture
Collection ATCC (HEC-1B) bezogen.

3.2.2 Reagenzien und Materialien
Im Folgenden sind die fur die Zellkultivierung und anschlieBende immunzyto-

chemische Farbung verwendeten Materialien tabellarisch aufgefuhrt:

Tabelle 9: Geradte und Hilfsmittel

Gerat Bezugsquelle

Brutschrank Heraeus Thermotech, Hanau, DE
Gefrierschrank, -20°C Siemens, Munchen, DE
Kuhlschrank, 4°C Liebherr, Biberach an der Rif3, DE
Neubauer-Zahlkammer Marienfeld, Lauda Konigshofen, DE
Pipette Eppendorf Research Eppendorf, Hamburg, DE
Pipettierhilfe Easypet Eppendorf, Hamburg, DE
Sterilwerkbank Uniequip GmbH, Planegg, DE
Stickstofftank Taylor-Wharton, Theodore, US
Vortex Mixer Edmund Buhler, Tubingen, DE
Wasserbad GFL, Burgwedel, DE

Zentrifuge Hermle, Wehingen, DE
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Tabelle 10: Plastik- und Glaswaren

Bezeichnung Bezugsquelle

Chamber Slide, 4-Well Nalge Nunc International, Rochester, US

(= Kammerobjekttrager)

Deckglas Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
DE

Kryorohrchen Simport, Beloeil, CA

Objekttrager Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
DE

Pipettenspitze, Glas, 2ml - 50ml Becton Dickinson Labware, New Jersey,
us

Pipettenspitze, Plastik, 10ul - 1ml Eppendorf, Hamburg, DE

Reaktionsgefaf3, 2ml Eppendorf, Hamburg, DE

Tube, steril, 50ml Becton Dickinson Labware, New Jersey,
us

Zellkulturflasche BD Falcon™ T75 Becton Dickinson Labware, New Jersey,

(= 75 cm?2 Wachstumsflache) us

Tabelle 11: Zellen

Zelllinie Bezugsquelle

HEC-1B ATCC (American Type Culture Collection)

Ishikawa ECACC (European Collection of
Authenticated Cell Cultures)
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Tabelle 12: Chemikalien, Lésungen, Stimulanz, Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Bezugsquelle

Aceton

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Aqua destillata

B. Braun AG, Melsungen, DE

Cell Culture Freezing Medium - DMSO

GIBCO®/Life Technologies GmbH,
Darmstadt, DE

CRF

Sigma-Aldrich, St. Lois, US

DMEM
(3,7g/1 NaHCOs + 4,5g/1 D-Glucose + 1,028 g/I
stable glutamine + Na-Pyruvate)

Biochrom AG, Berlin, DE

Eindeckmittel Aquatex

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Ethanol Klinikapotheke der LMU Mlnchen
FCS PAA Laboratories GmbH, Pasching, AT
Hamalaun Klinikapotheke der LMU Minchen

PBS - Dulbecco w/o Ca2t, Mg2+
(1l enthalt: 8,0g NaCl, 0,2g KClI, 1,42¢g
Na2HPO4, 0,27g KH2PO4)

Biochrom AG, Berlin, DE

Power Block™ Universal Blocking
Reagent (10fach konzentriert)

BioGenex, Fremont, US

Trypanblaulésung 0,4%

Sigma-Aldrich, St. Louis, US

Trypsin/EDTA-LOsung
0,05%/0,02% (w/v) in PBS w/0 Ca2*, Mg2+

Biochrom AG, Berlin, DE
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Tabelle 13: Antikérper, Detektionssysteme, Firbesubstrat

Bezeichnung Bezugsquelle
AEC Dako, Glostrup, Danemark
Polyklonaler Antikdrper R&D systems, Minneapolis, US

Anti-h-Galektin-1
Bestell-Nr. AF 1152

Monoklonaler Antikdrper Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle
Anti-Galektin-3, Klon 9C4 upon Tyne, UK
Bestell-Nr. NCL-GAL3

Detektionssystem Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
Vectastain Elite goat-1gG-Kit CA, US
Bestell-Nr. PK 6105

Detektionssystem Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
Vectastain Elite mouse-IgG-Kit CA, US
Bestell-Nr. PK-6102

3.2.3 Methode: Zellkultur, Stimulation mit CRF und immunzytochemische Farbung

3.2.3.1 Zellkultivierung

Fur die Arbeit an den Zellkulturen galten strenge Sterilitdtsanforderungen: Vor
Beginn und nach Beendigung jeden Arbeitens wurde die speziell fur
mikrobiologische und biotechnologische Tatigkeit konzipierte Sicherheitswerkbank
mit 70%igem Ethanol gewischt; ebenso alles, was im Lauf der Versuche unter die
Sterilwerkbank genommen wurde, wie Pipetten, Abfallgefale, Reaktionsgefafle,
Zellkulturflaschen etc. und die Handschuhe, die wahrend der Arbeit getragen
wurden. Eine Stunde vor Beginn wurde die UV-Lampe in der Werkbank
eingeschaltet (um eventuell darin befindliche Keime abzutdten), zum Arbeiten

selbst jedoch ausgeschaltet (um eine Schadigung der Zellen zu vermeiden).

Das Nahrmedium, in dem die Zellen kultiviert wurden, bestand aus Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) und 10% Fetal Calf Serum (FCS) als
Wachstumsfaktoren- und Proteinquelle. 50ml FCS wurden in eine 500ml-Flasche
DMEM pipettiert. Diese Mischung wurde in 50ml-Reaktionsgefafen portioniert

aufbewahrt.
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Weder Antibiotika noch Antimykotika kamen im Rahmen der hier vorliegenden
Arbeit zum Einsatz. Da nicht mit Primarzellkulturen aus potentiell kontaminiertem
Gewebe gearbeitet wurde, war dazu zum einen nicht die Notwendigkeit gegeben.
Zum anderen sollten weder ein Verschleiern unsauberen Arbeitens noch mogliche

zytotoxische Effekte der Antibiotika auf die Zellen riskiert werden.

Die zwei Zelllinien Ishikawa und HEC-1B wurden durch Wachstumsversuche so
ausgetestet, dass durch die Wahl einer optimalen Zellzahl zur Aussaat innerhalb
einer Woche eine Monoschicht in der Zellkulturflasche angeziichtet werden konnte.
Somit musste einmal pro Woche das Medium ausgetauscht werden. Ein weiteres
Mal waren die Zellen aus der Flasche zu lésen und dann erneut auszusaen. Es
wurden Zellkulturflaschen der Grofle T75 verwendet. Im Brutschrank herrschten mit
einer Temperatur von 37°C und einem CO>-Gehalt von 5% gute

Wachstumsbedingungen fur die Zellen.

Im Folgenden sind die durchgeflhrten grundsatzlichen Schritte der Arbeit an den
Zellkulturen in Protokollform beschrieben (Mengenangaben beziehen sich auf T75-

Flaschen):

Abbildung 10: Aussden der Zellen

1. Wasserbad anstellen auf 37°C.

2. Reaktionsgefaf (50ml) mit ca. 10ml Medium vorbereiten.
3. Kryoréhrchen mit Zellen dem Stickstofftank entnehmen.
4

Kryordhrchen mit 70% Ethanol abwischen und mit einer Pinzette im Wasserbad
auftauen.

5. Die aufgetauten Zellen zigig unter die Sterilwerkbank nehmen und mit einer 2ml-
Pipette in das vorbereitete Reaktionsgefafd pipettieren. Dieser Schritt sollte schnell
durchgefiihrt werden, da das Einfriermedium DMSO, sobald es warm wird, die
Zellen abtétet. DMEM/FCS neutralisiert das DMSO.

6. Zentrifugieren: 5 Min. bei 1000 Upm, Raumtemperatur und Bremsstufe 2.

7. Medium im Uberstand abziehen und 12ml auf das Zellpellet geben; gut mischen
und in die Zellkulturflasche geben.

8. Zellkulturflasche mit Name der Zelllinie, Passagennummer und dem aktuellen
Datum versehen im Brutschrank aufbewahren.
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Abbildung 11: Austausch des Nahrmediums

1.
2.

3.

Vorher Medium bei 37 °C warmstellen.

Altes Medium mit einer 10ml-Pipette abziehen und verwerfen; 12ml neues
angewarmtes Medium zugeben.

Mediumwechsel mit Datum auf der Flasche notieren.

Abbildung 12: Zell-Splitting

1.

2
3.
4

10.

11.

12.

Medium und PBS bei 37 °C, Trypsin bei Raumtemperatur warm stellen.

. Vor dem Splitten Medium, PBS und Trypsin unter die Hood nehmen.

Medium mit einer 10ml-Pipette aus der Zellkulturflasche abziehen und verwerfen.

Flasche mit éml PBS waschen (Reste von FCS werden herausgewaschen; die
Wirkung von Trypsin kdnnte sonst gehemmt werden). PBS abziehen und verwerfen.

2ml Trypsin in die Flasche pipettieren und diese fur 8-15 Min. in den Brutschrank
legen.

Wahrenddessen Neubauer-Zdhlkammer und ein Reaktionsgefal (2ml) mit
Trypanblau/PBS (25ul Trypanblau + 50ul PBS) sowie unter der Hood zwei weitere
Reaktionsgefafie (50ml und 2ml) zur Zellzahlung vorbereiten.

Wenn sich die Zellen nach der Inkubationszeit vom Flaschenboden I6sen, 8ml
DMEM/FCS in die Flasche zugeben (FCS stoppt die Wirkung von Trypsin) und gut
mischen. Mit der gleichen 10ml-Pipette Zellsuspension aufnehmen und in das
vorbereitete 50ml-Gefafd geben. Zwischendurch zwei Tropfen der Zellsuspension in
das zweite 2ml-Reaktionsgefafl geben.

50mI-Gefafd in die Zentrifuge stellen und 5 Min. zentrifugieren (bei 1000 Upm,
Raumtemperatur und Bremsstufe 2).

Wahrenddessen Zellen zahlen: 25ul aus dem 2ml-GefaR mit der Zellsuspension
entnehmen und in das Gefaf mit Trypanblau/PBS pipettieren. Gut mischen und die
Zahlkammer mit dieser Losung beflllen. Die Zellmembran vitaler Zellen ist fur den
Farbstoff Trypanblau undurchlassig. Die Zahl ungefarbter und somit vitaler Zellen
wird in 4 Grof3-Quadraten des Hamozytometers ausgezahlt. Die Lebendzellzahl in
der hergestellten Zellsuspension (10ml) ergibt sich nach der Formel:
Zellzahl = Gesamt-Zellzahl der 4 Quadrate/4 (4 Quadrate) x 4 (Verdlinnung mit
Trypanblau/PBS) x 10 (Verdinnungsfaktor bei 10ml Zellsuspension)x 104
(Kehrwert des Produkts aus Quadratflache und Hohe der Zéhlkammer)

Beispiel: (27+25+38+36) x 10 x 104 = 1260 x 104 = 12,6 x 106

-212,6 Mio. Zellen in 10ml Zellsuspension

GefaR (50ml) aus der Zentrifuge und wieder unter die Hood nehmen und das
Medium im Uberstand mit Pipette abziehen.

