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Kurzreferat

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 42 Ovarbiopsien von Frauen mit Ovarialzysten,
Endometriose, PCO-Syndrom sowie mit normalen Ovarien immunhistologisch untersucht.
Neben dem Nachweis von CD4-, CD8-, CD19-, CD25- und CD56-positiven Lymphozyten-
subpopulationen wurde die Expression von Cytokeratin 1, 10, des Insulin-like Growth
Factor Receptor 1 (IGF-1R), des Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1 (VEGF R1),
des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) und der Insulin Related Aminopeptidase
(IRAP) im Gewebe analysiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass CD4- und CD8-positive
T-Zellen besonders beim PCO-Syndrom signifikant vermehrt sind, wahrend B-Lymphozyten
(CD19), NK-Zellen (CD56), und die CD25-tragenden Lymphozyten am haufigsten in normalen
Ovarien festgestellt wurden. Die Cytokeratine 1, 10 und IGF-1R waren bei den pathologischen
Biopsien nicht verstarkt exprimiert. Der VEGF Rezeptor 1 zeigte bei den Ovarialzysten und
beim PCO-Syndrom eine stirkere Expression im Stroma als bei den normalen Ovarien. Der
EGF-Rezeptor wies im Stroma und in der Tunica albuginea von Biopsien normaler Ovarien
die starkste Anfarbbarkeit auf. Die IRAP war in normalen und PCO-Biopsien am stirksten
ausgepragt. Die Untersuchungen wiesen nach, dass in benigne Ovarialverdnderungen
immunologische Prozesse auf zellularer Ebene einbezogen sind. Wachstumsfaktoren spielen
dabei ebenfalls eine Rolle. Beim PCO-Syndrom sind die bekannten Verdnderungen des
Glukosestoffwechsels auch durch die Einbeziehung der Insulin Regulated Aminopeptidase

darstellbar.



Inhaltsverzeichnis

1.

1.1.

Einleitung und Problemstellung

Ovarialfunktionsstérungen

1.1.1. Primare Ovarialinsuffizienz

1.1.2. Hypothalamische Ovarialinsuffizienz

1.1.3. Hyperprolaktindmische Ovarialinsuffizienz

1.1.4. Hyperandrogenamische Ovarialinsuffizienz

1.2.

1.3.

1.4.

2.1.

2.2,

2.3.

2.4.

Ovarialzysten
Endometriose

Problemstellung und Arbeitshypothese der Arbeit

Material und Methoden

Patientengut

Gewinnung der Ovarbiopsien

Prinzip und Durchfiihrung der Inmunperoxidasetechnik

Biostatistische Auswertung

Ergebnisse

3.1. Anamnestische und klinische Daten des Patientengutes

311 Altersverteilung des Patientengutes
3.1.2. Allgemeine anamnestische Angaben
3.1.3. Gynakologisch-geburtshilfliche Anamnese

3.2. Identifizierung und Haufigkeit der Lymphozytensubpopulationen

Seite

11

11

11

11

15

16

16

16

17

17

23



3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

T-Helferzellen (CD4)
Zytotoxische T-Zellen (CD8)
B-Zellen (CD19)

Aktivierte Zellen (CD25)
Natiirliche Killerzellen (CD56)

Korrelationsanalyse

3.3. Identifizierung und Haufigkeit von Cytokeratinen und Rezeptoren der

Wachstumsfaktoren
3.3.1. Cytokeratine 1, 10
3.3.2. Insulin-like Growth Factor Receptor 1 (IGF-1R)
3.3.3. Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1 (VEGF R1)
3.3.4. Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

3.4. Insulin Regulated Aminopeptidase (IRAP)

4. Diskussion

5. Zusammenfassung

6. Literatur

7. Anhang

7.1. Erklarung

7.2. Danksagung

7.3. Lebenslauf

7.4. Urliste der Primardaten

23

24

26

27

29

31

32

32

33

35

36

39

42

61

64

74

74

75

76

77



1. Einleitung
1.1. Ovarialfunktionsstérungen

1.1.1. Primére Ovarialinsuffizienz

Typisches Kennzeichen der primaren Ovarialinsuffizienz ist die fehlende Anlage von Follikeln
im Ovar oder deren vorzeitiger Verlust. Die haufigsten Ursachen der primaren
Ovarialinsuffizienz sind die Gonadendysgenesien, das Climacterium praecox und
Schadigungen des Keimepithels durch exogene Einfliisse wie Bestrahlungen, Zytostatika oder
andere Noxen. Auf Grund der fehlenden negativen Riickkopplung durch Estradiol mit dem
hypothalamisch-hypophysaren Regelkreis finden sich bei den betreffenden Frauen stark
erhohte Werte von FSH und LH im Serum (Graf 2001). Weiterfiihrende Untersuchungen

miissen in diesen Fallen abkldren, ob chromosomale Aberrationen vorliegen.

1.1.2. Hypothalamische Ovarialinsuffizienz

Diese Form der Ovarialinsuffizienz ist durch eine reduzierte Aktivitat des hypothalamischen
Pulsgenerators, der die GnRH-Sekretion steuert, gekennzeichnet. In der Prapubertit und
wahrend der Laktation ist die pulsatile Gonadotropinsekretion als physiologischer Vorgang
reduziert. Unter pathologischen Bedingungen kommt es je nach Ausmaf$ der
hypothalamischen Funktionseinschrankung zu Amenorrhoen mit unterschiedlichem
Schweregrad, der durch Gestagen-, Clomiphen- und GnRH-Teste erfasst werden kann. Nach
Stauber und Weyerstahl (2005) sind organische oder funktionelle Ursachen fiir derartige
Storungen verantwortlich. Als organische Ursachen sind Tumoren (z. B. Kraniopharyngeom),
Entziindungen (z. B. Meningoenzephalitis) oder Missbildungen (z. B. Kallmann-Syndrom =
olfaktogenitales Syndrom) moglich. Als funktionelle Ursachen sind besonders psycho-
reaktive Stdrungen zu nennen, typische Beispiele sind die Anorexia nervosa und die Buldmie

sowie extreme physische oder psychische Belastungen.

1.1.3. Hyperprolaktindmische Ovarialinsuffizienz

Eine Hyperprolaktindmie kann durch einen Hypophysentumor (Prolaktinom) oder durch
Einnahme bestimmter Medikamente, wie zum Beispiel Dopaminantagonisten, bedingt sein.
Durch die erh6hten Prolaktinspiegel kommt es zur Hemmung der pulsatilen GnRH-

Ausschiittung und damit zur Reduktion der Ovarialfunktion. Gelegentlich ist eine
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Galaktorrhoe feststellbar. Prolaktinwerte oberhalb von 250 ng/ml beweisen das Vorliegen
eines Prolaktinoms (Goerke und Valet 2000), wobei die erweiterte Diagnostik die Abklarung
der anatomischen Verhaltnisse im Hypophysenbereich durch Rontgen der Sella turcica in

2Ebenen und ein kraniales CT umfasst.

1.1.4. Hyperandrogendmische Ovarialinsuffizienz

Bei dieser Form der Ovarialinsuffizienz besteht eine gesteigerte Androgenproduktion, die zu
Virilisierungserscheinungen fiihrt. Klinisch sind gewohnlich eine Oligomenorrhoe und ein
Polyzystisches Ovarialsyndrom (PCO-Syndrom) nachweisbar, das wiederum mit Zyklus- und
Fertilitatsstorungen verbunden ist. Weiterhin kénnen durch metabolische Veranderungen
eine Hyperinsulindmie und Adipositas auftreten (Goretzlehner et al. 2003). Das PCO-
Syndrom, friiher als Stein-Leventhal-Syndrom bezeichnet, ist mit einer Haufigkeit von 5 -
12% eine der haufigsten Endokrinopathien der Frau (Schofl et al. 2004). Die Ursachen sind
bisher nicht eindeutig geklart, es werden allgemein genetische und hereditare Hintergriinde
angenommen. Nach Geisthovel (2001) ist auch die Bezeichnung PCO-Syndrom nicht mehr
zeitgemaf$ und sollte durch den Begriff funktioneller Hyperandrogenismus (FHA) ersetzt
werden. Die Pathogenese des PCO-Syndroms ist weiterhin nicht endgiiltig geklart, es werden
in den letzten Jahren zunehmend wieder immunologische Ursachen diskutiert.

Die Hypothese einer Autoimmunerkrankung im Sinne einer Autoimmunoophoritis konnte
experimentell von Jankovic et al. 1973 im Tierversuch bei Ratten nachgewiesen werden. Beim
Menschen gelang bisher nicht der eindeutige Nachweis einer immunologischen Ursache bei
Ovarialfunktionsstérungen, wenn auch vermehrt gewebsgebundene Antikorper und
Komplementfaktoren im Ovarialgewebe dieser Patientinnen festgestellt wurden (Donat
1987). Die in den letzten Jahren publizierten Arbeiten von Turi et al. (1988) und von Wu et al.
(2007) zeigten, dass bei immunhistologischen Untersuchungen von PCO-Ovarien
Veranderungen in der Verteilung der Inmunzellen festzustellen waren, besonders der
zytotoxischen CD8- und der Natiirlichen Killerzellen. Nach Blither (2009) besteht ein enger
Zusammenhang zwischen dem Metabolischen Syndrom und dem PCO-Syndrom. Als
wesentlicher pathogenetischer Faktor wird bei beiden Syndromen eine Insulinresistenz
angenommen, die zu einer Hyperinsulindmie fiihrt. Dies fithrt am weniger insulinresistenten

Ovar zu einer Stimulierung der Steroidsynthese mit erhohter Androgensekretion.



1.2. Ovarialzysten

Die Ovarialzysten sind Fliissigkeitsansammlungen in praformierten Hohlraumen, die keine
echten Tumoren mit autonomem Wachstum darstellen. In der Sonographie imponieren sie als
glatt begrenzte echoleere Raumforderung mit homogener Struktur. Meistens sind sie
einkammrig und stellen sog. funktionelle Zysten dar. Es lassen sich Follikel-, Corpus-luteum-
und Thekazysten unterscheiden. Eine besondere Form stellen die in der Mesosalpinx
liegenden Parovarialzysten dar. Die Beteiligung bestimmter Immunzellen, besonders der T-
Helfer und zytotoxischen T-Lymphozyten, an der Entstehung von Ovarialzysten konnten

Luchetti et al. (2004) tierexperimentell nachweisen.