Auf das Zellpellet nun soviel Medium geben, dass sich eine Zellzahl von 1 Mio.
Zellen pro 1ml ergibt - also im obigen Rechenbeispiel 12,6 ml - und gut mischen.

Insgesamt sollten 12ml Medium in der Flasche sein. Sollen beispielsweise 1 Mio.
Zellen in die Flasche ausgesat werden, so entspricht dies 1ml der hergestellten
Zellsuspension. Man gibt zunachst 11ml Medium, dann 1ml Zellsuspension in die
Zellkulturflasche. AnschliefRend wird die Flasche vorsichtig geschwenkt und wieder
in den Brutschrank gelegt. Dort bleibt sie bis zum nachsten Mediumwechsel.
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3.2.3.2 Stimulation mit Corticotropin Releasing Factor (CRF)

Die einzelnen Kammern zweier Kammerobjekttrager (4-Well Chamber Slides)
wurden mit je 1ml einer Zel-DMEM-Suspension (1x108 Zellen/ml Nahrmedium)
gefullt und die Kammerobjekttrager anschlieBend uber Nacht im Brutschrank
aufbewahrt. Nach Abziehen des Nahrmediums uber den angewachsenen Zellen am
nachsten Morgen wurden die Zellen in den unterschiedlichen Kammern flr 72h bei
37°C mit CRF/Medium-Lésungen in unterschiedlicher Konzentration sowie mit
reinem Nahrmedium inkubiert. Fur die Ishikawa-Zellen wurden Konzentrationen von
1ng, 10ng, 100ng und 1000ng CRF pro ml Medium (DMEM+10%FCS) verwendet.
Die Inkubation der HEC-1B-Zellen erfolgte mit den Konzentrationen 10ng und
100ng CRF pro ml Medium. Die Inkubationsversuche mit CRF fanden in der
beschriebenen Weise sowohl an Ishikawa- als auch an HEC-1B-Zellen statt und
wurden mehrmals wiederholt. Nach der Inkubation erfolgte jeweils die Farbung der

Zellpraparate.

3.2.3.3 Immunzytochemische Férbung

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten immunzytochemischen Schritte entsprechen
weitgehend dem oben flr die Immunhistochemie beschriebenen Vorgehen (s. Kap.
3.1.4.2) und werden hier erneut in Form des entworfenen Versuchsprotokolls
wiedergegeben. Die Fixierung der Zellen wurde mit Aceton (5 Min.) durchgefuhrt. Als
Chromogen diente AEC (= 3-Amino-9-Ethylcarbazol, wasserunldslich) und als
Eindeckmittel kam Aquatex zum Einsatz.

Tabelle 14: Primarantikorper, Detektionssystem und Farbesubstrat im Galektin-1-Farbeprozess der Ishikawa-
und HEC-1B-Zellen

Primérantikérper Anti-h-Galektin-1, polyklonal
Detektionssystem Vectastain Elite goat-1gG-Kit
Farbesubstrat AEC = 3-Amino-9-Ethylcarbazol
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Abbildung 13: Farbeprotokoll zum Nachweis von Galektin-1

1. Objekttrager 5 Min. in PBS

3 Min. Blockieren mit Powerblock, Verdunnung 1:10 in Aqua destillata

Abschutten des Powerblocks

16-17h Anti-Gal-1 (bei 4°C), Verdinnung 1:50 in PBS

Waschen in PBS (2 x 2 Min.)

30 Min. Sekundarantikdrper (Raumtemperatur) = 3gtt Normalserum (rabbit) + 1gtt

Anti-goat-IgG + 10ml steriles PBS

7. Wahrenddessen Ansetzen des ABC-Komplexes = 4gtt Reagenz A + 4gtt Reagenz B
+ 10ml steriles PBS (Lésung vor Gebrauch 30 Min. ruhen lassen)

8. Waschen in PBS (2 x 2 Min.)

9. 30 Min. ABC-Komplex (Raumtemperatur)

10.Waschen in PBS (2 x 2 Min.)

11.6 Min. AEC (ready to use)

12.FlieRend wassern

13.30 Sek. Hamalaun

14.Spulen in Aqua destillata

15. Eindecken mit ,Aquatex”

o0 s®N

3.3 Evaluation und statistische Auswertung

Zur Beurteilung der immunhisto- und -zytochemischen Farbeergebnisse kam die
von Remmele und Stegner 1987 beschriebene semiquantitative
Auswertungsmethode des immunreaktiven Scores (IRS) zur Anwendung.105 Dieser
Score errechnet sich durch Multiplikation der entsprechenden Punktzahlen (s.
Tabelle) aus der maximal erreichten Farbeintensitdt und dem Anteil der positiv
gefarbten Zellen dieser Intensitatsstufe am Gesamtzellvolumen.

Tabelle 15: Immunreaktiver Score (IRS)105

Farbeintensitat Anteil positiv gefarbter Zellen IRS
am Gesamtzellvolumen

0 = keine Reaktion 0 = keine Zellen angefarbt 0-12 Punkte
1 = schwache Reaktion | 1 = <10% der Zellen angefarbt
2 = mafige Reaktion 2 =10-50%

3 = starke Reaktion 3=51-80%

4 =>80%
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Die Praparate wurden von drei unabhangigen Beobachtern ausgewertet, eine
Pathologin mit speziellem Tatigkeitsschwerpunkt Gynakologie eingeschlossen. Zur
Auswertung diente ein Leitz-Mikroskop (Leitz, Wetzlar, Deutschland) und eine 3CCD

Farbkamera (JVC, Yokohama, Japan).

Flr die statistische Analyse der Ergebnisse wurde das IBM SPSS Software Paket in
der Version 24 fir Mac (IBM Deutschland GmbH) verwendet. Die Auswertung der
Gewebepraparate erfolgte mithilfe des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests.
Die Auswertung der Zellpraparate erfolgte mithilfe des Wilcoxon-Tests. Signifikanz

wurde angenommen ab p<0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunhistochemie:

Downregulation von Galektin-1 im Endometriosegewebe

4.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei der Auswertung der histologischen Praparate zeigte sich eine klare
Downregulation (p<0,001) von Galektin-1 im Endometriosegewebe im Vergleich
zum unauffalligen Ovarstroma und zum Endometrium nicht an Endometriose

erkrankter Frauen.

Flar den Vergleich der Galektin-3-Expression im Endometriosegewebe und in den
Kontrollpraparaten aus Ovarstroma und Endometrium ergab sich kein statistisch

signifikantes Ergebnis.

Innerhalb der Endometrium-Kontrollgruppe war zudem keine signifikante

zyklusphasenspezifische Veranderung der Galektin-Expression zu beobachten.

Allgemein fiel auf, dass Galektin-1 fast ausschliefllich im Stroma detektiert wurde,
wahrend Galektin-3 vorwiegend an Drusenzellen und nur teilweise im Stroma
nachzuweisen war. Ahnliche Beobachtungen machten von Wolff et al. bei ihren

Untersuchungen zum Galektin-Fingerprinting des Endometriums.91

Tabelle 16: IRS (Median) fiir die Farbung von Galektin-1 und Galektin-3 im unauffilligen Endometrium bzw.
Ovarstroma nicht an Endometriose erkrankter Frauen und im Endometriosegewebe

Endometrium, Endometrium, Endometrium, Ovar | Endometriose
proliferativ frihsekretorisch | spatsekretorisch

Galektin-1 12 12 12 10 2

Galektin-3 1 1 2 3 1
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4.1.2 Expression von Galektin-1 im Endometriosegewebe

Der Galektin-1-Farbeprozess bewirkte in 41 der 54 Endometriosepraparate eine
schwache Farbreaktion: In 20 Fallen zeigte sich dabei eine zytosolische Anfarbung
von unter 10% aller Zellen, in 8 Fallen eine Anfarbung von etwa 25% der Zellen, in 6
Fallen eine Anfarbung von etwa 60% der Zellen und in 7 Fallen eine Anfarbung von
>80% der Zellen (IRS 1-4).

In 7 der 54 Endometriosepraparate ergab sich eine masig starke Farbreaktion: In
einem Fall zeigte sich eine Anfarbung von 5% aller Zellen, in 3 Fallen eine
Anfarbung von 40% der Zellen und in den Ubrigen 3 Fallen eine Anfarbung von 60%
der Zellen (IRS 2, 4 bzw. 6).

3 der 54 Endometriosepraparate wiesen eine starke Farbreaktion auf: In einem Fall
zeigte sich eine Anfarbung von 25% der Zellen und in 2 Fallen eine Anfarbung von
knapp 80% der Zellen (IRS 6 bzw. 9).

Weitere 3 Endometriosepraparate blieben nach dem Féarbeprozess ohne jede
Farbreaktion (IRS 0).

Abschliefend ergab sich damit fUr den immunreaktiven Score der Galektin-1-

Farbung des Endometriosegewebes ein Median von 2.

43 der 54 Praparate zeigten die beschriebene Farbreaktion ausschliefllich in
Stromazellen. In 8 Praparaten wurde zusatzlich eine leichte Drusenzellanfarbung

beobachtet. In keinem Fall ergab sich eine ausschliefliche Drisenzellanfarbung.
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Abbildung 14: Endometriosegewebe, Galektin-1-Firbung

Abbildung 14a zeigt eines der 3 Endometriosepraparate mit maRig starker zytosolischer Galektin-1-Anfarbung von
etwa 40% der Stromazellen (IRS 4). Einige Drisenzellen weisen hier ausnahmsweise ebenso eine (sehr schwache)
zytosolische Anfarbung auf. In 4 weiteren Prdparaten zeigte sich ein moderater Intensitdtsgrad bei 5% bzw. bei 60%
der Zellen. Vergréflerung (Objektiv): x10

Abbildung 14b demonstriert das seltene Beispiel (2 Praparate) starker Galektin-1-Anfarbung von bis zu 80% der
Endometriose-Stromazellen (IRS 9) bei ebenfalls dezenter, gleichméaRBiger Drisenzellanfarbung. In einem
weiteren Fall zeigte sich Intensitatsgrad 3 an 25% der Zellen. Die Mehrzahl (41) der Endometriosepraparate wies
nach dem Farbeprozess eine nur schwache Anfarbung unterschiedlich groRer Anteile (<10% bis >80%) der
Stromazellen bei negativen Driisenzellen auf. In 3 Fallen blieb jegliche Farbreaktion aus. Der Median der IRS-
Werte fur Galektin-1 im Endometriosegewebe betrug 2. Vergréferung (Objektiv): x6,3

4.1.3 Expression von Galektin-1 im Ovarstroma

Die Galektin-1-Farbung der 10 Ovarpraparate ergab eine magRig starke bis starke
Anfarbung von >80% der Zellen (IRS 8 bzw. 12). Der Median der IRS-Werte lag bei
10.

Abbildung 15: Normales Ovarstroma, Galektin-1-Farbung

Abbildung 15 zeigt die starke Anfarbung von
>80% der Ovarstromazellen - so bei 5 der 10
Prdparate zu sehen. 5 weitere Prdparate zeigten
eine malig starke Farbintensitat fast aller
Zellen. Somit ergab sich fir den IRS der 10
Galektin-1-gefarbten Ovarprdparate ein Median
von 10. Vergréfierung (Objektiv): x10
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4.1.4 Expression von Galektin-1 im Endometrium

Die insgesamt 15 Praparate aus Endometrium entstammten zu je einem Drittel der

proliferativen, frihsekretorischen und spatsekretorischen Zyklusphase.

Das proliferative Endometrium zeigte nach Galektin-1-Farbung in 2 Fallen eine
magig starke und in 3 Fallen eine starke zytosolische Anfarbung von jeweils Uber
80% der Zellen (IRS 8 bzw. 12)

Fur die 5 Endometriumpraparate aus der fruhsekretorischen Zyklusphase ergaben

sich exakt gleiche Werte.

Das spatsekretorische Endometrium wies in einem Fall eine magig starke sowie in
3 Fallen eine starke Farbreaktion von uber 80% der Zellen auf (IRS 8 bzw. 12). Ein

weiteres Praparat zeigte eine maRige Farbreaktion von nur 70% aller Zellen (IRS 6).

Der Median der IRS-Werte aller 15 Endometriumpraparate lag bei 12. Es wurde
keine zyklusphasenspezifische Veranderung der Galektin-1-Expression des Endo-

metriums nachgewiesen.

Abbildung 16: Endometrium, Galektin-1-Farbung
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Die Abbildungen 16a-c zeigen die maRig starke (16a) bis starke (16b+c) zytosolische Anfarbung von >80% der
Endometrium-Stromazellen bei teilweise vorhandener schwacher Drisenzellanfarbung (16a+c). Foto 16a bildet
proliferatives Endometrium ab, Foto 16b friihsekretorisches und Foto 16c spatsekretorisches Endometrium. Der
schwachere Intensitatsgrad in der proliferativen Zyklusphase ist hier der Bildauswahl geschuldet. Der Median der
IRS-Werte fur die Galektin-1-Farbung des Endometriums lag bei 12. Vergréfierung (Objektiv): x25
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Abbildung 17: Expression von Galektin-1 im unaufféilligen Endometrium bzw. Ovarstroma nicht an
Endometriose erkrankter Frauen und im Endometriosegewebe
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Abbildung 17 zeigt die Verteilung der IRS-Werte im Rahmen der am Endometrium, Ovarstroma und
Endometriosegewebe durchgefiihrten Galektin-1-Farbung. Der Median fiir das Endometriosegewebe (2) lag
deutlich unter dem der beiden Vergleichsgewebe (Endometrium: 12; Ovar: 10). Fir das Endometriosegewebe
wurde somit im Vergleich eine Downregulation von Galektin-1 nachgewiesen (p<0,001).

4.1.5 Expression von Galektin-3 im Endometriosegewebe
Die Galektin-3-Farbung des Endometriosegewebes ergab in 20 Praparaten keinerlei
Farbreaktion (IRS 0).

Eine nur leichte zytosolische Farbreaktion wurde nachgewiesen in insgesamt 11
Praparaten: 9 Félle zeigten dabei eine Anfarbung von <10% der Zellen, 1 Praparat
eine Anfarbung von 40% der Zellen und 1 weiteres Praparat eine Anfarbung von
60% der Zellen (IRS 1-3).

Eine maximal méaRig starke Farbreaktion fand sich in 14 Praparaten: 6 Falle wiesen
hier eine Anfarbung von <10% aller Zellen auf, weitere 6 Falle eine Anfarbung von
25% der Zellen und 2 Falle eine Anfarbung von 70% der Zellen (IRS 2,4 bzw. 6).

9 Endometriosepraparate reagierten stark auf den Galektin-3-Farbeprozess: In 2
Fallen mit einer Anfarbung von <10% der Zellen, in 4 Fallen mit einer Anfarbung von

42



Ergebnisse

20-40% der Zellen, in 2 Fallen mit einer Anfarbung von 75% der Zellen und in einem
Fall mit einer Anfarbung von 90% der Zellen (IRS 3, 6, 9 bzw. 12).

Der Median der IRS-Werte fur die Galektin-3-Farbung des Endometriosegewebes lag
bei 1.

Neben den 20 Endometriosepraparaten ohne jeden Galektin-3-Nachweis (teils mit
jedoch positiv gefarbten Makrophagen) beschrankte sich die Farbreaktion in 19
weiteren Praparaten ausschlieflich auf DrlUsenzellen. 9 Praparate zeigten
ausschliefllich (schwach) angefarbte Stromazellen und die 6 Ubrigen Praparate
ergaben sowohl positive Stroma- als auch Drisenzellen.

Abbildung 18: Endometriosegewebe, Galektin-3-Firbung
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Abbildung 18a zeigt eine starke Galektin-3-Anfarbung von ca. 40% der Driisenzellen des Endometriosegewebes
(IRS 6) bei gleichzeitig niedrigintenser Anfarbung einiger Stromazellen. VergréfSerung (Objektiv): x6,3

Abbildung 18b zeigt ebenfalls teils stark gefdrbte Drisenzellen sowie eine starke Anfarbung weniger
Stromazellen in der Umgebung. Der Median fiir die Galektin-3-Farbung des Endometriosegewebes lag bei 1. Die
in den Abbildungen starke Farbkonzentration auf den Driisenbereich ist charakteristisch: Nur 15 der insgesamt
54 Endometriosepraparate liefen eine allenfalls schwache Anfarbung einzelner Stromazellen erkennen
(darunter 6 Falle mit gleichzeitig vorhandener Drisenzellanfarbung). VergréfSerung (Objektiv): x40
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4.1.6 Expression von Galektin-3 im Ovarstroma

In 6 der insgesamt 10 Ovarstroma-Praparaten ergab der Galektin-3-Farbeprozess
eine maximal leichte Anfarbung: 2 Falle reagierten mit <10% angefarbten Zellen, 1
Praparat mit 40% angefarbten Zellen und 3 Praparate mit 75% angefarbten Zellen
(IRS 1-3).

3 weitere Falle zeigten eine maRig starke Anfarbung von 40% der Zellen (IRS 4).

Das letzte Praparat wies eine starke Anfarbung von 40% der Zellen auf (IRS 6). Der

Median der IRS-Werte flr die Galektin-3-Detektion im Ovarstroma lag bei 3.

Abbildung 19: Normales Ovarstroma, Galektin-3-F5rbung

Abbildung 19 zeigt die leichte Anfarbung von
75% der Ovarstromazellen - so bei 3 der 10
Praparate zu sehen (IRS 3). Fur den IRS der 10
Galektin-1-gefarbten Ovarprdparate ergab sich
ein Median von 3. Vergréfierung (Objektiv): x25

4.1.7 Expression von Galektin-3 im Endometrium

Wie oben beschrieben entstammten die 15 Praparate aus Endometrium zu je
einem Drittel Gebarmutterschleimhaut der proliferativen, frihsekretorischen und
spatsekretorischen Zyklusphase. Das proliferative Endometrium zeigte in 2
Praparaten keine Farbreaktion (IRS 0). 2 weitere Praparate ergaben eine schwache
Anfarbung von <10% der Zellen (IRS 1). 1 Praparat zeigte eine maéRig starke
Farbreaktion eines Drittels der Zellen (IRS 4).

Das fruhsekretorische Endometrium zeigte eine maximal schwache Anfarbung von
<10% der Zellen in 2 Fallen (IRS 1) und von 90% der Zellen in einem Fall (IRS 4).
Ein weiteres Praparat zeigte eine masig starke Anfarbung von 75% der Zellen (IRS
6). Fur das 5. Praparat ergab sich keine Farbreaktion (IRS 0).

Der Farbeprozess des spatsekretorischen Endometriums hinterliefd in 2 Praparaten

keine Farbreaktion (IRS 0). Ein Praparat wies eine schwache Reaktion an 75% der
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Zellen auf (IRS 3). Die Ubrigen beiden Praparate zeigten eine magsig starke bzw.

starke Anfarbung von jeweils unter 10% der dargestellten Zellen (IRS 2 bzw. 3).

Der Median (IRS) fur die Galektin-3-Farbung des Endometriums lag bei 1. Ein
signifikanter zyklusphasenspezifischer Unterschied wurde auch fur Galektin-3 nicht

nachgewiesen.

Abbildung 20: Endometrium, Galektin-3-Farbung
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Abbildung 20a zeigt proliferatives Endometrium, das nach dem Galektin-3-Farbevorgang keine Anfdarbung
aufwies (IRS 0). Vergréferung (Objektiv): x25

Abbildung 20b zeigt friihsekretorisches Endometrium, das nach dem Galektin-3-Farbevorgang eine schwache
Anfarbung von <10% der Zellen aufwies (IRS 1). Der Median der IRS-Werte fir die Galektin-3-Farbung des
Endometriums lag bei 1. Vergréflerung (Objektiv): x10
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Abbildung 21: Expression von Galektin-3 im unauffilligen Endometrium bzw. Ovarstroma nicht an
Endometriose erkrankter Frauen und im Endometriosegewebe
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Abbildung 21 zeigt die Verteilung der IRS-Werte im Rahmen der am Endometrium, Ovarstroma und
Endometriosegewebe durchgefiihrten Galektin-3-Farbung. Fiir das Endometriosegewebe und das proliferative
sowie frilhsekretorische Endometrium war der Median der IRS-Werte jeweils 1. Fir das spatsekretorische
Endometrium lag er bei 2, fiir das Ovarstroma bei 3. Die Unterschiede in der Galektin-3-Expression der funf
Gewebe waren statistisch nicht signifikant.
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4.2 Zellkultur und Immunzytochemie: CRF als Regulator der Galektin-1-

Expression von Endometriumskarzinomzellen in vitro

4.2.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Erhohung des CRF-Anteils im Nahrmedium fUhrte zu einer verminderten

Galektin-1-Expression durch sowohl Ishikawa- als auch HEC-1B-Zellen.

4.2.2 Galektin-1-Expression der Ishikawa-Zellen nach CRF-Stimulation

Im Rahmen des Galektin-1-Farbeprozesses an Ishikawa-Zellen ergaben sich
bezuglich der verschiedenen CRF-Konzentrationen im Nahrmedium folgende Werte

fur den IRS und die statistische Signifikanz:

Tabelle 17: IRS und p-Wert fiir die Galektin-1-Farbung der Ishikawa-Zellen nach Stimulation mit CRF

CRF-Konzentration (ng/ml Medium) IRS (Median) Signifikanzwert
0 12
(reines Nahrmedium)
1 10,5 p =0,083
10 9 p =0,038
100 2 p=0,023
1000 15 p=0,024

Ishikawa-Zellen, die 72 Stunden lang mit reinem Nahrmedium inkubiert wurden,
zeigten nach dem Galektin-1-Farbeprozess eine starke Farbreaktion von Uber 80%
der Zellen. Der IRS war 12.

Nach 72-stundiger Inkubation mit 1ng CRF pro ml Medium zeigte sich an den
Ishikawa-Zellen weiterhin eine starke Farbreaktion von 60 bis >80% der Zellen.
Entsprechend ergaben sich IRS-Werte von 9 bzw. 12. Der Median fUr diese CRF-
Konzentrationsstufe lag bei 10,5. Die Verminderung der Galektin-1-Expression war
statistisch noch nicht signifikant (p=0,083).