1.3. Endometriose

Die Endometriose ist durch das Auftreten von endometriumartigen Zellverbanden aufderhalb
des Cavum uteri gekennzeichnet. Je nach der Schwere bzw. dem Ausdehnungsgrad haben die
Patientinnen Unterleibsschmerzen und Dysmenorrhoen und es besteht meistens eine
Sterilitat. Bei Frauen im geschlechtsreifen Alter betragt die Haufigkeit der Endometriose

2 - 4%, bei Patientinnen mit einer Sterilitat 15 - 25% (Goerke und Valet 2000). Nach der
Lokalisation der Endometrioseherde lassen sich eine Endometriosis genitalis interna
(Adenomyosis uteri interna und Salpingitis isthmica nodosa ) und eine Endometriosis
genitalis externa (Befall von Ovar, Douglas’schem Raum, Ligamentum rotundum, Vagina,
Vulva und Perineum) unterscheiden. Bei einer Endometriosis extragenitalis sind haufig Blase
oder Darm befallen, Absiedlungen am Nabel und im Leistenkanal sowie in Lunge und Gehirn
sind méglich. Die Atiologie der Endometriose ist bisher nicht eindeutig geklirt. Der Nachweis
von pathologischen Immunprozessen, sowohl systemisch als auch lokal, gelang mehrfach bei
den betroffenen Patientinnen. In Ovarbiopsien von Endometriose-Patientinnen fanden

Wicherek et al. (2006) Veranderungen bestimmter Immunzellen.



1.4. Problemstellung und Arbeitshypothese der Arbeit

Durch die vorliegenden Untersuchungen soll geklart werden, ob und in welcher Form
immunologische und Wachstumsprozesse in benigne Ovarialverdnderungen involviert sind.
Immunhistologische Analysen von Ovarbiopsien sollen zeigen, ob beim Vorliegen von
Ovarialzysten, Endometriosezysten oder bei einem PCO-Syndrom immunologische Vorgiange

und Veranderungen der Wachstumsfaktoren nachweisbar sind.

Die Arbeitshypothese geht davon aus, dass durch immunologische Prozesse auf zellularer
Ebene Veranderungen im Ovar hervorgerufen werden, die dann zu Veranderungen der
Wachstumsfaktoren und des Glucosestoffwechsels iiber die Insulin Regulated Amino-
peptidase (IRAP) fiihren. Es soll iiberpriift werden, inwieweit bei bestimmten gutartigen
Ovarfunktionsstorungen diese biologischen Mechanismen auftreten und mit immun-

histologischen Methoden nachweisbar sind.

Die immunologische Reaktivitit eines Organismus wird durch die angeborene und die
erworbene Immunitét bestimmt. Die angeborene Immunitat ist die entwicklungsgeschichtlich
dltere Form der Abwehrmafinahmen, sie ist unspezifisch, wird innerhalb von Stunden in Gang
gesetzt und zu ihrer Auspragung sind keine individuellen Zellklone erforderlich.
Unspezifische Abwehrmechanismen gegen exogene Pathogene sind neben dem Sdure-
schutzmantel der Haut und der intakten Epidermis das Komplementsystem, antimikrobielle
Enzymsysteme sowie unspezifische Mediatoren wie Interferone und Interleukine (Pezzutto et
al. 2007). Auf zellularer Ebene sind besonders Granulozyten, das Monozyten-Makrophagen-
System und die Natiirlichen Killerzellen von Bedeutung. Fiir die Fragestellung in dieser Arbeit
erschien der Nachweis und die Verteilung der Natiirlichen Killerzellen (CD56) am

sinnvollsten und wichtigsten.

Die erworbene oder adaptive Immunitét ist entwicklungsgeschichtlich die jlingere Form der
Abwehr. Sie ist spezifisch und basiert auf der Grundlage hochspezifischer Rezeptoren, die
sowohl zellgebunden an B- und T-Lymphozyten vorhanden sind oder in Form von
Antikorpern sezerniert werden. Spezifisch stimulierte B- oder T-Lymphozyten kdnnen
proliferieren und zahlreiche identische Tochterzellen produzieren. Dieser Vorgang kann Tage
bis Wochen dauern. Zur Bearbeitung der vorliegenden Fragestellung war deshalb die

Identifizierung und Verteilung der B- und T-Zellen im Ovargewebe die logische Alternative.

Aktivierte B- und T-Zellen exprimieren an ihrer Oberflache bestimmte Aktivierungsmarker.
Am besten identifiziert sind das aktivierungsinduzierende Molekiil AIM (EA1, MLR, Leu 23)
mit der CD69 Nominierung, das an friih aktivierten T- und B-Zellen sowie an Makrophagen
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nachweisbar ist. Ein weiterer Aktivierungsmarker ist der Transferrinrezeptor (T9-Antigen,

CD71), der an aktivierten T- und B-Zellen sowie an proliferierenden Zellen exprimiert wird.

Ein universeller Aktivierungsmarker ist das CD25-Antigen (Tac-Antigen), das eine Alpha-
Kette des Interleukin-2-Rezeptors darstellt und sowohl an aktivierten T- und B-Zellen und an
Makrophagen als auch an regulatorischen T-Zellen und an aktivierten Dendritischen
Retikulumzellen nachweisbar ist. CD25 stellt den in der Immunhistologie gebrauchlichen

Aktivierungsmarker dar.

Da beim PCO-Syndrom eine Verdickung der Tunica albuginea besteht, soll auch iiberpriift
werden, ob Verdnderungen der Cytokeratine im Ovar festzustellen sind. Die Cytokeratine
gehoren zu den Intermediarfilamenten und sind auch in Epithelien nachweisbar. Von den ca.
20 bekannten Cytokeratinen in den ,,weichen“ Geweben wurden Cytokeratin 1 und 10

ausgewdahlt, da deren Vorkommen in Filamenten und Keratinozyten am haufigsten ist.

Weiterhin wurde neben dem Auftreten und der Verteilung von Lymphozyten den Rezeptoren
von Wachstumfaktoren Beachtung geschenkt. Wachstumsfaktoren sind fiir Wachstum und
Differenzierung unerlassliche Faktoren. Sie sind Peptide oder Proteine, die an Rezeptoren der
Zelloberflache binden. Dadurch werden intrazellulare Ereignisse ausgelost, die zu DNA-

Replikation und Zellteilung fithren (Knippers 2006).

Der Insulin-like Growth-Faktor (IGF) wird durch die Sekretion des somatotropen Hormons
(STH) des Hypophysenvorderlappens reguliert. STH gelangt auf dem Blutweg in die Leber
und 16st dort, und auch in anderen Geweben, die Synthese der insulindhnlichen
Wachstumsfaktoren IGF-1 und IGF-2 aus. IGF-1 und IGF-2 sind einkettige Polypeptide aus 67
bzw. 70 Aminosauren, die etwa 50% Homologie zu Proinsulin und in etwa 70% zueinander
aufweisen (Loffler 2005). IGF-1 und IGF-2 haben unterschiedliche Zellmembranrezeptoren.
Der IGF-1-Rezeptor ist ein Tetramer aus je 2 Alpha- und Beta-Untereinheiten, der grofie
Ahnlichkeit mit dem Insulinrezeptor aufweist und durch IGF-2 aktiviert werden kann.
Dagegen ist der IGF-2-Rezeptor ein einkettiges Glykoprotein und wahrscheinlich fiir den
Abbau von IGF-2 verantwortlich. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen war lediglich

der Nachweis des IGF-1-Rezeptors in den Ovarbiopsien sinnvoll.

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein Cytokin, das fiir das Wachstum von

Blutgefafden notwendig ist. Zur VEGF-Familie geh6ren mehrere Mitglieder (VEGF-A, -B, -C, -D,

-E) sowie der Placenta-derived Growth factor (PIGF). Die VEGF's binden sich an die

Tyrosinkinase-Rezeptoren VEGF-Rezeptor 1 (VEGF R1, FIt1) und an VEGF-Rezeptor 2 (VEGF

R2, KDR/Flk1) der Endothelzellen (Pezzutto et al. 2007). Fiir jeden wachsenden Tumor ist ab
9



einer bestimmten Gréfde durch den zunehmenden Nahr- und Sauerstoffbedarf die Bildung
neuer Blutgeféafie erforderlich, um ein weiteres Groéfdenwachstum zu erméglichen. Daher war
es naheliegend, in den Biopsien der gutartigen Ovarialtumoren die Rezeptoren fiir den VEGF

zu bestimmen, wobei dem VEGF R1 die groflere Bedeutung zukommt.

Der Epidermal Growth Factor (EGF) ist ein kleines 16sliches Peptidhormon, das sich an Haut-
und Bindegewebszellen bindet und deren Teilung stimuliert (Lodish et al. 2001). Durch
proteolytische Spaltung entsteht der EGF aus einem membranstidndigen EGF-
Vorlauferprotein, das mehrere EGF-Domianen aufweist. Sechs Cysteinreste bilden drei
Disulfidbriicken, welche die native Konformation des EGF-Molekiils stabilisieren.

Der EGF-Rezeptor gehort zur Familie der ErbB-Rezeptoren, die fiir die Signaltransduktion
von neuronalen und epithelialen Zellen von Bedeutung sind und zu den Tyrosinkinasen
gehoren (Pezzutto et al. 2007). Es war naheliegend, diesen wichtigen Wachstumsrezeptor in

die vorliegenden Untersuchungen einzubeziehen.

Die Insulin Regulated Aminopeptidase (IRAP) gehort zur Familie der zinkabhangigen
Metallopeptidasen und ist in verschiedenen Geweben nachweisbar. Sie gilt u.a. als Marker
zum Nachweis der GLUT4-Vesikel, die fiir den insulinabhangigen Glucosetransport
verantwortlich sind. Im Rahmen dieser Untersuchungen soll versucht werden, die IRAP im
Ovargewebe nachzuweisen, um eventuelle Zusammenhénge, besonders zum PCO-Syndrom

und dessen Insulinresistenz, festzustellen.

Der Nachweis von Verdnderungen im Auftreten von Lymphozyten und den genannten
Faktoren bei gutartigen Veranderungen in den Ovarien ist in dieser umfassenden Form bisher
nicht bekannt. Die Ergebnisse konnten Riickschliisse iiber deren Atiologie und Pathogenese

erlauben und damit Hinweise auf neue Therapieansatze liefern.
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2. Material und Methoden
2.1. Patientengut

In die vorliegenden Untersuchungen wurden Ovarbiopsien von 42 Patientinnen einbezogen,
die sich wegen klinisch oder sonographisch auffilliger Ovarialbefunde einer Pelviskopie oder
Laparotomie in der Klinik des Westens in Magdeburg in den Jahren 2005 - 2007 unterziehen
mussten. Als Kontrolle dienten Ovarbiopsien von Frauen, denen auf Grund benigner
Genitalerkrankungen (Uterus myomatosus, Descensus) der Uterus und die Adnexe entfernt
wurden bzw. pelviskopische Ovarbiopsien, die keinen pathologischen Befund ergaben. Es
wurden nur die Biopsien als Kontrolle gewertet, die auch histologisch einen Normalbefund

ergaben.

Bei der praoperativen Aufklarung der Patientinnen tiber den bevorstehenden Eingriff wurde
auch das Einverstandnis der Frauen eingeholt, dass die entnommenen Gewebe eventuell fir

weiterfithrende wissenschaftliche Untersuchungen genutzt werden kénnen.

2.2. Gewinnung der Ovarbiopsien

Es wurden wihrend der Pelviskopien mit der Endoschere ca. 5 mm breite Keilexzisionen aus
dem peripheren Ovarialbereich entnommen. Bei den operativ entfernten Ovarien erfolgte die
Biopsie mit dem Skalpell in gleicher Weise. Die Gewebsproben wurden eingefroren und bei -

20 °C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.
2.3. Prinzip und Durchfiihrung der Immunperoxidase-Technik

Von den Ovarbiopsien wurden im Kryostaten bei -20 °C Gefrierschnitte mit einer Dicke

von 5 pum angefertigt und mit der Immunperoxidase-Technik weiter verarbeitet. Das Prinzip
der Methode besteht darin, dass bestimmte Antigene der Zelloberflache, die eine
Identifizierung der Zelle ermoglichen, spezifisch durch monoklonale Antikérper gebunden
werden. Diese Antigen-Antikorperbindung wird tiber einen zweiten Antikorper, der gegen
den ersten Antikorper gerichtet und markiert ist, nachgewiesen. Der zweite Antikorper ist
mit Biotin markiert und geht mit Avidin eine Komplexbildung ein. Mit einer biotinylierten
Peroxidase erfolgt iber Avidin eine Bindung, die mit dem Substrat H202 und dem

Chromogen 3-Amino-9-Ethylcarbazol (EAC) sichtbar gemacht wird (Abbildung 1).
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Avidin-Biotin-Immunoperoxidase-
Technik

Anfligen
2!]
Arttikorper

Avidin®Biotin Peroxidase

%

Abb. 1 Prinzip der Immunperoxidase-Technik

Die positiv angefarbten Zellen sind durch eine dunkelbraune Membranfarbung erkennbar.
Zur Identifizierung der Zellen wurden kommerziell hergestellte Antikérper und Farbekits
eingesetzt (DakoCytomation, Novacostra Laboratories Ltd., Serotec, Immunotech). Die
Durchfithrung der Methode erfolgte nach den Laborrichtlinien im Handbuch fiir
Immunperoxidase Farbemethoden (Immunochemical Staining Methods, 3rd Edition,

Dako Corporation 2001). Die positiv angefarbten Lymphozyten im Gewebe wurden
ausgezahlt, indem eine Flache von 3 Gesichtsfeldern berticksichtigt wurde. Die Auswertung
der Wachstumsfaktoren und der Insulin Related Aminopeptidase erfolgte durch Zuordnung
von Scorewerten von 0 bis 3 entsprechend der Intensitiat der Farbung. In Anlehnung an
Logani et al. 2004 und Todorovic et al. 2006 erfolgte die Festlegung der Scorewerte in 0 =

negativ, 1=schwach positiv (weak), 2= gut positiv (moderate) und 3=stark positive (strong).

Die eingesetzten Antikdrper und ihre Spezifitidten sind aus Tabelle 1 ersichtlich.
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Tab. 1 Spezifititen, der fiir die Inmunperoxidase-Technik eingesetzten monoklonalen

Antikorper (DakoCytomation, Novacostra Laboratories Ltd., Serotec, Inmunotech)

Art des Antikérpers | Klon CD-Nomenklatur Spezifitit
T-Helferzellen MT 310 CDh4 T-Helfer/Inducer
Zellen
Zytotox. T-Zellen C8/144B CD8 Zytotox. T-Zellen
Pan-B-Zellen HD 37 CD19 Reife und frithe B-
Zellen
Interleukin-2- ACT-1 CD25 Aktivierte Makroph.
Rezeptor
T- u. B-Zellen
NK-Zellen T 199 CD56 Natiirliche Killer-Z.
Cytokeratin LH1 Cytokeratin 1, 10
IGF-1R 24-31 CD221 Insulin-like Growth
Factor-1 Receptor
VEGF R1 CH-11 --- Vascular Endothelial
Growth Factor
Receptor-1
EGFR F4 --- Epidermal Growth
Factor Receptor
IRAP 11-A --- Insulin Regulated

Aminopeptidase

Die praktische Durchfithrung der Inmunperoxidase-Technik ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Entnahme der Ovarbiopsie
Einfrieren bei -20° C
Anfertigung von Kryostatschnitten (5 pm)
Spiilen in PBS (2 min)

Inkubation mit proteinblockierendem Reagenz (PBA, 5 min)
Abspiilen des PBA
Inkubation mit Primarantikérper (30 min)
3x Waschen mit PBS (je 2 min)
Inkubation mit Sekundarantikorper (30 min)
3x Waschen mit PBS (je 2 min)
Inkubation mit Peroxidasereagenz (30 min)
3x Waschen mit PBS (je 2 min)
Inkubation mit Chromogen (45 min)
Abspiilen mit Aqua dest. (2 min)
Nachfiarben mit Hamatoxylin (2 min)
Blauen mit Leitungswasser (10 min)
Einbetten mit Geltol

Mikroskopische Auswertung

Abb. 2 Durchfiihrung der Immunperoxidase-Technik
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Folgende Substanzen und Antikdrper wurden eingesetzt:

PBS phosphatgepufferte Kochsalzl6sung
0,01 M,pH=7,2
Chromogen 5,0 ml Aqua destillata

0,01 ml Acetate concentrate
0,01 ml 3-Amino-9-Ethylcarbazol (EAC)
0,01 ml 3%iges H»0-
Primarantikorper monoklonale Antikérper gegen Lymphozyten und
verschiedene Faktoren

Sekundarantikorper polyvalenter biotinylierter Anti-Maus-Immunglobulin-

Antikérper

Die Inkubationen erfolgten in der feuchten Kammer bei Zimmertemperatur.

2.4. Biostatistische Auswertung

Die klinischen und Labordaten wurden fiir die statistische Bearbeitung in einem Excel-
Datenblatt erfasst, so dass sie mit dem Statistiksystem SAS (Version 9.1.2.) ausgewertet werden
konnten. Die statistischen Uberpriifungen erfolgten mit dem exakten Test nach Fisher, dem
Dunnett-Test sowie mit dem Chi-Quadrat-Test. Zur Uberpriifung von Zusammenhingen
zwischen Anzahl der Lymphozyten und den klinischen Parametern wurde der
Korrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. Die statistischen Entscheidungen basierten
auf einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von Alpha = 5%. Die Graphiken wurden mit Microsoft

Word und Power Point sowie Origin 5.0 erstellt.
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3. Ergebnisse
3.1. Anamnestische und klinische Daten des Patientengutes
3.1.1. Altersverteilung des Patientengutes

Nach Analyse aller Befunde konnten die Ovarialbiopsien von 42 Patientinnen in die
Auswertungen einbezogen werden. Dabei wurden 11 Biopsien als normal eingestuft, d. h. es
waren weder klinisch noch pathohistologisch Auffilligkeiten festzustellen. Insgesamt 14
Biopsien waren von Follikelzysten, 8 Proben von Endometriosezysten und 9 Biopsien von

Frauen mit einem PCO-Syndrom.

In Abbildung 3 ist die Altersverteilung des Patientengutes graphisch dargestellt.
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Abb. 3 Altersdurchschnitt des Patientengutes (X=arithmetrischer Mittelwert)

Aus Abbildung 3 ist zu erkennen, dass die Frauen mit normalen Ovarien mit 49 Jahren den
hochsten Altersdurchschnitt hatten (42-63 Jahre), bedingt durch die medizinische Indikation
zur Organentfernung. Bei den Patientinnen mit benignen Ovarialzysten betrug das
durchschnittliche Alter 44,2 Jahre (37-51 Jahre), bei Frauen mit Endometriosezysten 37,3
Jahre (23-56 Jahre) und bei Frauen mit einem PCO-Syndrom 25,1 Jahre (21-28 Jahre).3.1.2. 3.
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3.1.2. Allgemeine anamnestische Angaben

In Abbildung 4 sind allgemeine anamnestische Erkrankungen der Patientinnen summarisch

zusammengestellt.
n
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Abb. 4 Allgemeine anamnestische Angaben des Patientengutes (n=absolute Anzahl)

Abbildung 4 zeigt, dass in allen Patientengruppen Operationen am haufigsten in der

Anamnese angegeben wurden, gefolgt von internistischen Erkrankungen.

3.1.3. Geburtshilflich-gyndkologische Anamnese

Die graphische Darstellung in Abbildung 5 lasst erkennen, dass sich die Patientinnen,
gruppiert nach Ovarialbefund, hinsichtlich Menarchealter und Zykluslange im Mittel nur

unwesentlich unterscheiden.
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Abb. 5 Menarchealter und Zyklusdauer der Patientinnen (X=arithmetrischer Mittelwert)

Das durchschnittliche Menarchealter lag in der Normalgruppe bei 13,2 (10-17) Jahren, bei
Frauen mit Ovarialzysten bei 13,1 (10-16) Jahren, bei Patientinnen mit Endometriosezysten
bei 13,4 (12-16) Jahren und bei Frauen mit einem PCO-Syndrom bei 13,6 (10-16) Jahren. Die

Unterschiede waren statistisch nicht signifikant (p > 0,05).

Die durchschnittliche Zykluslange betrug in der Normalgruppe 30 (28-38) Tage, bei
Patientinnen mit Ovarialzysten 30,7 (28-38) Tage, bei Frauen mit Endometriosezysten 29,3
(28-32) Tage und bei Vorliegen eines PCO-Syndroms 32 (30-34) Tage. Signifikante

Differenzen liefen sich nicht errechnen.

Die Haufigkeit der Geburten im Patientengut ist aus Abbildung 6 zu ersehen.
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Abb. 6 Geburtsfrequenz im Patientengut (n= absolute Anzahl)

Frauen mit normalen Ovarien oder Zysten hatten eine bis 3 Geburten, wahrend bis auf eine
Ausnahme die Patientinnen mit einem PCO-Syndrom kinderlos waren. Die Patientinnen mit

Endometriosezysten hatten hochstens eine Entbindung aufzuweisen.

n
10

9

8

7

6 O Normal

5 B Zysten

4 OEndometr.

3 OPCO

2

1

0
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Abb. 7 Abortfrequenz im Patientengut (n= absolute Anzahl)
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Abbildung 7 lasst die Haufigkeit der Aborte bei den Patientinnen erkennen.

Es zeigt sich, dass in allen Patientengruppen wenigstens eine Frau einen oder mehrere Aborte

hatte, am haufigsten in der Normalgruppe und bei Frauen mit Zysten.

Die Abruptiofrequenz ist in Abb.8 dargestellt.