Bei einer CRF-Konzentration von 10ng CRF pro ml Medium bewirkte der
anschlieBende Galektin-1-Farbeprozess eine mafig starke bis starke Farbreaktion
von 75% bis >80% der Zellen (IRS 8, 9 und 12). Der Median der IRS-Werte fur diese
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CRF-Konzentrationsstufe lag bei 9. Der Unterschied zur Galektin-1-Expression der

nicht-stimulierten Zellen war statistisch signifikant (p=0,038).

Mit 100ng CRF pro ml Medium inkubierte Zellen wiesen nach der Galektin-1-
Farbung eine schwache bis starke Farbreaktion von <10% bis 40% der Zellen auf
(IRS 2 bzw. 3) Der Median der IRS-Werte fur diese CRF-Konzentrationsstufe lag bei
2. Die Verminderung der Galektin-1-Expression war statistisch signifikant
(p=0,023).

In der hochsten Konzentrationsstufe von 1000ng CRF pro ml Medium reagierten
nur noch <10% bis 40% der Ishikawa-Zellen schwach bis moderat auf den Galektin-
1-Farbeprozess (IRS 1 bzw. 2). Der Median der IRS-Werte lag bei 1,5. Dieses
Ergebnis war ebenfalls statistisch signifikant (p=0,024).

Abbildung 22: Galektin-1-Expression von Ishikawa-Zellen nach Inkubation mit unterschiedlichen CRF-
Konzentrationen
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Abbildung 22 zeigt Ishikawa-Zellen nach 72-stlindiger Inkubation mit reinem Ndhrmedium (a), 1ng CRF/ml Medium
(b), 10ng CRF/ml Medium (c), 100ng CRF/ml Medium (d) und 1000ng CRF/ml Medium (e). Mit steigender CRF-
Konzentration ergab sich eine abnehmende Intensitat der Zellfarbung im Sinne einer durch das Stresshormon CRF
bedingten Downregulation der Galektin-1-Expression: (a) >80% der Zellen stark angefarbt, (b) >50% der Zellen stark
angefarbt, (c) >80% der Zellen maRig stark angefarbt, (d) 25% der Zellen maRig stark angefarbt, (e) <10% der Zellen
maRig stark angefarbt. Vergréfserung (Objektiv): x10
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Abbildung 23: Galektin-1-Expression der Ishikawa-Zellen in Abhangigkeit von der CRF-Konzentration im

Nahrmedium
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Abbildung 23 veranschaulicht die abnehmende Galektin-1-Expression der Ishikawa-Zellen in Abhangigkeit von
der zunehmenden CRF-Konzentration im Nahrmedium. Nach 72-stiindiger Inkubation lag der Median des IRS
jeweils bei 12 (reines Nahrmedium), 10,5 (1ng CRF/ml), 9 (10ng CRF/ml), 2 (100ng CRF/ml) bzw. 1,5 (1000ng

CRF/ml).

100 ng/ml

1000 ng/ml

4.2.3 Galektin-1-Expression der HEC-1B-Zellen nach CRF-Stimulation

Im Rahmen des Galektin-1-Farbeprozesses an HEC-1B-Zellen ergaben sich

bezuglich der verschiedenen CRF-Konzentrationen im Nahrmedium folgende Werte

fur den IRS und die statistische Signifikanz:

Tabelle 18: IRS und p-Wert fiir die Galektin-1-Farbung der HEC-1B-Zellen nach Stimulation mit CRF

CRF-Konzentration (ng/ml Medium) IRS (Median) Signifikanzwert
0 12
(reines Nahrmedium)
10 3 p =0,038
100 1 p=0,041
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HEC-1B-Zellen, die 72 Stunden lang mit reinem Nahrmedium inkubiert wurden,
zeigten wie die Ishikawa-Zellen in der Galektin-1-Farbung eine starke Farbreaktion
von uber 80% der Zellen. Der IRS war 12.

Bei einer CRF-Konzentration von 10ng CRF pro ml Medium ergab die anschlielende
Galektin-1-Farbung eine moderate bis starke Farbreaktion von <10% bis 70% der
Zellen (IRS 3 bzw. 6). Der Median fUr diese CRF-Konzentrationsstufe lag bei 3. Die

Verminderung der Galektin-1-Expression war statistisch signifikant (p = 0,038).

Mit 100ng CRF pro ml Medium inkubierte HEC-1B-Zellen wiesen nach Galektin-1-
Farbung entweder keine Farbreaktion mehr oder nur noch eine schwache bis méaRig
starke Farbreaktion von <10% der Zellen auf (IRS 1 bzw. 2). Der Median fur diese
CRF-Konzentrationsstufe lag bei 1. Mit einem p-Wert von 0,041 war auch dieses
Ergebnis statistisch signifikant.

Abbildung 24: Galektin-1-Expression von HEC-1B-Zellen nach Inkubation mit unterschiedlichen CRF-
Konzentrationen
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Abbildung 24 zeigt HEC-1B-Zellen nach 72-stiindiger Inkubation mit reinem Ndhrmedium (a), mit 10ng CRF/ml
Medium (b) und mit 100ng CRF/ml Medium (c). Wie beim entsprechenden Versuch mit Ishikawa-Zellen ergibt sich
hier mit steigender CRF-Konzentration ein Abfall der Farbeintensitat und der Anzahl gefarbter Zellen: (a) >80% der
Zellen stark angefarbt, (b) <10% der Zellen stark angefdrbt, (c) <10% der Zellen maRig stark angefarbt.
VergréfRerung (Objektiv): x10
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Abbildung 25: Galektin-1-Expression der HEC-1B-Zellen in Abhangigkeit von der CRF-Konzentration im
Nahrmedium
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Abbildung 25 veranschaulicht die abnehmende Galektin-1-Expression der HEC-1B-Zellen in Abhdngigkeit von
der zunehmenden CRF-Konzentration im Nahrmedium. Nach 72-stiindiger Inkubation lag der Median des IRS
jeweils bei 12 (reines Nahrmedium), 3 (10ng CRF/ml) bzw. 1 (100ng CRF/ml).
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Versuche

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass das Protein Galektin-1 vom ektopen
Endometriosegewebe signifikant weniger exprimiert wird als vom Ovarstroma und
eutopen Endometrium nicht an Endometriose erkrankter Frauen. Als madglicher
Ausloser dieser Galektin-1-Downregulation konnte das Stresshormon CRF
identifiziert werden, da es in Modellzellen fUr Endometriose eine Galektin-1-

Downregulation bewirkte.

Die Galektin-3-Expression von Endometriosegewebe, Ovarstroma und Endometrium
wurde simultan zur Galektin-1-Expression untersucht. Die dabei beobachteten

Veranderungen waren statistisch jedoch nicht signifikant.

Um die beschriebenen Ergebnisse vor dem Hintergrund des aktuellen
Forschungsstandes besser diskutieren zu kdnnen, fasst das folgende Kapitel die

wesentlichen Merkmale der Molekulgruppe der Galektine zusammen.

5.2 Uberblick iiber die Molekiilgruppe der Galektine

Die Galektine sind eine der 5 Unterfamilien der Lektine, einer Gruppe von
Proteinen, die in der Lage ist, eine Vielzahl von Kohlenhydratstrukturen auf anderen
Proteinen und Lipiden (= Glykokonjugate) zu erkennen. Lektine binden an diese
Glykokonjugate, die sich beispielsweise auf der Oberflache von Zellen und in der
Extrazellularmatrix befinden, und Ubernehmen dadurch eine wichtige Rolle bei
Zelladhasionsvorgangen, bei Interaktionen zwischen verschiedenen Zellen, bei der
Erkennung von Pathogenen und bei zahlreichen anderen biologischen

Prozessen.106

Die meisten Lektine lassen sich einer der 5 folgenden Familien zuordnen: Den
Lektinen vom C-Typ, |-Typ oder P-Typ, den Pentraxinen oder den Galektinen (fruher
auch S-Typ-Lektine oder S-Lac-Lektine genannt).107.108 |n der folgenden Abbildung

sind diese 5 Familien tabellarisch dargestellt:
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Tabelle 19: Hauptfamilien tierischer Lektine'®

Familie Strukturmotiv Zuckerligand

C-Typ Konservierte CRD* | Variabel (Mannose, Galaktose, Fukose,
Heparin-Tetrasaccharid u.a.)

Galektine Konservierte CRD GalB1,3(4)GIcNAc Basisstrukturen mit
(frither S-Typ) Spfez.le"s— und Gale_ktlntyp:abh_anglgen
Affinitatsunterschieden fur die
Verlangerung z.B. zu den
Blutgruppenantigenen A, B oder H; Affinitat
zu Poly(N-Acetyllaktosamin)-Ketten
I-Typ Immunglobulin- Variabel (MansGlcNAc2, HNK-1-Epitop,
ahnliche CRD Hyaluronsaure, 62,3/x2,6-Sialyllaktose)
Pentraxine Pentamerische 4 ,6-Ringazetale von B-Galaktose,
Anordnung der Galaktose, sulfatierte und phosphorylierte
Untereinheiten Monosaccharide
P-Typ Konservierte CRD Mannose-6-Phosphat-enthaltende

Glykoproteine

*CRD = carbohydrate recognition domain

Die Galektine werden definiert als [-Galaktose-bindende Proteine, deren
Kohlenhydratbindungsstelle sich aus charakteristischen Aminosauresequenzen

zusammensetzt.

Zu finden sind Galektine in einer groflen Anzahl von Geweben und Lebewesen:
neben dem Menschen zum Beispiel in verschiedenen anderen Saugetierarten, aber
auch in Pflanzen1%9, wirbellosen Schwammenl10 oder Fadenwilrmern1l, Nach
einem langen Zeitraum uneinheitlicher Nomenklatur wurden 1994 die vier bis
dahin am besten erforschten humanen Galektine von Barondes et al. als Galektin-1
bis Galektin-4 durchnummeriert und beschrieben.112 Seitdem konnten mehr als 10
weitere, in Saugetieren vorkommende Galektine identifiziert werden. Obwohl in
ihrer sonstigen Struktur sehr unterschiedlich, sind ihnen allen die typischen, aus
etwa 130 Aminosauren bestehenden kohlenhydratbindenden Sequenzen
(carbohydrate recognition domain, CRD) gemeinsam, die sich evolutiondr kaum

verandert haben (,konservierte Gensequenzen®).
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Letzteres spricht daflr, dass diese Sequenzen und ihre kohlenhydratbindenden

Eigenschaften fur grundlegende Funktionen des Organismus unerlasslich sind.