8
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5 | O Normal
4 | B Zysten
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9 | OoPCO
1 ||
0
0 1 2 Abruptio

Abb.: 8 Abruptiofrequenz im Patientengut (n= absolute Anzahl)

Abbildung 8 veranschaulicht, dass auch bei der Anzahl der Abruptiones die Frauen aus der
Normalgruppe und Frauen mit Zysten am haufigsten Schwangerschaftsabbriiche hatten. Die
Differenz zu den beiden anderen Gruppen ist statistisch nicht signifikant (p > 0,05).Die
Haufigkeit der gynakologischen Erkrankungen in der Anamnese der Patientinnen ist in

Abbildung 9 dargestellt.
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Abb. 9: Haufigkeit gyndkologischer Erkrankungen in der Anamnese der Patientinnen

(n= absolute Anzahl)

Am haufigsten wurden Operationen und Blutungsstérungen in der Anamnese angegeben, von
den Frauen der Normalgruppe und den Frauen mit Zysten am haufigsten, die Differenzen

waren statistisch nicht signifikant (p > 0,05).

Die Indikationen zur Durchfiihrung der Pelviskopien bzw. der Uterusexstirpationen sind aus

Abbildung 10 zu ersehen.
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Abb. 10 Indikationen zum operativen Vorgehen (n= absolute Anzahl)

In der Normalgruppe mit fehlenden pathologischen Befunden in den Ovarbiopsien war der
Eingriff vorwiegend wegen eines Uterus myomatosus vorgenommen worden. Die Gruppe
mit nachgewiesenen Ovarialzysten rekrutiert sich aus Patienten, bei denen Ovarialzysten
bereits sonographisch diagnostiziert worden waren. Bei Patientinnen mit einem PCO-
Syndrom wurde die Diagnose praoperativ gewohnlich schon durch die klinischen Symptome,

die Erstellung eines Hormonprofils und die sonographische Untersuchung gestellt.
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3.2. Identifizierung und Haufigkeit der Lymphozyten
3.2.1. T-Helferzellen (CD4)

In Abbildung 11 sind T-Helferzellen (CD4) immunhistologisch im ovariellen Stroma einer
Patientin mit normalen Ovarien dargestellt. Die Zellen waren liberwiegend diffus verteilt,

gelegentlich im Bereich von Primérfollikeln.

100m

Abb. 11 Immunhistologischer Nachweis von T-Helferzellen (CD4) im Stroma des Ovars.
a) Positiver Nachweis von diffus verteilten CD4-Zellen im follikelarmen Stroma
des Ovars

b) Negativ-Kontrolle

Die Haufigkeit der T-Helferzellen(CD4) ist in Abbildung 12 wiedergegeben.
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Abb. 12 Durchschnittliche Haufigkeit der T-Helferzellen (CD4) in Ovarbiopsien

(x= arithmetrischer Mittelwert)

Aus Abbildung 12 ist ersichtlich, dass die Anzahl der CD4-Zellen in den Biopsien normaler
Ovarien mit durchschnittlich 6,8 (SD 3,1) Zellen am niedrigsten ist. Hohere CD4-Zellzahlen
waren bei den Zysten mit 7,5 (SD 4,0), den Endometriosezysten mit 8,6 (SD 3,8) und den PCO-
Ovarien mit 14,8(SD 5,6) zu finden. Der statistische Vergleich ergab jedoch lediglich fiir PCO-

Ovarien eine signifikante Differenz (p < 0,05) zur Normalgruppe.

3.2.2. Zytotoxische T- Zellen (CD8)

Abbildung 13 zeigt zytotoxische T-Zellen (CD8) im Stroma eines Ovars mit einer Follikelzyste.

Die CD8-Zellen sind ebenfalls vorwiegend diffus im Stroma verteilt.
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Abb. 13 Immunhistologischer Nachweis von zytotoxischen T-Zellen (CD8) im Stroma eines

Ovars mit einer Follikelzyste

a) Positiver Nachweis von CD8-Zellen, angereichert im ovariellen Stroma zwischen

Primaérfollikeln
b) Negativ-Kontrolle

In Abbildung 14 ist die Haufigkeit der zytotoxischen T-Zellen (CD8) im Gruppenvergleich
graphisch dargestellt.
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Abb. 14 Durchschnittliche Haufigkeit der zytotoxischen (CD8)-T-Zellen in Ovarbiopsien

(x= arithmetrischer Mittelwert)
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Auffallend im Gruppenvergleich ist auch bei den CD8-Zellen die Differenz zwischen den
normalen Ovarien und den Biopsien von PCO-Patientinnen, die statistisch signifikant ist (p <
0,05). Die CD8-Zellen wiesen in den normalen Ovarien eine durchschnittliche Haufigkeit von
5,6 (SD 2,3) Zellen auf, in den Ovarien mit Follikelzysten waren es 5,1 (SD 3,6), in den
Endometriose-Ovarien 7,9 (SD 4,0) und in den PCO-Ovarien 11,9 (SD 5,0) Zellen.

3.2.3.B-Zellen (CD19)

In Abbildung 15 sind B-Zellen (CD19) immunhistologisch im Stroma eines Ovars mit

Endometriose dargestellt.

OEHIm

Abb. 15 Immunhistologischer Nachweis von B-Zellen (CD19) in einem Ovar mit

Endometriose

a) Positiver Nachweis von CD19-Zellen, vereinzelt im ovariellen Stroma in der Ndhe

von Lymphgefafien gelegen

b) Negativ-Kontrolle

Die Abbildung 16 zeigt die Haufigkeit der B-Zellen (CD19) in Ovarbiopsien.
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Abb. 16 Durchschnittliche Haufigkeit der B-Zellen (CD19) in Ovarbiopsien

(x= arithmetrischer Mittelwert)

Die Haufigkeit der B-Zellen (CD19) ist aus Abbildung 16 ersichtlich. Die Anzahl der B-Zellen
ist deutlich geringer als die der T-Zellen. In den Ovarien mit normaler Histologie lief3en sich
durchschnittlich 3,3 (SD 1,5) Zellen nachweisen, bei den Follikelzysten fanden sich nur 0,4
(SD 0,2) bei Endometriose (SD 0,6) und bei einem PCO-Syndrom 1,3 (SD 0,5) Zellen. Eine

signifikante Differenz zwischen den Untersuchungsgruppen lief3 sich nicht errechnen.

3.2.4. Aktivierte Zellen (CD25)

In Abbildung 17 sind aktivierte Lymphozyten (CD25) im Stroma und in Lymphgefaf3en des

Ovars erkennbar.
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Abb. 17 Immunbhistologischer Nachweis von aktivierten Lymphozyten (CD25) im Stroma

eines Ovars mit Zystenbildung

a) Positiver Nachweis von CD25-Zellen, gruppiert gelegen in der Ndhe von Blut- und

Lymphgefafien
b) Negativ-Kontrolle

Die Haufigkeit der CD25-positiven Zellen ist in Abbildung 18 dargestellt.

Normal Zysten Endometriose PCO

CD25

Abb. 18 Durchschnittliche Haufigkeit der CD25-positiven Zellen in Ovarbiopsien

(x= arithmetrischer Mittelwert)
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In den normalen Ovarien konnten durchschnittlich 3,6 (SD 1,9) aktivierte Zellen
nachgewiesen werden, wahrend in den Ovarien mit Follikelzysten nur 0,6 (SD 0,2), in den
Endometriose-Ovarien 0,5 (SD 0,2) und in den PCO-Ovarien 0,3 (SD 0,1) Zellen gefunden
wurden. Die Differenzen zwischen normalen und den jeweiligen pathologischen Befunden

waren statistisch signifikant (p < 0,05).

3.2.5. Nattirliche Killerzellen (CD56)

Abbildung 19 zeigt Natiirliche Killer-Zellen (CD56) im Ovar.

TJO LJF

Abb. 19 Immunbhistologischer Nachweis von Natiirlichen Killer-Zellen (CD56) im Stroma

eines Ovars mit PCO-Syndrom.

a) Positiver Nachweis von CD56-Zellen, vereinzelt und diffus verteilt im gefiflarmen

Stromabereich
b) Negativ-Kontrolle

Die Abbildung 20 veranschaulicht die Haufigkeit der Natiirlichen Killerzellen.
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Abb. 20 Durchschnittliche Haufigkeit der Natiirlichen Killer-Zellen (CD56) in Ovarbiopsien

(x= arithmetrischer Mittelwert)

In Ovarien mit normaler Histologie fanden sich durchschnittlich 2,7 (SD 1,2) Natiirliche
Killer-Zellen. Die Biopsien mit Follikelzysten enthielten 2,1 (SD 0,8), mit Endometriose 1,6
(SD 0,9) und mit PCO-Syndrom 1,7 (SD 0,7) Zellen. Die Differenzen zwischen den Gruppen

waren statistisch nicht signifikant (p > 0,05).

Zur besseren Veranschaulichung der Variabilitdt der Befunde sind in Abbildung 21 die

Einzelwerte aller Lymphozytenwerte graphisch dargestellt.

Auffallend sind die relativ hohen Zellzahlen der CD4- und CD8- positiven Zellen, wahrend

CD19-, CD25- und CD56-positive Zellen in geringerer Anzahl vorkamen.

In Abbildung 21 werden die mittleren Haufigkeiten der Lymphozytensubpopulationen
von normalen Ovarien den Biopsien mit pathologischen Befunden gegeniibergestellt.
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Abb. 21 Durchschnittliche Haufigkeit der Lymphozyten in normalen und pathologischen

Ovarbiopsien (X= arithmetrischer Mittelwert)

Aus Abbildung 21 ist ersichtlich, dass besonders die T-Zellen (CD4 und CD8) deutlich erh6ht
sind gegeniiber den normalen Ovarien, wahrend bei den CD19-, CD25- und CD56-Zellen die
Relation umgekehrt ist. Bis auf die CD56-Zellen waren die Differenzen bei den iibrigen

Zellpopulationen statistisch signifikant (p < 0,05).

3.2.6. Korrelationsanalyse

Die Untersuchungen zur Korrelationsstruktur erfolgten zwischen den CD4-, CD8-, CD19-,
CD25- und CD56-Zellen und den klinischen Angaben. Die Auswertung der Korrelations-
koeffizienten zeigte, dass die Normalgruppe eine andere Beziehung zum Alter aufweist als die
Gruppen mit Zysten, Endometriose oder PCO-Syndrom. In der Normalgruppe fand sich ein
Zusammenhang zwischen CD56-Zellen und dem Alter, der Menarche und dem Zyklus, nicht
aber bei den CD4- und CD8-Zellen. Bei den 3 pathologischen Gruppen zeigte sich eine
negative Korrelation zwischen CD4-Zellen und dem Alter der Frauen. Bei Frauen mit einer
Follikelzyste fand sich eine hohe Korrelation zwischen CD8-Zellen und dem Alter. In der
Normalgruppe weicht die Relation zwischen CD4- und CD8-Zellen von der in den

pathologischen Gruppen ab.
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3.3. Identifizierung und Haufigkeit der Cytokeratine und Rezeptoren der Wachstumsfaktoren
3.3.1. Cytokeratin 1,10

In Abbildung 22 sind Cytokeratin-positive Zellen im Ovar dargestellt.

Abb. 22 Immunbhistologischer Nachweis von Cytokeratin im Ovar bei Ovarialzyste

a) Positiver Nachweis von Cytokeratin im Zytoplasma lymphozytarer Zellen und in

Bindegewebsstrukturen
b) Negativ-Kontrolle

Der Antikorper gegen Cytokeratin bewirkt bei der immunhistologischen Nachweismethode
eine vorwiegend zytoplasmatische Farbung der Zellen oder von cytokeratinhaltigem

Bindegewebe. Zur Auswertung wurde deshalb ein Scorewert von 0 bis 3 gebildet.

Die Haufigkeit der positiven Befunde ist aus Abbildung 23 zu ersehen, wobei die Gesamtzahl
der Biopsien, die Anzahl der positiven Befunde und die Summe der Scorewerte (d.h. die
Scorewerte wurden addiert) dargestellt wurden. In den 11 Biopsien normaler Ovarien waren
7 Cytokeratin-positive Befunde mit einem gesamten Scorewert von 18. Bei den Ovarien mit

Follikelzysten (n=14) fanden sich 4 positive Befunde mit einem Scorewert von insgesamt 8.

Die Biopsien mit Endometriose (n = 8) wiesen 5 positive Befunde mit einem gesamten
Scorewert von 4 auf. In den Biopsien von Ovarien mit einem PCO-Syndrom (n = 8) konnte
nur in einem Fall eine schwache Anfarbung festgestellt werden. Die Differenzen waren

statistisch nicht signifikant (p > 0,05).
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Abb. 23 Cytokeratin-positive Befunde in den Ovarbiopsien (n= absolute Anzahl)

3.3.2. Insulin-like Growth Factor Receptor 1 (IGF-1R)

Positive Farbungen mit dem Antikérper gegen den IGF-Rezeptorl sind in der Abbildung 24

wiedergegeben.

Abbildung 25 veranschaulicht die Haufigkeit der IGF-1R-positiven Befunde. Es ist zu
erkennen, dass die positiven Befunde in den normalen Ovarien den héchsten Scorewert
aufweisen, wahrend in den pathologischen Biopsien die positiven Anfarbungen nicht so
haufig auftraten und auch geringere Scorewerte hatten. Die Differenzen waren statistisch

nicht signifikant (p > 0,05).
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Abb. 24 1GF-Rezeptor 1 positive Zellen im Ovar
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Abb. 25 IGF-1R-positive Befunde in den Ovarbiopsien (n= absolute Anzahl)

34




3.3.3. Vascular Epithelial Growth Factor Receptor 1( VEGF R1))

In Abbildung 26 ist ein Gefafd im ovariellen Stroma dargestellt, das eine positive Reaktion mit

dem VAGF R1-Antikorper zeigt.

I00m

Abb. 26 VEGF R1-positives Gefafd im Stroma eines Ovars

a) Positiver Nachweis von VEGF Rezeptor 1 in der Basalmembran eine ovariellen

Gefafdes

b) Negativ-Kontrolle

Die vorwiegend lineare Anfarbung weist auf eine Lokalisation der Rezeptoren fiir den VEGF
in der bindegewebigen Basalmembran des Gefafes hin. Die Endothelzellen sind durch den
Gefrierprozess beim Herstellen der Kryostatschnitte und der anschlief3enden Farbung nicht

mehr darstellbar.

Aus Abbildung 27 sind die Haufigkeiten der positiven Befunde mit dem VEGF R1-Antikérper

zu ersehen.
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Abb. 27 VEGF R1-positive Befunde in den Ovarbiopsien (n= absolute Anzahl)

Abbildung 27 zeigt, dass in den normalen Ovarien die meisten positiven Befunde festgestellt
wurden und sich die hdchsten Scorewerte ermitteln liefRen. In den Biopsien von Zysten und von
PCOS-Ovarien waren die Scorewerte relativ hoch, die Differenzen waren jedoch alle statistisch

nicht signifikant (p > 0,05).

3.3.4. Epithelial Growth Factor Receptor ( EGFR)

In Abbildung 28 sind positive Firbungen im Ovar mit dem EGFR-Antikorper dargestellt, sowohl

in der Tunica albuginea als auch im Stroma.
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Abb. 28 EGFR-positive Farbungen im Ovar beim PCO-Syndrom

a) Positiver Nachweis von EGF-Rezeptor in der Tunica albuginea und darunter

liegenden Bindegewebsstruturen
b) Negativ-Kontrolle

In Abbildung 29 sind die Haufigkeiten der positiven EGFR-Farbungen wiedergegeben.
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Abb. 29 EGFR-positive Befunde in den Ovarbiopsien (n= absolute Befunde)
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Aus Abbildung 29 ist ersichtlich, dass die Biopsien normaler Ovarien die meisten positiven
Befunde und die hochsten Scorewerte aufweisen gegeniiber den pathologischen Ovarien. Eine
statistische Signifikanz lief? sich lediglich zwischen normalen Ovarien und den Follikelzysten

errechnen (p < 0,05).

In Abbildung 30 wurden Anzahl und Scores fiir die Zytokeratine und Wachstumsfaktoren bei

normalen Ovarien denen mit pathologischen Befunden gegeniibergestellt.
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Abb. 30 Absolute und Scorewerte der normalen und pathologischen Ovarbiopsien

(n= absolute Werte)

Abbildung 30 zeigt, dass die Scorewerte von VEGFR und EGFR bei den pathologischen
Biopsien eindeutig erh6ht sind gegeniiber den normalen Ovarien. Fiir diese Differenzen

konnte eine statistische Signifikanz errechnet werden (p < 0,05).
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3.4. Insulin Regulated Aminopeptidase

In Abbildung 31 sind positive Anfarbungen im ovariellen Stroma mit dem IRAP-Antikérper
dargestellt. Bei der Auswertungen der immunhistologischen Schnitte stellten sich positive

Bereiche sowohl in den Stromazellen als auch in Zellen der Primarfollikel dar.

100} Vil

Abb. 31 IRAP-positive Befunde im ovariellen Stroma

a) Positiver Nachweis der Insulin Regulated Aminoperoxidase in den Epithelzellen

von Primarfollikeln

b) Negativ-Kontrolle
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Abb. 32 Anteil und Scoresumme IRAP-positiver Falle in den Befundgruppen

Aus Abbildung 32 ist zu ersehen, dass in den normalen und in den PCOS-Ovarien in der Halfte
der Falle positive Anfairbungen nachgewiesen werden konnten mit relativ hohen

Scorewerten.

In den Biopsien von Follikel- und Endometriosezysten waren die positiven Befunde und
Scorewerte relativ geringer. Die statistische Auswertung der Befunde ergab zwischen den
einzelnen Gruppen und auch im Vergleich zu den normalen Biopsien keine signifikanten
Differenzen (p> 0,05), wenn auch in den normalen Proben die Scorewerte héher waren als

bei den pathologischen Biopsien.

Weiterhin wurde tiberpriift, ob bei einer Summierung aller positiven Befunde der

Wachstumsfaktoren und der IRAP Zusammenhiange zu erkennen sind.

In Abbildung 33 sind die absoluten Fallzahlen jeder Gruppe sowie die Summe der positiven

Befunde und der Scorewerte graphisch dargestellt.
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Abb. 33 Summe aller positiven Befunde und Scorewerte der Wachstumsfaktoren und der

Insulin Regulated Aminopeptidase (n= absolute Werte)

Die normalen Ovarialbiopsien weisen gegeniiber den pathologischen Ovarbefunden sowohl
hinsichtlich der positiven Befunde als auch der Summe aus allen Scorewerten statistisch

signifikant hohere Werte auf (p < 0,05).
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4. Diskussion

Die Ovarien haben sowohl eine inkretorische als auch eine generative Funktion, denn in
ihnen werden die weiblichen Geschlechtshormone gebildet und die Reifung der Eizellen wird
ermoglicht. Dieser Funktionen entspricht auch der anatomische Aufbau. Am Ovar
unterscheidet man eine dufere Hiille, die Tunica albuginea, die aus mehreren Binde-
gewebslagen besteht, eine dufiere Rindenzone, Cortex ovarii, und eine innere Markzone,
Medulla ovarii (Zona vasculosa). Im Stroma der Rindenzone lassen sich verschiedene
Reifungsstadien der Follikel nachweisen, wihrend in der Markzone Bindegewebs- und glatte
Muskelzellen, elastische und retikuldre Fasern sowie Gefifée enthalten sind (Kiihnel 1999).
Die Primordialfollikel im Stroma ovarii enthalten eine Eizelle (Oozyt, Ovozyt) mit grofiem
Kern und prominentem Nukleolus und sind von einer Schicht platter Follikelepithelzellen
ausgekleidet. Die Primarfollikel weisen ein einschichtiges kubisches bis prismatisches

Epithel auf.

Bei der weiteren Follikelreifung entsteht ein mehrschichtiges Epithel, das den
Sekundarfollikel charakterisiert. Dieses mehrschichtige Epithel wird auch als Granulosa-
zellepithel (Stratum granulosum) bezeichnet. Es kommt zur Bildung der Zona pellucida, einer
homogenen Schicht aus Glykoproteinen zwischen Oolemm und Granulosazellschicht. Die
Zona pellucida gewdahrleistet den spezies-spezifischen Kontakt der Spermien und induziert

die akrosomale Reaktionen der Spermien (Gupta 1999).

Zum Stroma hin wird die Granulosazellschicht von der Theca folliculi umgeben, einer
bindegewebigen Hiillschicht mit einer Basalmembran. Durch die Sekretion des Liquor folliculi
werden die Granulosazellen auseinandergedrangt und es entsteht ein Hohlraum, das Antrum
folliculi. Der im weiteren Verlauf der Eizellreifung entstehende Tertiarfollikel (antraler oder
Blaschenfollikel) weist ein grofdes Antrum auf und das Granulosazellepithel wolbt sich an
einer Stelle in Form eines Hiigels (Cumulus oopherus) in die Follikelhdhle vor. Der Cumulus
enthalt die Eizelle, die jetzt von einer kraftigen Zona pellucida umgeben ist. Der sprungreife,
praovulatorische oder Graaf’sche Follikel erreicht kurz vor der Ovulation einen Durchmesser

von 20 - 25 mm.

Nach Findlay und Drummond (1996) sind in die Vorgidnge der Proliferation und
Differenzierung der Theka- und Granulosazellen verschiedene lokale Regulatoren

einbezogen, wie zum Beispiel TGF-beta, IGF-1 und EGF/TGF-alpha.

Die zyklisch ablaufenden Vorgange der stindigen Proliferation und Apoptose von Zellen im
Ovar konnen durch innere oder dufiere Einfliisse haufig auch zu Fehlsteuerungen oder
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Tumorbildungen fiithren. Zystische und solide Tumoren der Ovarien sind im klinischen Ablauf

nicht selten und oft auch problematisch.