Die Mehrheit der Galektine verfugt Uber eine einzelne kohlenhydraterkennende
Domane und ist als Monomer (Gal-5, -7 und -10) oder in der Homodimer-Form (Gal-
1, -2, -11, -13, -14 und -15) biologisch aktiv.88 Andere Galektine (Gal-4, -6, -8, -9,
und -12) enthalten zwei unterschiedliche CRDs, die durch ein Kkurzes
Verbindungspeptid voneinander getrennt sind, sogenannte Tandem-Repeat
Galektine. Galektin-3 besitzt nur eine CRD in Kombination mit einer Nicht-Lektin-
Doméne, uber die es sich mit anderen Galektin-3-Monomeren zu oligomeren

Komplexen zusammenschlief3t.88

Tabelle 20: Wesentliche Eigenschaften der Galektine 1 und g

Galektin-1 Galektin-3
Biochemische Prototyp Chimar-Typ
Struktur Monomer/Homodimer Besonderheit: glycin-,

prolin- und tyrosin-reiche
Verbindungsdomane
->Bildung oligomerer

Komplexe
Molekulargewicht 12-16 kDa 29-37 kDa
einer CRD-
Untereinheit
Andere Namen L-14, BHL, Galaptin Mac-2, L-29, CBP-35, ¢BP
Vorkommen Mehrzahl der Organe, Hauptsachlich in
Lymphknoten, Milz, Thymus, | Tumorzellen,
Plazenta, Prostata, Makrophagen,
Makrophagen, B-Zellen, T- Epithelzellen, Fibroblasten,
Zellen, Dendritische Zellen aktivierten T-Zellen
Glykokonjugat- Matrixglykoproteine: Matrixglykoproteine:
Liganden Laminin, Fibronektin, Laminin, Fibronektin,
90K/Mac-2BP LAMPS, 90K/Mac-2BP,

Zelloberflachenrezeptoren: MP20 und CEA
CD45, CD43, CD7, CD2, CD3
und GM1

Kodierendes Gen LGALS1~* LGALS3*

(Genom-Datenbank)

* GALactoside-binding, Soluble
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Die Galektine wirken als Brucke sowohl zwischen Zellen derselben Art wie auch
zwischen unterschiedlichen Zelltypen. AuRerdem verbinden sie Zellen mit Proteinen
der extrazellularen Matrix. Signale von aufRen werden durch Galektinbindung ins
Innere der Zellen vermittelt. Auch in den Zellen selbst sind Galektine in
fundamentale Ablaufe involviert, zirkulieren als Shuttle zwischen Zytoplasma und
Zellkern und nehmen so Einfluss auf Prozesse wie z. B. das Pre-RNA-Splicing.106
Diese Vielzahl an Funktionen macht die Galektine zu einem facettenreichen

Forschungsobjekt.

Abbildung 26: Dreidimensionale Darstellung des homodimeren Galektin-1. Die beta-Strange sind
entsprechend beschriftet (F1-F5; S1-S6a/S6b)

Quelle: Lopez-Lucendo, M.F., et al. Growth-regulatory human galectin-1: crystallographic characterisation of the
structural changes induced by single-site mutations and their impact on the thermodynamics of ligand binding.
Journal of molecular biology 343, 957-970 (2004)

55



Diskussion

5.3 Galektin-1 und auffdllige Immunparameter bei Endometriose

5.3.1 Uberblick

Nachdem die Pathogenese der Endometriose trotz verschiedener Theorien
weiterhin nicht zufriedenstellend geklart ist, befasst sich die Wissenschaft seit
einigen Jahren vermehrt mit immunologischen Aspekten der Erkrankung.113 Es gibt
viele Faktoren, die méglicherweise Uberleben, Implantation und Proliferation
endometrialer Zellen in der Bauchhohle und an weiter entfernt liegenden Organen
beglinstigen.114 Dazu gehoren bioaktive Molekille wie Hormone, Wachstums-
faktoren, Zytokine und Prostaglandine ebenso wie die unterschiedlichen Zelltypen,
die innerhalb von Endometrioselasionen nachweisbar sind: Immunzellen,
endometriale Epithelzellen, Stromazellen und vaskulare Endothelzellen.83
Untersucht man die Immunzellen von Endometriose-Patientinnen, so finden sich
teils ausgepragte Veranderungen der entsprechenden Zellen nicht nur innerhalb
des Erkrankungsgewebes, sondern auch in der Peritonealflissigkeit, im Cavum

uteri und im Blutkreislauf.115

Viele dieser bei der Endometriose auffalligen immunologischen Faktoren sind in
mehr oder weniger engem Zusammenhang mit dem immunmodulierenden Protein
Galektin-1 zu sehen. Dieser Zusammenhang soll diskutiert werden im Hinblick auf
die in dieser Arbeit fur das Endometriosegewebe nachgewiesene Galektin-1-

Downregulation.

5.3.2 Reifestorung der Dendritischen Zellen

Im normalen Zyklus einer Frau sind die im Uterus befindlichen Immunzellen teils
grolen Veranderungen unterworfen. Sie gewahrleisten den immunologischen
Schutz der endometrialen Mukosa und Ubernehmen Regulationsfunktionen im
Rahmen der Implantation eines Embryos und der Aufrechterhaltung einer
Schwangerschaft.11> Wahrend der sekretorischen Zyklusphase werden vermehrt
Immunzellen wie Makrophagen, Neutrophile und Naturliche Killerzellen im eutopen
Endometrium rekrutiert. Sie spielen eine entscheidende Rolle in Reinigungs-,
Wiederaufbau- und Reparaturprozessen des Endometriums wahrend und im
Anschluss an die Menstruationsblutung.116 Berbic und Fraser stellten die
Hypothese auf, dass durch das Funktionsversagen bestimmter Immunzell-

populationen endometriale Fragmente vital blieben und dadurch in der
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Lage seien, sich nach retrograder Menstruation in der Bauchhdhle zu implantieren.
Dies wiederum fUhre dort zu Immunreaktionen des Koérpers, zu denen es

andernfalls nie kommen wirde.115

Wahrend die Zahl unreifer Dendritischer Zellen (CD1a+) im eutopen Endometrium
von Endometriose-Patientinnen in der proliferativen Phase signifikant erhdht ist,
sind reife Formen dieser Zellpopulation (CD83+) zu allen Zyklusphasen in deutlich
vermindertem Mafl vorhanden.11” Es scheint also bei der Endometriose eine
Reifestorung der Dendritischen Zellen vorzuliegen. Dies bedeutet, dass die
Antigenbindung durch die Dendritischen Zellen und die anschlieRende
Antigenprasentation gegenuber den in Lymphknoten befindlichen T-Zellen nur
unzureichend funktioniert und in der Folge eine adaquate antigenspezifische
Immunantwort der T-Lymphozyten ausbleibt.118 Darliberhinaus weisen Frauen mit
Endometriose in ihrem Blut eine erhéhte Zahl anti-endometrialer Antikorper auf, die
geeignet sind, endometriale Antigene zu maskieren.119 Diese beiden Faktoren
zusammengenommen - defekte dendritische Erkennung/Prasentation und
Maskierung durch anti-endometriale AntikOrper - konnten ein Faktor sein, der die
Erkennung endometrialer Antigene durch Immunzellen behindert und der dadurch
ein Vital- und Implantationsfahig-bleiben endometrialen (Menstruations-)Gewebes

beglnstigt.

In ektopen Endometrioseherden und im unmittelbar angrenzenden Peritoneum
beobachteten Schulke et al. eine signifikante Erhdéhung (unreifer) CDla+
Dendritischer Zellen verglichen mit dem weiter entfernten Bauchfell und dem
eutopen Endometrium von Patientinnen.117 In Peritonealbiopsien von gesunden
Kontrollprobandinnen fanden sich im Unterschied dazu weder (unreife) CDla+
noch (reife) CD83+ Dendritische Zellen.

Galektin-1 induziert bekanntermafien die phanotypische und funktionelle Reifung
Dendritischer Zellen auf etwa ahnliche Weise, wie dies die Lipopolysaccharide (LPS)
in der auRBeren Membran gramnegativer Bakterien tun. So zeigen unreife
Dendritische  Zellen bei  Galektin-1-Kontakt eine  Hochregulation von
Oberflachenmarkern, die charakteristisch sind fur die Reifung der Dendritischen
Zellen: CD40, CD83, CD86 und HLA-DR. Auflerdem werden sie durch Galektin-1 zur

Sekretion hoher IL-6- und TNF-a-Mengen angeregt, stimulieren die T-Zell-
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Proliferation und weisen eine reduzierte endozytotische Kapazitat auf, ahnlich wie

Dendritische Zellen unter LPS-Einfluss.120

In Zusammenschau der genannten Faktoren kOnnte das von uns beobachtete
relative Galektin-1-Defizit in Endometrioseherden (verglichen mit dem Ovarstroma
und dem eutopen Endometrium gesunder Probandinnen) verantwortlich sein dafUr,
dass die Reifung Dendritischer Zellen am Ort der Lasion ausbleibt und sie ihren
vielfaltigen Funktionen nur eingeschrankt nachkommen konnen. Da Galektin-1
auflerdem die Migration Dendritischer Zellen durch die Extrazellularmatrix verstarkt,
hier aber downreguliert ist, fehlt im Bereich der Endometrioseherde unter
Umstédnden eine wichtige Komponente fUr den reibungslosen Ablauf der

Immunantwort.120

5.3.3 Veranderte Makrophagen
Monozyten und Makrophagen sind neben ihrer Aufraumfunktion als Phagozyten
(altgriechisch phagein ,essen”) bekannt daflr, dass sie Uber die Sekretion

bestimmter Stoffe (Nicht-)Immunzellen modulieren.121

Bei gesunden Frauen kommt es zum Zeitpunkt der Menstruation (Tag 3-4) zu einem
deutlichen Anstieg der Makrophagen in utero - wohl im Zuge der Entfernung
menstrualen  Gewebes und der anschlieflenden Regeneration  des
Endometriums.115 Bei Endometriose-Patientinnen findet sich dieses Phanomen
einer Makrophagenvermehrung in den Tagen der Menstruation nicht.122 Auch das

mag zu Persistenz und fortgesetzter Vitalitat endometrialer Fragmente beitragen.