Die Aufgabe dieser Arbeit war es, durch immunhistologische Untersuchungen an
Ovarbiopsien neue Erkenntnisse iber Imnmunreaktionen bei benignen Ovarial-
verdnderungen zu erhalten. Als Methode wurde die Technik der Immunperoxidase-Reaktion
eingesetzt, die ein international etabliertes Verfahren darstellt. Die eingesetzten
monoklonalen Antikérper zur Antigenidentifizierung waren kommerziell hergestellt und sind
von allgemein anerkannter und tiberpriifter Qualitit und Standardisierung. Die
Quantifizierung der positiven Farbungen ist fiir zellulare Elemente wie die Immunzellen
relativ unkompliziert, da die positiven Zellen sich durch eine dunkelbraune Membranfarbung
gut differenzieren und damit auch auszihlen lassen. Entscheidend ist nur, dass immer eine
gleichgrofde Flache bei gleicher Vergrofderung ausgezahlt wird, so dass der subjektive Fehler
sich relativiert beim Vergleich zwischen normalen und pathologischen Befunden. Ob dabei
ein oder 10 Gesichtsfelder oder das durch die Olympus DP10-Software vorgegebene Flache
von 50 Mikrometer Anwendung finden, ist flir die Ergebnisse nicht entscheidend. Wichtig
sind konstante Versuchsbedingungen.

Bei den vorliegenden Analysen wurden wie weiterhin allgemein iiblich 3 Gesichtsfelder
gewahlt, weil dadurch ca. 80% der zur Verfligung stehenden Praparatflache des
Kryostatschnittes durchgemustert und bewertet werden konnten. Bei immunhistologischen
Untersuchungen an Epithelien von Haut oder Schleimh&duten kann ein prozentuales
Verhaltnis zwischen positiv angefarbten Zellen zu negativen Zellen errechnet werden, um
eine weitere quantitative Aussage zu machen, es sollte aber immer angegeben werden,
welche Flache ausgewertet wurde. Bei immunhistologischen Untersuchungen an
Tumorgewebe kann die Anzahl positiver Anfarbungen in Relation zur Anzahl der Mitosen
gewertet werden, wie es zum Beispiel bei der Bestimmung der Hormonrezeptoren beim
Mammakarzinom mdoglich ist. Es bleibt jedoch stets auch ein subjektiver Faktor dabei zu

berticksichtigen.

Da viele Antigene durch Formalinfixierung zerstoért werden kdnnen, wurden bei den
Untersuchungen native unfixierte Biopsien eingesetzt, von denen nach Einfrieren bei -20°
Celsius im Kryostaten Gefrierschnitte hergestellt wurden. Da eine Halfte der Biopsien der
normalen pathohistologischen Analyse zugefiihrt wurde, stand nach dem Anfertigen von 20
Kryostatschnitten kein verwertbares Biopsiematerial mehr zur Verfiigung. Der Nachteil der
immunhistologischen Studien mit Kryostatschnitten ist deren geringe Haltbarkeit und nach

Abschluss des Farbeprozesses und dem Eindecken der Schnitte ist keine weitere Analyse zum
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Beispiel als Doppelfarbung zum Nachweis von CD45-Antigenen mehr moglich. Wenn Biopsien
formalinfixiert und in Paraffin eingebettet wurden, lassen sich sogar nach dem Einbetten die
Deckglaser entfernen und mit paraffingdngigen Antikérpern weitere Untersuchungen
durchfiihren. Bisher gibt es aber nur eine geringe Anzahl paraffingangiger Antikorper, so dass
auch im internationalen Forschungsbereich weiterhin preiswertere Antikérper Verwendung

finden, die an nativem Gewebe eingesetzt werden kénnen.

In den Ovarialbiopsien wurden die T- und B-Lymphozyten vorwiegend im Stroma des Ovars
nachgewiesen, eine Auszahlung der Stromazellen des Ovars ist nicht moglich, da die
Zellgrenzen lichtmikroskopisch nicht feststellbar sind. Ein Vergleich zum Beispiel mit CD45-
positiven Zellen ware nur sinnvoll, wenn am gleichen Schnitt Doppelfarbungen durchgefiihrt

werden.

Die Analyse der klinischen Daten der Patientinnen lief3 erkennen, dass die Frauen mit einem
PCO-Syndrom mit durchschnittlich 25 Jahren am jlingsten waren, wahrend in der Gruppe mit
normalen Ovarien das Durchschnittsalter 49 Jahre betrug. Das Durchschnittsalter der Frauen
mit Zysten oder Endometriose lag zwischen den beiden zuerst genannten Gruppen. Bei der
Auswertung der Erkrankungen in der Anamnese der Patientinnen waren Operationen und
internistische Erkrankungen am haufigsten festzustellen, wesentliche Differenzen zwischen

den Gruppen waren nicht erkennbar.

Der Vergleich des Menarchealters zwischen den einzelnen Patientengruppen wies nur
geringe Differenzen auf. Lediglich bei den Frauen mit einem PCO-Syndrom war der Eintritt
der Menarche mit durchschnittlich 13,6 Jahren etwas spater als bei den Frauen der
Vergleichsgruppe mit 13,2 Jahren. Auch der Vergleich der Zykluslange bei den Patientinnen
liefd keine wesentlichen Differenzen erkennen. Bei Patientinnen mit einem PCO-Syndrom

betrug die Zyklusldnge durchschnittlich 32 Tage, in der Normalgruppe 30 Tage.

Die Analyse der Geburtsfrequenz im Patientengut zeigte, dass mit Ausnahme der Frauen mit
einem PCO-Syndrom die liberwiegende Anzahl ein bis zwei Geburten angegeben hatten. In
der Gruppe mit einem PCO-Syndrom war lediglich bei einer Frau von den 9 Patientinnen eine
Geburt zu verzeichnen. Die Abortfrequenz war in allen Gruppen relativ niedrig, ein Abort
wurde in jeder Gruppe wenigstens von einer Patientin angegeben. Mehr als ein Abort konnte
bei Frauen der Normalgruppe und bei Patientinnen mit einer Ovarialzyste festgestellt
werden. Die Haufigkeit der Abruptiones im Patientengut war im Vergleich zu den Aborten

auffallend hoher. Sowohl in der Normalgruppe als auch bei den Frauen mit einer Ovarialzyste
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wurde jeweils von 6 Patientinnen ein Schwangerschaftsabbruch angegeben. Auch bei den

Frauen mit einem PCO-Syndrom lief3en sich ein bzw. 2 Abruptiones nachweisen.

Die Uberpriifung der gynikologischen Erkrankungen in der Anamnese der Patientinnen
zeigte, dass Operationen und Blutungsstorungen am haufigsten vorkamen, wesentliche
Differenzen zwischen den Gruppen konnten nicht ermittelt werden. Die Indikationen fiir das
operative Vorgehen waren iiberwiegend Ovarialzysten und ein Uterus myomatosus. In der
Gruppe der Frauen mit einem PCO-Syndrom war die Indikation fiir eine Pelviskopie stets der

sonographische Verdacht auf ein PCO-Syndrom.

Die Auswertung aller klinischen Daten lasst erkennen, dass die verschiedenen Patienten-
gruppen im Prinzip vergleichbar sind, lediglich die Frauen der Normalgruppe wiesen ein

hoheres Alter auf.

Die Uberpriifung der klinischen Daten mit den Laborergebnissen durch die Korrelations-
analyse zeigte mehrfache Zusammenhange der CD4-, CD8- und CD56-Zellen mit dem Alter
der Patientinnen. In der Normalgruppe korrelierte die Anzahl der CD56-Zellen zusatzlich
auch mit der Menarche und dem Zyklus. Diese Ergebnisse unterstreichen die bekannte
Tatsache, dass im Verlauf des Lebens das Immunsystem auf zelluldrer Ebene sich verandert

und auch von hormonellen Faktoren beeinflusst wird.

Die Fortschritte der Wissenschaft auf dem Gebiet der Immunologie konnten in den letzten
Jahrzehnten belegen, dass in dem iiberwiegenden Anteil aller Erkrankungen das
Immunsystem involviert ist. Aus der Literatur ist bekannt, dass auch bei benignen
Erkrankungen der Ovarien Immunvorgénge eine Rolle spielen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollte in erster Linie untersucht werden, ob und in welchem Ausmaf eine Beteiligung

des zelluldren Immunsystems bei zystischen Verdnderungen der Ovarien vorliegt.

Die wichtigsten Immunzellen sind in diesem Zusammenhang die T- und B-Zellen sowie die
Natiirlichen Killerzellen. Bei den T-Zellen lassen sich die T-Helfer- oder CD4- und die
zytotoxischen oder CD8-Zellen unterscheiden (Hollinder 2006). Durch den Einsatz der
Immunperoxidasetechnik mit monoklonalen Antikérpern lassen sich die Immunzellen auf
Grund ihrer Differenzierungsantigene nachweisen, d. h. exakt identifizieren. So ermdéglicht
der CD45-Marker (Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von 180-220 kD, die eine
Familie von acht Leukozyten-spezifischen Molekiilen bilden), ein allgemeines
Leukozytenantigen, auch als common leukocyte antigen (LCA) bezeichnet, die Identifizierung
aller Leukozyten im Gewebe. Die leukozytdre Infiltration lasst sich jedoch bereits im
einfachen HE-Schnitt nachweisen und fiihrt bei immunologischen Fragestellungen zu keinen
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weiteren Erkenntnissen. Fiir die vorliegende Fragestellung waren die unterschiedlichen

funktionellen Eigenschaften der Immunzellen von Interesse.

Die Charakterisierung der T-Helferzellen ist moglich durch deren CD4-Antigen, das ein
einfaches Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 59 kD ist und sich auf ca. 60% der
zirkulierenden T-Zellen nachweisen lasst. Auch auf Monozyten kann das CD4-Antigen
schwach ausgepragt sein (Janeway et al. 2002). Nach Kontakt der Helferzellen mit einem
Antigen erfolgt eine Differenzierung der urspriinglich nicht determinierten T-Helfer-0-Zellen
in TH1- oder TH2-Zellen. Die TH1-Zellen sezernieren Interleukin-2, Interferon-gamma, TNF-
beta sowie GM-CSF und fithren iiber Makrophagen-Aktivierung zu ausgeprégten
Entziindungsreaktionen. Die TH2-Zellen bilden Interleukin-4 und -5 und aktivieren B-Zellen

zur Produktion von Antikérpern (Abbas und Lichtman 2004).

Die Charakterisierung der zytotoxischen T-Zellen ist moglich durch das CD8-Antigen, das aus
2 Polypeptidketten besteht und ein Molekulargewicht von 32-33 kD hat. Die CD8-
Lymphozyten haben die Aufgabe, mit Viren oder Bakterien infizierte Zellen in Koordination

mit den MHC-I-Molekiilen abzutoten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen wiesen nach, dass sowohl CD4- als auch
CD8-Zellen in den Ovarialbiopsien nachweisbar waren. Die arithmetischen Mittelwerte der
CD4-Zellzahl waren in den normalen Ovarien am geringsten und mit statistischer Signifikanz
in der Gruppe der PCO-Patientinnen am hdéchsten. In den Biopsien von Ovarial- und
Endometriosezysten waren die CD4-Zellen gegeniiber den normalen Proben nur gering
erhoht. In den Endometriosezysten liefd sich auch eine erhohte Anzahl von CD8-Zellen

feststellen.

Immunhistologische Untersuchungen zum Nachweis von Immunzellen im Ovar fiithrten
Brannstrom et al. (1994) an Ovarialbiopsien von 18 Frauen durch. In den durch eine
Laparoskopie gewonnenen Biopsien konnten sie Makrophagen und neutrophile Granulozyten
in der Follikelwand und im Gelbkorper nachweisen, deren Zahl sich im Verlauf des Zyklus

veranderte.

Etwas umfangreichere Untersuchungen an Ovarbiopsien fiithrten Suzuki et al. (1998) durch.
Die Autoren konnten mit immunhistologischen Untersuchungen an 30 Biopsien CD3-, CD4-
und CD8-Zellen im ovariellen Stroma und in der Thekazellschicht nachweisen. Sie stellten die
Hypothese auf, dass T-Lymphozyten und Makrophagen eine wesentliche Rolle bei der
Follikelatresie und der Gelbkorperbildung spielen.
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Bukulmez und Arici (2000) betrachten die Follikelruptur wahrend der Ovulation als
Entziindungsreaktion. Es erfolgt eine Mobilisation thekaler Fibroblasten, eine erhohte
Leukozytenmigration, das Freisetzen bestimmter Mediatoren und der Verlust von
Bindegewebselementen in der Follikelwand. Die Bildung und Riickbildung des Gelbkérpers
ist verbunden mit einer fortschreitenden Infiltration von Lymphozyten und Makrophagen

sowie der Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen.

Die immunhistologischen Untersuchungen an 40 Ovarien prae- und postmenopausaler
Frauen durch Flor (1999) wiesen CD4-, CD8- und B-Zellen sowie CD25-positive Zellen,
Natiirliche Killerzellen und Granulozyten nach. Bei praemenopausalen Frauen waren
insgesamt die Zellzahlen hoher als in den Ovarien postmenopausaler Frauen. Die Ergebnisse

wiesen auf den Zusammenhang zwischen Endokrinium und Immunsystem hin.

Durch experimentelle Studien an Mausen, die iiber 20 Tage mit Dehydroepiandrosteron
(DHEA) zur Bildung von Ovarialzysten behandelt wurden, stellten Luchetti et al. (2004)
immunhistologisch und mit der Flowzytometrie fest, dass die Anzahl der infiltrierten T-
Lymphozyten im Ovar angestiegen war. Es kam zu einer Erh6hung der CD8-Zellen und einer
Reduzierung der CD4-Zellen, die nach Meinung der Autoren auf eine Storung der

Ovarialfunktion bei der Entwicklung von Zysten hinweisen.

Die vorliegenden Untersuchungen lassen erkennen, dass bei den pathologischen
Ovarbefunden sowohl die T-Helfer- als auch die zytotoxischen T-Zellen vermehrt
nachweisbar sind. Damit zeigt sich, dass bei benignen Verdnderungen der Ovarien die
adaptive Immunitat auf zelluldarer Ebene stark involviert ist und eine regulatorische Funktion

auslibt, die hormonabhéngig ist.

Die Identifizierung der B-Zellen ist méglich durch das CD19-Antigen, ein transmembranes
Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 95 kD. Das CD19-Antigen ist in allen Stadien der
B-Zelldifferenzierung nachweisbar, vom Pro-B-Zellstadium bis kurz vor der Differenzierung
zur Plasmazelle. Die CD19- und CD22-Antigene sind die frithesten B-Zell-spezifischen Marker,
letztere werden zundchst nur im Zytoplasma und erst im Laufe der B-Zell-Reifung auf der
Oberflache exprimiert. Weitere Marker fiir reife B-Zellen sind die CD21- und CD23-Antigene,
die aber wegen geringerer Affinitdt bzw. moglicher Kreuzreaktionen mit dem Epstein-Barr-
Virus oder dem C3d-Fragment des Komplements fiir immunhistologische Untersuchungen

nicht gut geeignet sind.

Die Aufgabe der B-Zellen besteht in der Bildung von Antikérpern und sie sind damit von
Bedeutung fiir die sog. humorale Immunitit. Bereits auf der Oberfliche reifer B-Zellen
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werden Immunglobuline exprimiert, die dann von den Plasmazellen in gréfderen Mengen
sezerniert werden (Pezzutto et al. 2007). Die Antigenbindung an B-Zellen fiihrt innerhalb
weniger Sekunden zu einer messbaren Steigerung der intrazytoplasmatischen
Kalziumkonzentration und binnen weniger Stunden zu einer Uberexpression der Antigene
CD69 und CD71. Die Antigene CD25 werden nach 2-3 Tagen auf der Zellmembran

hochreguliert.

Die Aminosduresequenzen als Bausteine fiir die fertigen Immunglobuline werden bereits in
Vorlauferzellen der B-Zell-Ontogenese festgelegt (Loffler 2004). Unsere immunhistologischen
Untersuchungen zeigten, dass die Anzahl der B-Zellen im normalen Gewebe hoher war
gegeniiber den Zysten und dem PCO-Syndrom. Daraus ist ersichtlich, dass die Antikorper-
vermittelte Immunitidt bei diesen pathologischen Ovarverdanderungen entweder nicht
wesentlich involviert ist oder bereits abgelaufen war und deshalb nur noch weinige

infiltrierte B-Zellen im Gewebe vorhanden waren.

Der Nachweis aktivierter Immunzellen ist u.a. durch Identifizierung des CD25-Antigens an
der Zelloberflache moglich. Das CD25-Antigen besteht aus einer einfachen Glykoproteinkette
und hat ein Molekulargewicht von 55 kD. Es wird bei Aktivierung einer Zelle exprimiert und
lasst sich an aktivierten T- und B-Zellen, Makrophagen und regulatorischen T-Zellen
feststellen. Bei den vorliegenden Untersuchungen waren die CD25-positiven Zellen in den
Biopsien von pathologischen Ovarverdanderungen mit statistischer Signifikanz geringer als im
normalen Ovarialgewebe. Diese Befunde lassen die Schlussfolgerung zu, dass bei diesen
benignen Ovarialverdnderungen keine akuten Immunreaktionen zum Zeitpunkt der Analysen

mehr nachweisbar waren.

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine bestimmte Population der T-Zellen eine
regulatorische Funktion hat, dabei handelt es sich um CD4+CD25+ Zellen. Diese Zellen haben
eine grofde Bedeutung fiir die Regulation der Immunantwort und die Inhibition von
immunpathologischen Prozessen (Shevach et al.2003, O'Garra und Vieira 2004). Mehrere
Autoimmunkrankheiten, wie Colitis ulcerosa, rheumatoide Arthritis, multiple Sklerose und
die autoimmune Enzephalomyelitis werden im Verlauf von den regulatorischen T-Zellen

beeinflusst (Singh et al.2001).

Bei unseren Untersuchungen waren die CD4-Zellen bei den pathologischen Ovarbiopsien zum
Teil mit statistischer Signifikanz gegeniiber dem normalen Ovarialgewebe erhoht, da aber die

CD25-positiven Zellen bei den pathologischen Biopsien deutlich verringert waren, kdnnen
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diese regulatorischen T-Zellen zum Zeitpunkt der Gewebsentnahme keine Bedeutung gehabt

haben.

Die Natiirlichen Killerzellen (CD56) lassen sich durch das CD56-Antigen identifizieren, das
auch als nervales Adhdsionsmolekiil N-CAM bezeichnet wird und ein Molekulargewicht von
220/135 KD hat. Die CD56- oder NK-Zellen sind fiir die unspezifische zelluldire Immunitait
verantwortlich. Die durchschnittliche Anzahl der NK-Zellen bei den vorliegenden
Untersuchungen war nicht sehr hoch, 2,7 Zellen in den normalen Ovarien. In den
pathologischen Biopsien war die Anzahl der NK-Zellen etwas geringer als in den normalen
Proben, aber statistisch nicht signifikant. Die natiirliche zellvermittelte Inmunitat spielt nach
unseren Analysen erwartungsgemafd keine wesentliche Rolle in der Pathogenese benigner

Ovarialveranderungen, da diese Zellen keine regulatorischen Funktionen besitzen.

Die Gegeniiberstellung der Lymphozytenwerte von normalen und pathologischen
Ovarbiopsien zeigte deutlich, dass es besonders die T-Zellen (CD4- und CD8-Zellen) sind, die
bei benignen Ovarialprozessen eine Rolle spielen, d.h. es kommt zu einer nachweisbaren

zellularen Reaktion des Gewebes.

Nach den immunhistologischen Untersuchungen von Wu et al. (2007) spielen die T-
Lymphozyten eine wesentliche Rolle in der Pathogenese des PCO-Syndroms, das erstmals
von Stein und Leventhal (1935) beschrieben wurde und durch Amenorrhoe, Hirsutismus und
Adipositas charakterisiert war. Die Kriterien fiir die Diagnose des PCO-Syndroms wurden
mehrfach lberarbeitet und verandert. Hauptsymptome sind weiterhin Hyperandrogendmie
und Ovarialinsuffizienz; andere Ursachen, wie Cushing-Syndrom, 21-Hydroxylase-Mangel,
Hyperprolaktindmie, androgenbildende Tumoren des Ovars oder der Nebennieren,
pharmakologische Androgenisierung (z.B. Einnahme von Anabolika) sollten ausgeschlossen
sein (Weiss et al. 2008). Nach dem aktuellen Konsensus von ESHRE und ASRM von 2003
wurden die Rotterdam-Kriterien aufgestellt; danach sollten wenigstens 2 von den 3
Hauptkriterien wie Zyklusstérungen (Oligo- oder Amenorrhoe), Kklinische und/oder

biochemische Zeichen der Hyperandrogendmie und polyzystische Ovarien vorliegen.

Bei der sonographischen Diagnostik von polyzystischen Ovarien sollten jeweils mindestens
12 Follikel mit einer Grofde zwischen 2 - 9 mm oder einem Ovarvolumen von >10 ml
vorliegen. Typische klinische Symptome sind weiterhin neben der Infertilitit noch Akne und
Adipositas (Seifert und Bals-Pratsch 2006). Es wurden allerdings auch polyzystische Ovarien

bei endokrinologisch unauffilligen Patientinnen beobachtet (Polson et al. 1988).