Blickt man auf die in der PeritonealhOhle von Patientinnen befindlichen
Makrophagen, so zeigt sich eine Zunahme dieser Zellen sowohl in Zahl als auch in
Konzentration und Aktivitatsgrad.123125 Von Makrophagen sezernierte Produkte wie
Wachstumsfaktoren und Zytokine werden hier in vermehrtem Maf freigesetzt und
beeinflussen sicherlich Uberleben und Wachstum ektoper endometrialer Zellen im
Peritoneum.126 So weisen schon In-vitro-Studien aus den 1990er Jahren nach, dass
peritoneale Makrophagen von Endometriose-Patientinnen erhéhte Mengen an
Interleukin-6, Interleukin-13 und TNF-a sezernieren.127.128 Diese Stoffe verstarken
nachgewiesenermafien die Adhasion endometrialer Zellen am Peritoneum29 und

korrelieren in hoher Konzentration mit Infertilitdt und Embryotoxizitat.130.131
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AuBerdem sind Makrophagen im Rahmen ihrer Fresszell-Tatigkeit auf eine Vielzahl
von Oberflachenrezeptoren angewiesen.132134 Diese Rezeptoren wiederum
unterliegen der Regulation durch Zytokine, Glukokortikoide, Lipopolysaccharide,
Interferone, Makrophagen-CSF und Retinoide. Dass die genannten Zytokine und
Hormone bei Endometriose in anormaler Hohe in der Peritonealflissigkeit
nachweisbar sind, kbnnte Uber eine veranderte Rezeptorregulation eine defekte
Fressfunktion der Makrophagen zur Folge haben und zum Wachsen peritonealer
endometrialer Herde beitragen.121.135 Tran et al. berichteten 2009 Uber die
signifikante Vermehrung von Makrophagen sowohl in Endometrioseldsionen als
auch im Ubrigen Peritoneum von Patientinnen verglichen mit dem Peritoneum von
Frauen ohne Endometriose.13¢ Daruberhinaus waren in den Arealen, in denen sich
eine erhdhte Zahl von Makrophagen befand, auch deutlich mehr Nervenfasern
nachzuweisen. Vor dem Hintergrund der fUr die Endometriose typischen
Schmerzsymptomatik ist dies eine interessante Beobachtung. Denn Makrophagen
stimulieren nicht nur die Nervenfaserendigungen im Sinne der Ausldésung einer
Schmerzwahrnehmung, sondern tragen uber die Beeinflussung der Synthese von
NGF (nerve growth factor), BDNF (brain derived neurotropic factor) und VEGF auch

zu Wachstum und Reparatur der Nervenfasern bei.137

Galektin-1 scheint in aktivierten Makrophagen die Arginase-Aktivitat und damit
einen alternativen Stoffwechselweg zu fordern.138 Darlberhinaus reguliert es Uber
ERK1/2 die Expression regulatorischer Oberflachenmolekiile.13° Diese beiden
Beobachtungen zusammengenommen weisen darauf hin, dass Galektin-1 in
Makrophagen eine Situation der ,alternativen Aktivierung“ oder sogar der
,Deaktivierung“ bewirkt.140 Die genaue pathophysiologische Rolle des Lektins in
Bezug auf Makrophagen bleibt noch zu erforschen. Doch ist angesichts des
beschriebenen deaktivierenden Effekts auf Makrophagen ein Zusammenhang
zwischen der Galektin-1-Verminderung und dem auflerordentlichen Anstieg von

Makrophagen in Endometrioseldasionen denkbar.

59



Diskussion

5.3.4 T-Lymphozyten im Bereich der Endometrioseldsionen

Aus der Gruppe der Leukozyten finden sich innerhalb der Endometrioselasionen vor
allem Makrophagen und T-Lymphozyten.141 Verglichen mit eutopem Endometrium
lassen sich vermehrt CD4+ und CD8+ Zellen (Verhaltnis CD4/CD8 = 0.78)
nachweisen. Auch ist in Endometrioseherden eine grofere Anzahl aktivierter T-

Zellen vorhanden als im normalen Endometrium.142

Gieseke et al. (2010) beschrieben Galektin-1 als entscheidendes Protein flr den
immunmodulatorischen Effekt multipotenter mesenchymaler Stromazellen auf
CD4+ und CD8+ Zellen.143 So bewirkte der Knockdown von Galektin-1 in
Stromazellen die zumindest teilweise Wiederherstellung der umgebenden
Lymphozytenproliferation. Diese Beobachtungen lassen sich auf die Situation im
Endometriosegewebe Ubertragen: Die Downregulation von Galektin-1 kénnte mit
der Vermehrung der Lymphozyten im Bereich der Endometrioseherde
zusammenhangen. Dass eine solche Verbindung besteht, lasst sich auch am
Beispiel des physiologischen eutopen Endometriums veranschaulichen: Dort nimmt
laut der Untersuchungen von Wolff et al. die Galektin-1-Expression zur
spatsekretorischen Phase hin signifikant zu®l, wahrend aktivierte T-Zellen

zahlenmaRig deutlich abfallen142,

Allgemein ist Uber Galektin-1 und seine Beziehung zu T-Lymphozyten zu sagen,
dass dieses kohlenhydratbindende Protein neben erwiesenen pro-apoptotischen
Effekten auf aktivierte T-Zellen auch fahig ist, das Uberleben naiver T-Zellen zu
unterstitzen (ohne jedoch deren Proliferation voranzutreiben). Galektin-1 scheint
damit in der Lage zu sein, unterschiedliche oder sogar gegenteilige Signale
weiterzuleiten, abhangig von Faktoren wie dem Aktivitatsstatus der betreffenden
Zellen, der raumzeitlichen Expression spezifischer Glykosyltransferasen und den
generellen Verhaltnissen in der Zellkultur. Auch die biochemische Verfasstheit des
verwendeten Galektin-1 (Monomer-/Dimer-Form) und der jeweiligen Zielzellen (z.B.
aktiviert, differenziert, ruhend) ist von Bedeutung. Diese Faktoren werden in
zukunftigen Arbeiten verstarkt zu bertcksichtigen sein, um definitive Aussagen Uber
die immunmodulatorischen Effekte der Galektin-1-Downregulation bei der

Endometriose zu ermoéglichen.140

Obgleich in hoher Zahl in den Endometrioselasionen vorhanden, scheinen gerade
die zytotoxischen T-Zellen von Patientinnen in ihrer Funktion deutlich eingeschrankt
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zu sein. Bereits 1981 zeigten Dmowski et al., dass die intradermale Injektion
autologen Endometriums bei Rhesusaffen mit Endometriose zu einer deutlich
schwacheren lymphozytaren Infiltration der Injektionsstelle fuhrt, als dies bei
gesunden Tieren der Fall ist.144 Sowohl die Lymphozyten erkrankter Rhesusaffen (in
vivo) als auch die von Frauen mit Endometriose (in vitro) zeigten eine verminderte
proliferative Reaktion auf autologe Endometriumzellen.144-146 Darlberhinaus war
bei Patientinnen die Zytotoxizitat der T-Lymphozyten gegen autologes Endometrium
erniedrigt.14” Dieses Defizit konnte durch die In-vitro-Stimulation peripherer Blut-

Lymphozyten mit rekombinantem Interleukin-2 korrigiert werden.148

Andere Punkte, die eine Schwachung der T-Zellen hervorrufen, wurden weiter oben
in diesem Kapitel bereits genannt: Etwa die Reifestorung Dendritischer Zellen, die
zu mangelnder Antigen-Prasentation gegenliber T-Lymphozyten fihrt; eine
Maskierung des Gewebes durch anti-endometriale Antikdrper; unterschiedlichste
Stoffe in der Peritonealflissigkeit; und die dort vermehrt vorhandenen

regulatorischen T-Zellen (siehe nachstes Kapitel 5.3.5).

5.3.5 Relative Zunahme regulatorischer T-Lymphozyten

Abbildung 27: Untergruppen der T-Lymphozyten

Th1-Zellen

Th2-Zellen
T-Helfer-Zellen

(CD4%)
T-Lymphozyten y Thil7-Zellen

Zytotoxische

T-Zellen (CD8")
|Regulatorische
T-Zellen

Regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen) kontrollieren und unterdriicken eine Reihe von
Immunprozessen, darunter die T-Zell-Proliferation14® und -Aktivierung1s°, die
Funktion von Makrophagen, B-Zellen, Dendritischen Zellen und Naturlichen
Killerzellen151.152 die Zytokinfreisetzung!52 sowie die Mastzelldegranulation®0,
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Berbic und Fraser beobachteten eine relative Zunahme regulatorischer T-Zellen, die
den Transkriptionsfaktor Foxp3+ exprimieren, im sekretorischen eutopen

Endometrium von Frauen mit Endometriose.

Wahrend die Zahl dieser Foxp3(+)-Zellen im eutopen Endometrium von Frauen
ohne Endometriose zwischen der spatproliferativen und frihsekretorischen Phase
(also um den Zeitpunkt der Ovulation) zunimmt, um dann in der Lutealphase
dramatisch abzusinken, bleiben die intrauterinen regulatorischen T-Zellen bei
Frauen mit Endometriose auch wahrend der gesamten sekretorischen Phase
hochreguliert.153 Arruvito et al. nehmen an, dass der kurze praimplantatorische
Anstieg der Zahl regulatorischer T-Zellen notwendig ist, um Immuntoleranz zu
induzieren und eine erfolgreiche embryonale Implantation zu ermdoglichen. Eine
permanente Hochregulation der Foxp3(+)-Zellen wahrend der Sekretionsphase, wie
von Berbic und Fraser 2010 fur die Endometriose beschrieben, konnte unter
anderem zu einer Treg-induzierten Suppression der Funktion pramenstruell in die
Uterushéhle eingewanderter Immunzellen fiihren. Dies wiirde wieder das Uberleben

abgestofRener Endometriumzellen erleichtern.

Blickt man auf die Situation im peripheren Blut und in der Peritonealflissigkeit
betroffener Frauen, so zeigt eine Studie von 2012 den Anteil der Treg-Zellen im
ersten Fall vermindert, im zweiten erhoht.154 Regulatorische T-Zellen in der
PeritonealflUssigkeit konnten die dort vorhandenen T-Zellen dahingehend
beeinflussen, dass diese die Implantation von Gebarmutterschleimhautzellen im
Peritonealraum nicht mehr verhindern. Oder aber sie konnten der Ausloser sein fur
die beobachtete verstarkte Aktivierung dieser Zellen, wahrend es andere noch zu
spezifizierende Faktoren sind, die die letztlich insuffiziente Abwehrfunktion der T-

Lymphozyten zu verantworten haben.

AbschlieRend bleibt festzuhalten, dass sich die Population der Foxp3+
regulatorischen T-Zellen in Frauen mit Endometriose stark verandert verhalt.155
Berbic et al. wiesen in zumindest 18 von insgesamt 59 ektopen
Endometrioselasionen  Foxp3(+)-Zellen nach. Dagegen waren weder im
benachbarten oder weiter entfernten Peritoneum von Patientinnen noch in
Peritonealbiopsien von Frauen ohne Endometriose regulatorische T-Zellen zu
finden. Ob ein Zusammenhang besteht zwischen der in dieser Arbeit

nachgewiesenen verminderten Galektin-1-Expression in Endometrioseherden und
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dem zumindest teilweisen, ausschlieflilich auf Erkrankungsherde beschrankten
Vorkommen regulatorischer T-Zellen, ist zu klaren. Im Rahmen von
Autoimmunprozessen scheint die Expansion regulatorischer T-Zellen eher durch
Vermehrung von Galektin-1 als durch eine Verminderung ausgeldst zu werden.156
Stattdessen konnte der bei Endometriose in erhohter Konzentration vorliegende
Vascular endothelial growth factor oder der jeweilige Entwicklungsstand der Lasion
fur die Vermehrung der Foxp3(+)-Zellen ausschlaggebend sein. Rote, vaskularisierte
Endometrioseherde weisen ein anderes Immunzellmuster auf als altere, vernarbte
oder schwarze Lasionen.155 VEGF ist auch hierflr eine mogliche Einflussgrofie.
Inwiefern sich die Expressionsmuster des immunregulatorisch wirksamen Galektin-
1 innerhalb der verschiedenen Lasionstypen unterscheiden, ist noch nicht bekannt

und bote einen interessanten Ansatz fur weitere Untersuchungen.

5.3.6 Verminderte Zytotoxizitdt Natiirlicher Killerzellen
Im Sinne einer vollstdndigen Darstellung wird hier abschlieBend auch die

verminderte Zytotoxizitat Naturlicher Killerzellen von Frauen mit Endometriose

angesprochen.

Naturliche Killerzellen gehdren zur Gruppe der Lymphozyten und induzieren Uber
die Freisetzung kleiner zytoplasmatischer Protein-Granula die Apoptose von Tumor-
und infizierten Zellen. Darlberhinaus produzieren sie eine grofle Bandbreite an
Zytokinen und Chemokinen.157 Im Blut befindliche Natdrliche Killerzellen besitzen
nachgewiesenermafien die Fahigkeit, endometriale Zellen zu zerstoren.158 Diese
Beobachtung macht eine Reinigungsfunktion der Naturlichen Killerzellen in Bezug
auf retrograd in die Bauchhohle gelangtes oder anderweitig dort entstandenes
endometrioides Gewebe wahrscheinlich. Ein Funktionsverlust der Naturlichen
Killerzellen kdénnte deshalb zur Entwicklung einer Endometriose beitragen.
Tatsachlich wurde bereits zu Beginn der 1990er Jahre nachgewiesen, dass
Naturliche Killerzellen in der Kdrperperipherie und in der Peritonealfllissigkeit von
Patientinnen mit Endometriose nur vermindert zytotoxisch wirken.158160 Diese
Reduktion lasst sich bei im Blut befindlichen Killerzellen sogar mit dem

Schweregrad der Erkrankung korrelieren.161

Bei der Suche nach der Ursache dieser verminderten Zytotoxizitat, ergaben sich

eine Reihe von Beobachtungen in verschiedenen Kdrperkompartimenten: Es
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konnte gezeigt werden, dass das Serum von Endometriose-Patientinnen Faktoren
enthalt, die NK-Zellen inhibieren.162 Im Rahmen einer Untersuchung der
immunsuppressiven Potenz der Peritonealflissigkeit wurde deutlich, dass im Fall
der Endometriose eine signifikant starkere Einschrankung der zytotoxischen
Kapazitadt Naturlicher Killerzellen durch die PeritonealflUssigkeit erfolgt als bei
gesunden, fertilen Kontrollprobandinnen. Besonders deutlich zeigte sich die
Abnahme der Zytotoxizitdt der Natural Killer Cells in der Follikelphase, also im
Anschluss an die Menstruation. Einigkeit besteht in diesem Zusammenhang nur
Uber die beschriebene verminderte zytotoxische Wirksamkeit. Uber die
zahlenmafige Verteilung - ob erh6ht163, vermindert164 oder ahnlich der gesunder

Frauen58 - finden sich in der Literatur uneinheitliche Angaben.

Eine mogliche Quelle der NK-Zell-Inhibition ist das Endometriose-Gewebe selbst:
Hirata et al. fanden in kultiviertem Endometriose-Gewebe immunsuppressive
Faktoren, die u.a. NK-Zellen hemmten.165 AufRerdem hatte eutopes endometriales
Stroma, das von Frauen mit Endometriose stammte und in der Zellkultur
weitergezichtet wurde, einen starker inhibierenden Effekt auf NK-Zellen als
entsprechendes Gewebe gesunder Frauen.1%6 Ein  weiterer maoglicher
Erkldrungsmechanismus fur die verminderte zytotoxische Potenz ist die vermehrte
Expression sogenannter Killer Cell Inhibitory Receptors (KIRs) durch die NK-Zellen
selbst. Diese Rezeptoren dienen dazu, ein Uberschiefen der zytotoxischen Reaktion
gegenuber den zu zerstérenden Zielzellen zu verhindern. Bei fortgeschrittener
Endometriose ist die Expression der KIRs KIR3DL1, KIR2DS1 und KIR2DL1 durch
peritoneale Natural Killer Cells signifikant gesteigert.167 Auch der Anteil der
KIR2DL1-exprimierenden NK-Zellen in PeritonealfllUssigkeit und peripherem Blut

zeigt sich bei Endometriose signifikant erhdht.168.169

Interessanterweise steigert eine Therapie mit GnRH-Agonisten sowohl die
Zellzahl164 als auch die Aktivitatl’® Naturlicher Killerzellen. Ebenso zeigten das
Gestagen Dienogestl’t und das friher haufig bei Endometriose eingesetzte
antigonadotrope Danazoll’2 diesen Effekt in der Peritonealflissigkeit bzw. in

PeritonealflUssigkeit und Blut.

In Kapitel 5.3.4 wurde bereits der inhibierende Effekt von Galektin-1 auf
alloreaktive T-Lymphozyten angesprochen, der sich durch einen Galektin-1-

Knockdown in multipotenten mesenchymalen Stromazellen teilweise unterbinden
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lie.143 Gieseke et al. bezogen auch Natlrliche Killerzellen in diese Versuche ein
und stellten fest, dass die in den Stromazellen herbeigefuhrte Galektin-1-
Downregulation keine signifikanten Effekte auf die NK-Zell-Proliferation ausubte.
Zwar ist die hemmende Wirkung mesenchymaler Stromazellen auf NK-Zellen
erwiesen, doch scheint Galektin-1 hier keine Schllsselrolle zu spielen. Auch fur die
hemmende Wirkung, die das Endometriosegewebe auf diese Zellpopulation ausubt,
lasst sich kein Zusammenhang zur beobachteten Galektin-1-Downregulation

ausmachen.

5.4 Galektin-3 und Endometriose

Galektin-3 konnte fur das Krankheitsgeschehen der Endometriose von Bedeutung
sein durch seine zelladhasiven und -invasiven, zellmigrativen sowie Angiogenese-

fordernden Eigenschaften.

Die Peritonealflussigkeit von Endometriosepatientinnen scheint vermehrt Galektin-
3 zu enthalten verglichen mit gesunden Kontrollprobandinnen.173 Ebenso wiesen
Noél et al. 2011 eine vermehrte Expression von Galektin-3 fir das Endometriose-
gewebe selbst nach. Als Kontrollgewebe fungierten hier das eutope Endometrium
gesunder Frauen sowie das Endometrium von Frauen, die an Endometriose
erkrankt waren. Innerhalb dieser heterogenen Kontrollgruppe fand sich zudem eine
Vermehrung von Galektin-3 im eutopen Endometrium der erkrankten Frauen
verglichen mit dem Endometrium der nicht-erkrankten Frauen.1’4 Dazu im
Widerspruch steht eine Untersuchung von 2016, die dem eutopen Endometrium
zumindest infertiler Endometriose-Patientinnen eine signifikant verminderte
Galektin-3-Expression bescheinigt verglichen mit dem Endometrium nicht-

erkrankter Frauen.175

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrte Galektin-3-Farbung von
Endometriosegewebe und eutopem Endometrium nicht-erkrankter Frauen zeigte
kein signifikantes Ergebnis hinsichtlich einer Verstarkung von Galektin-3 im

Endometriosegewebe.

Zur Klarung der Rolle von Galektin-3 in Bezug auf die Endometriose sind weitere

Untersuchungen notig.
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5.5 Endometriose und Stress

5.5.1 Die Bedeutung von Stress fiir die Entstehung von Krankheiten

Die grofle Bedeutung, die dem Faktor Stress bei der Entwicklung und
Verschlimmerung vieler Erkrankungen zukommt, ist seit mehreren Jahrzehnten
Gegenstand intensiver Forschung und ein mittlerweile gut etabliertes Konzept.
Sowohl neuerliche Schibe entziindlicher Darmerkrankungen176.177 als auch die
Exazerbation von Dermatosenl78179 |assen sich auf den Einfluss von Stress
zurlckfuhren. Durch seinen dysregulierenden Effekt auf das Immunsystem
beglinstigt er die Rekrudeszenz bakterieller Infektionenl80, verzégert die
Wundheilung18® und beschleunigt die Entwicklung altersbedingter Erkrankungen92,
Da Stress die Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-6) verstarkt und
chronische Entzindungen heute flr ca. 15% aller Krebserkrankungen als potentiell
ursachlich gelten, wird auch ein Zusammenhang zwischen Stress und der
Entstehung von Krebserkrankungen immer wahrscheinlicher.182 Befinden sich
Patienten praoperativ in einer grofen Belastungssituation oder leiden unter
ausgepragten Angstzustanden, so fihrt dies nicht selten zu einem schlechteren
operativen Outcome, zieht langere Krankenhausaufenthalte nach sich und steigert

die postoperative Komplikations- und Rehospitalisierungsrate.183

Im gynakologischen Bereich wird physischer und psychischer Stress als gewichtiger
Trigger fUr Schwangerschaftskomplikationen (z.B. Spontanaborte, Praeklampsie)
gesehen.184 Haufig finden sich in der aktuellen Literatur Berichte Uber negative
Effekte von Stress auf die Reproduktionsfahigkeit von Frauen.185 Erhohte CRF-
Konzentrationen, wie sie beispielsweise bei der Endometriose vorherrschen,
werden dabei mit Dysfunktionen des reproduktiven endokrinen Systems in

Verbindung gesetzt.186

Lima et al. fanden bei Frauen mit Endometriose erhohte Serumwerte fur die in
Stresssituationen vermehrt ausgeschiutteten Hormone Prolaktin und Kortisol.
Daraus leiteten sie die Hypothese ab, ein hohes Mafl an Stress trage zur
Entwicklung und zum Fortschreiten dieser Erkrankung bei.# Auch Cuevas et al.
(2012) und Guo et al. (2016) schlieflen sich dieser Aussage an. Sie zeigten am
Ratten- bzw. Mausmodell, dass Stress die Entwicklung und den Schweregrad einer
Endometriose beeinflusst - etwa durch die Rekrutierung von Mastzellen, die

Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren und das Auslésen einer
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zentralnervésen Dysregulation.187.188 |nteressant ist in diesem Zusammenhang
Interleukin-6, ein pro-inflammatorisches Zytokin, das von verschiedenen Zellen des
Immunsystems produziert wird und das unter dem Einfluss von chronischem Stress
sowie negativen Geflhlen wie Angst und Depression deutlich erhoht ist.189 Fiir die
Endometriose ist nachgewiesen, dass die vorhandenen Mastzellen vermehrt
Interleukin-6 und andere Zytokine wie IL-13 und TNF-a produzieren, welche die
Adhasion endometrialer Zellen ans Peritoneum fordern und auferdem mit

Infertilitat und Embryotoxizitat in Verbindung gebracht werden.13.125

Stressoren verschiedener Art und Depression bewirken in Patientinnen eine
erhohte Sensitivitdt gegenlber negativen Reizen und steigern so wiederum die
inflammatorische Reaktion auf noch kommende Stress-Ereignisse. Damit schaffen
sie eine ungunstige Ausgangssituation fur etwaige Herausforderungen des
Immunsystems190, wie es retrograd in den Bauchraum menstruierte Zellen oder auf

anderem Weg entstandene Endometriose-Inseln sein kénnen.

5.5.2 Endometriose als chronischer Stressor

Die beobachtete Erh6hung von Stressparametern bei Patientinnen lasst sich noch
in weiterer Hinsicht interpretieren: Stellen doch gerade die Symptome der Krankheit
selbst fur betroffene Frauen einen chronischen Stressor dar. Endometriose-
Patientinnen sehen sich mit standig wiederkehrenden und im Verlauf oft
zunehmenden Schmerzen konfrontiert, welche unter Umstdnden jahrelang als
,nhormale Frauenbeschwerden® still und nur unter erheblichem Schmerzmittel-
verbrauch ertragen werden. Es resultieren Beeintrachtigungen und Konflikte im
beruflichen und familidren Umfeld. Nicht selten fehlt zunachst das ndtige
Verstandnis auch von arztlicher Seite. Meist spat erfolgt dann die Diagnose der im
Bewusstsein der Allgemeinheit noch wenig bekannten Erkrankung. Wiederholte
Operationen kdénnen notig sein. Eine besondere psychische Belastung bedeutet
auch die Aussicht auf oder das bereits offenkundige Vorliegen einer Subfertilitat der
betroffenen Frau. Es ergeben sich Konsequenzen fur die Partnerschaft durch
verspatete Diagnose, Dyspareunie und unerflillten Kinderwunsch. Die Liste dieser
~Stressoren” lieRe sich lange fortsetzen. Sie erzeugen Stress, der im Koérper der
Frauen Uber die Freisetzung endogener Substanzen den Krankheitsverlauf
wiederum befdrdert. Krankheit und Stress bedingen und verstarken sich auf diese

Weise gegenseitig, einer fatalen Spirale gleich. Das Immunsystem reagiert unter
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Umstédnden sehr empfindlich auf diese Stress-Reize: In ihrem Artikel ,Stress-
induced immune-dysfunction: implications for health“?2 legen Glaser und Kiecolt-
Glaser die Komplexitat der Interaktionen zwischen zentralem Nervensystem,
endokrinem System und Immunsystem dar. Von Seiten der
Psychoneuroimmunologie sind hier in Zukunft spannende Ergebnisse auch in Bezug

auf die Endometriose zu erwarten.

5.5.3 Stimulation von Modellzellen mit Corticotropin Releasing Factor (CRF)

Der Corticotropin Releasing Factor (CRF) ist ein aus 41 Aminosauren aufgebautes
Neuropeptid, das eine Schlusselrolle innerhalb der Stressantwort von Saugetieren
spielt. Er konnte 1981 zum ersten Mal aus dem Hypothalamus von Schafen isoliert
werden9! und entfaltet seine Wirkung durch Bindung an die G-Protein-gekoppelten
CRF-Rezeptoren 1 und 2 (CRF-R1 und CRF-R2)186, CRF ist innerhalb der Achse
Hypothalamus-Hypophyse-Nebennierenrinde hauptverantwortlicher Regulator der
basalen wie stressinduzierten ACTH-Sekretion durch den Hypophysen-Vorderlappen.
ACTH wiederum induziert die Biosynthese von Glukokortikoiden, Mineralo-

kortikoiden und Androgenen in der Nebennierenrinde.

Doch nicht allein CRF zentralnervéser Herkunft tragt zur peripheren Stressantwort
bei. Auch auferhalb des Hypothalamus werden CRF und strukturell verwandte
Peptide gebildet und wirken an verschiedensten Organen und Geweben - ein
Vorgang, der im Rahmen dieser Arbeit zur Endometriose anhand der Stimulation

von Modellzellen nachgestellt wurde.

Innerhalb des Reproduktionstraktes wird CRF beispielsweise produziert von
Endometrium192193 Plazental®4, fetalen Membranen1® und Ovarien19. Im
Endometriosegewebe sind CRF und Urocortin (ein Neuropeptid mit struktureller
Ahnlichkeit zum CRF und Bindung an die CRF-Rezeptoren) in hohem MaR
exprimiert.197.198  Zudem sind die CRF-Rezeptoren 1 und 2 innerhalb von
Endometriose-Herden deutlich zahlreicher vertreten als im eutopen Endometrium
erkrankter Frauen.199 Dies spricht fur eine erhdhte Hormonaktivitat im

Erkrankungsgewebe.

Kalantaridou et al. geben einen Uberblick tiber die Funktionen des peripheren CRFs

innerhalb des reproduktiven Systems200; So wirkt CRF in vitro inhibierend auf die
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ovarielle Steroidbildung20® und ist damit womaoglich ursachlich fur das frihere
Eintreten der Menopause bei Frauen, die in erhdhtem Mafd psychosozialem Stress
ausgesetzt sind.292 Zudem spielt der ovarielle CRF eine Rolle bei der Follikelreifung,
steht moglicherweise in Zusammenhang mit der Anovulation beim PCO-Syndrom
(CRF-Verminderung) und scheint insgesamt fur eine normale pramenopausale
Ovarialfunktion unerlasslich zu sein.200 Uteriner bzw. plazentarer CRF sind beteiligt
an der reibungslosen Implantation des Embryos, der Aufrechterhaltung einer
Schwangerschaft und dem Einsetzen und Zunehmen der Wehentatigkeit.2%0 Das
CRF-Plasmalevel einer Frau kann Aufschluss geben Uber eine mdglicherweise
drohende Frihgeburt, Uber Praeklampsie und fetale Wachstumsretardierung. Im
abortiven Plazentamaterial finden sich erhohte Konzentrationen von CRF
gegenuber dem Plazentagewebe normaler Schwangerschaften.203
Zusammenfassend wird deutlich, dass CRF im Sinne einer autokrinen und
parakrinen Zellmodulation an zahlreichen reproduktiven Prozessen (mit teils

inflammatorischer Komponente) beteiligt ist.

Saunders et al. unternahmen beziglich CRF Versuche an Ratten mit entzindlicher
Darmerkrankung, deren Prinzip sich auf die Endometriose Ubertragen lasst: Sie
setzten ihre Versuchstiere psychischem Stress aus und stellten in der Folge
veranderte lonenstrome und eine erhohte Permeabilitat der Darmmukosa fest. CRF
wurde als Mediator dieser stressinduzierten Pathophysiologie des Darmepithels
identifiziert. Exogen zugefuhrter CRF rief in der Darmmukosa die genannten
funktionellen Veranderungen hervor, wahrend eine intraperitoneale Vorbehandlung
mit CRF-Antagonisten eine Hemmung der stressbedingten Erscheinungen zur Folge
hatte. Damit lasst sich festhalten, dass peripherer Corticotropin Releasing Factor
als entscheidendes Bindeglied fungiert zwischen der Erfahrung von psychischem

Stress und dem Auftreten pathophysiologischer Korrelate im Gewebe.

Es liegt nahe, diese generelle Erkenntnis zur CRF-Wirkung auf die Endometriose zu
Ubertragen. CRF ist innerhalb der Endometrioselasionen verstarkt nachweisbar. Die
Rolle des Hormons im Rahmen des peritonealen Entzindungsprozesses und seine
vielfaltigen Effekte auf molekularer Ebene konnten fur die Entwicklung neuer
Therapiestrategien von grofRer Bedeutung sein. Da CRF beispielsweise Mastzellen
zur Sekretion von VEGF anregt204 und diese Zellen in Endometrioselasionen in

erhohter Zahl vorkommen, fbordert CRF die Angiogenese innerhalb von
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Endometrioseherden und unterstitzt auf diesem Weg die Ausbreitung der
Endometriose. In dieser Arbeit nun wurde der CRF-Effekt auf den immunologischen
Schlusselregulator Galektin-1 in den Blick genommen. So konnte zum ersten Mal
an Modellzellen flir die Endometriose gezeigt werden, dass die Erhdhung der
lokalen CRF-Konzentration den Ruckgang der Galektin-1-Expression zur Folge hat.
Ein verbessertes Stressmanagement und CRF-antagonisierende Substanzen
kdnnten dazu beitragen, den Circulus vitiosus aus erlebtem Stress, Galektin-1-
vermittelten Immundysregulationen und der Ilokalen Inflammation bei der
Endometriose zu durchbrechen. Weitere Untersuchungen sind hierzu erforderlich.
Welche sonstigen Stimuli eine Downregulation von Galektin-1 bewirken und welche
Effekte CRF erzielt Uber die nachgewiesene Galektin-1-Downregulation hinaus,

sollte ebenfalls Gegenstand zukunftiger Forschung sein.

70



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die Galektine 1 und 3 regulieren eine Vielzahl von Immunprozessen. In Bezug auf
die beobachteten Alterationen des Immunsystems von Endometriose-Patientinnen
stellt sich die Frage, ob die Galektine 1 und 3 auch bei der Endometriose als
Immunregulatoren fungieren und somit der Schlissel zur Entwicklung neuer

Therapieoptionen sein kdnnten.

In  dieser Arbeit wurde mittels immunhistochemischer Farbung von
Gewebepraparaten gezeigt, dass die Expression von Galektin-1 innerhalb von
Endometrioselasionen signifikant vermindert ist im Vergleich zum Ovarstroma und
eutopen Endometrium nicht an Endometriose erkrankter Frauen. Die Galektin-3-
Expression im Endometriosegewebe war nicht signifikant verandert im Vergleich zu

den genannten Kontrollgeweben.

Mehrere der bei Endometriose beobachteten Immunphanomene wurden in
frGheren Untersuchungen bereits durch einen Galektin-1-Knockdown ausgeldst, so
beispielsweise die Reifestérung dendritischer Zellen und die Vermehrung von
Makrophagen und Lymphozyten. Dies macht einen Zusammenhang zwischen dem
hier nachgewiesenen relativen Galektin-1-Defizit und den Immunalterationen bei

der Endometriose sehr wahrscheinlich.

Als moglicher Ausloser der niedrigeren Galektin-1-Dichte im Endometriosegewebe
konnte in dieser Arbeit das Stresshormon CRF identifiziert werden. Kultivierte
Modellzellen (Ishikawa und HEC-1B) wiesen nach Stimulation mit zunehmend
konzentriertem CRF eine signifikant geringere Galektin-1-Expression in der
immunzytochemischen Farbung auf. Die Vermutung, dass physischer und
psychischer Stress (und sein hormonelles Korrelat CRF) neben unglnstigen
Effekten auf vielerlei physiologische Prozesse auch bei der Endometriose
krankheitsfordernd wirkt, ergibt sich aus dem erhohten Nachweis des
Stresshormons CRF und seiner Rezeptoren im Endometriosegewebe.197.199 Um z.B.
durch retrograde Menstruation in die Bauchhohle eingewanderte Zellen effektiv
beseitigen zu konnen, ist der weibliche Koérper auf eine funktionsfahige
Immunabwehr angewiesen. Wird deren Gleichgewicht durch eine stressbedingte
Galektin-1-Verminderung gestort, ist in Zusammenschau der hier vorliegenden

sowie vergangener Untersuchungsergebnisse davon auszugehen, dass eine
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Zusammenfassung

Endometriose entstehen und voranschreiten kann. Daher sollte die Stressreduktion
als unverzichtbares Element in eine ganzheitliche Endometriose-Therapie integriert
werden. Die mogliche Behandlung mit CRF-Antagonisten ist daruber hinaus eine

denkbare Therapiestrategie, deren weitere Untersuchung lohnenswert erscheint.
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