49



Wu et al. (2007) analysierten verschiedene Lymphozytensubpopulationen in Ovarialbiopsien
und in der Follikelfliissigkeit von PCO-Patientinnen. Sie stellten fest, dass besonders CD45-
positive Zellen bis zu 60% in der Thekazellschicht vermindert sind. Diese Befunde
korrelieren mit den Ergebnissen von Turi et al. (1988), die im Serum von Frauen mit einem
PCO-Syndrom eine Reduzierung der CD8-Zellen um 64% und der Natiirlichen Killerzellen
(CD56) um 60% feststellten. Weiterhin fanden sie eine positive Korrelation zwischen den
verminderten Immunzellen und den erhohten Testosteronwerten im Serum. Damit wiesen
sie einen Zusammenhang zwischen endokrinem und Immunsystem nach und dass die

Androgene die Lymphozytensubpopulationen beeinflussen.

Wicherek et al. (2006) untersuchten immunhistologisch Ovarialbiopsien von 33 Frauen mit
Endometriose am Ovar. Die Autoren wiesen nach, dass CD25-positive Zellen bei
Endometriose vermehrt waren gegeniiber einer Kontrollgruppe, wahrend CD56-positive

Zellen in geringerer Anzahl festgestellt wurden.

In der Follikelfliissigkeit von Frauen mit einer Endometriose konnten Lachapelle et al. (1996)
dagegen eine hohere Anzahl von NK-Zellen, B-Zellen und Makrophagen nachweisen im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe. Die Autoren sehen in diesen Verdnderungen einen Grund

fiir die gestorte Follikulogenese und Oozytenreifung.

Die Cytokeratine gehoren zur grofien Gruppe der Intermediarfilamente, von denen z. B. ca.
10 Keratine fiir ,harte“ Epithelschichten spezifisch sind und Nagel und Haare bilden. Etwa 20
weitere Keratine lassen sich in Epithelgeweben nachweisen und werden als Cytokeratine
bezeichnet (Lodish et al. 2001). Zum Nachweis Cytokeratin-positiver Zellen bzw.
Gewebsbestandteile wurde ein monoklonaler Antikérper eingesetzt, der mit Cytokeratin 1
und 10 reagiert. Die Gewebsreaktivitat dieses Antikorpers bezieht sich auf alle epitheliale
Zellen und Keratinozyten in vorwiegend suprabasalen Schichten von verhornenden und

nichtverhorneneden Plattenepithelien und Driisenepithel.

Das Anfarbungsmuster ist meistens zytoplasmatisch. Die Auswertung der Befunde der
vorliegenden Arbeit wies keine statistisch signifikanten Differenzen zwischen den einzelnen
Gruppen nach. Es zeigte sich lediglich bei den normalen Biopsien, dass die Summe der
Scorewerte auffallend hoch war. Bei den Zysten und beim PCO-Syndrom waren die positiven
Befunde und die Scorewerte meistens geringer. Die Hypothese, dass beim PCO-Syndrom eine
verstiarkte Keratinisierung vorliegt, besonders im Bereich der Tunica albuginea, konnte nicht
bestatigt werden. Da aus der Literatur (Donat 1987) bekannt ist, dass in Ovarbiopsien

infertiler Patientinnen Fibrinogen nachweisbar ist, konnte nach der Vernetzung zu Fibrin eine
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Kollagenisierung der Tunica erfolgen, die dann zunehmend kapselartig das Ovar umgibt und

damit die Ovulationen unterdruckt.

Salvetti et al. (2004) untersuchten die Expression von Zytoskelettproteinen in der Wand von
induzierten Ovarialzysten und stellten fest, dass in den Granulosazellen von atretischen und
zystischen Follikeln Vimentin und Cytokeratine signifikant starker exprimiert werden als in
einer Kontrollgruppe. Die Autoren sehen darin eine notwendige Anpassung der Struktur an

die Zellfunktionen.

Der Nachweis des Rezeptors fiir den Insulin-like Growth Factor (IGF-1R, CD221) ist mdglich
durch einen Antikdrper, der gegen die Alpha-Untereinheit des Rezeptors Typ I gerichtet ist

und nicht mit dem Insulinrezeptor reagiert.

Die vorliegenden Untersuchungen wiesen keine signifikanten Differenzen zwischen den
einzelnen Gruppen auf. Es war jedoch ersichtlich, dass die meisten positiven Befunde und

hochsten Scorewerte bei den normalen Ovarien festzustellen waren.

Fir die Ovarialfunktion sind die Gonadotropine und Sexualsteroide die dominanten
Regulatoren, es sind aber auch verschiedene Wachstums- und Differenzierungsfaktoren von
Bedeutung. Das IGF-System nimmt dabei eine zentrale Stellung ein (Geisthovel et al. 1991).
Das IGF-1 wirkt als Ko-Gonadotropin, indem es rezeptorvermittelt alle
gonadotropinabhdngigen Effekte unterstiitzt, und dessen Funktionen von 6 verschiedenen

IGF-Bindungsproteinen (BP) reguliert werden.

Nach Giudice (1999) sind sowohl fiir die normale wie auch die gestorte Entwicklung der
Ovarialfollikel IGF-1, seine Rezeptoren und Bindungsproteine und die Proteasen von
Bedeutung. Die IGFs stimulieren im Ovar die Zellmitose und Steroidgenese und sie inhibieren
die Apoptose. Die Expression bestimmter IGF-Muster bestimmen, ob ein Follikel estrogen-
oder androgendominant wird. Die Follikel von PCO-Patientinnen sind androgendominant und
werden nicht atretisch, was auf einen streng intraovariellen Prozess beim PCO-Syndrom

hinweist.

Beim PCO-Syndrom gibt es eine Reihe von Abweichungen innerhalb dieses
Regulationssystems (Giudice et al. 1996). Im Serum von PCO-Patientinnen finden sich
normale IGF-1-Werte (Homburg et al. 1992), hiufig ist allerdings das IGF-BP-1 erniedrigt. Bei
unseren Untersuchungen waren die IGF-1-Rezeptoren im Ovargewebe auch bei PCO-
Patientinnen erniedrigt. Dadurch koénnte eine gewisse FSH-Resistenz in diesen Fallen erklart

werden, so dass die hypophysare Stimulation der Ovarien erfolglos ist.
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Die Klarung der Pathogenese des PCO-Syndroms bleibt weiterhin von wissenschaftlichem
und Kklinischem Interesse, auch wenn zahlreiche Untersuchungen vorliegen. So analysierten
Urdl und Desoye (1995) die Seren von 28 Frauen mit einem PCO-Syndrom und stellten fest,
dass bei diesen Frauen neben einem erhdhten Androgenspiegel auch IGF-1 und Insulin
erhoht sind sowie ein erhdhter Body-Mass-Index vorliegt. Im Gegensatz dazu waren die
Wachstumsfaktoren (HGH), die HGH/IGF-1-Ratio und die Anzahl der Insulinrezeptoren an

den Erythrozyten bei Patientinnen mit einem PCO-Syndrom signifikant vermindert.

Die Insulin-Rezeptor-Affinitidt, die maximale Bindungskapazitit und der Insulin-Rezeptor-
Komplex waren wiederum erhoht bei diesen Frauen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. In
diesen Verdnderungen sehen die Verfasser einen wesentlichen Faktor in der Pathogenese des
PCO-Syndroms. Die Untersuchungen zeigen u.a, welche Bedeutung dem Ubergewicht
zukommt; so sollte schon bei jungen Mddchen mit Ubergewicht und Zyklusstérungen auf die
Folgen fiir die spatere Fertilitit hingewiesen werden und eine entsprechende
Gesundheitserziehung erfolgen (Norman 2004). Nach Blither (2009) stellt das PCO-Syndrom
mit einer Pravalenz von 5-7% die haufigste gynakologisch-endokrinologische Erkrankung in
Deutschland dar. Haufig weisen diese Patientinnen eine gestorte Glukosetoleranz oder einen
Diabetes mellitus Typ 2 und eine Adipositas auf. Es sind 16-85% dieser Frauen iibergewichtig
und haben eine abdominale Fettverteilung (Escobar und San Millan 2007). Dem PCO-
Syndrom liegen die gleichen Pathomechanismen zugrunde wie dem Metabolischen Syndrom.
In beiden Krankheitsbildern ist ein wesentlicher pathogenetischer Faktor eine periphere
Insulinresistenz. Die dadurch bedingte Hyperinsulindmie stimuliert am weniger
insulinresistenten Ovar die Steroidsynthese und die Androgensekretion. Nach Auernhammer
et al. (2002) stimuliert Insulin direkt an den Thekazellen des Ovars das Enzym
P450c17Alpha, das ein Schliisselenzym zur Umwandlung von Progesteron zu Androstendion
darstellt, das zu Testosteron konvertiert werden kann. Insulin kann aufderdem die LH-
Sekretion der Hypophyse stimulieren und damit indirekt die Androgenproduktion der

Thekazellen.

Auch nach Franks et al. (1999) hat Insulin eine Wirkung zur Verstiarkung der LH-induzierten
Androgenproduktion in den Thekazellen, wodurch die Hyperandrogendmie bei adipdsen
Frauen mit einem PCO-Syndrom erklart wird. Die Hyperinsulindmie tragt zum vorzeitigen
Wachstumsstillstand der Follikel bei, wodurch es zur Anovulation bei PCO-Patientinnen
kommt. Die Behandlung mit Metformin fiihrt zur Senkung des Insulinspiegels und damit zur

Besserung der Symptomatik.
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Keck und Tempfer (2008) empfehlen auch Rosiglitazon zur Therapie des PCO-Syndroms; das
Praparat kann allerdings auch zur Gewichtszunahme fithren. Auch die Autoren Aquino Carlos
et al. (1999) unterstiitzen die Hypothese, dass in der Pathogenese des PCO-Syndroms ein

Synergismus besteht zwischen IGF-1, Insulin, LH-Sekretion und Androgenproduktion.

Liang et al. (1997) untersuchten mit der PCR-Methode die IGF-I-Rezeptor-Genexpression in
den Ovarien von 35 Frauen mit einem PCO-Syndrom. Dabei zeigte sich, dass die IGF-I-
Rezeptor-Expression im Stroma der PCO-Ovarien exzessiv erhoht war im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe. Da in den vorliegenden Analysen der gewebsgebundene IGF-1-Rezeptor
vermindert war, kann gefolgert werden, dass die Genexpression fiir diesen Rezeptor zwar
stimuliert ist, der Rezeptor sich aber nicht an der Zelloberfliche genligend manifestieren

kann. Es ist auch ein verstarkter Abbau des Rezeptors beim PCO-Syndrom denkbar.

Qin und Rosenfield (1998) stellten fest, dass das Insulin/IGF-System die Expression von
P450c17-mRNA in den Ovarien und Nebennieren stimuliert, wodurch die Steroidgenese

gestort und ein Hyperandrogenismus entsteht.

Die Therapie des PCO-Syndroms sollte nach Weiss et al. (2008) umfassend erfolgen, um auch
gesundheitliche Spatschaden zu vermeiden. Die Autoren empfehlen eine Verdnderung der
Lebensgewohnheiten mit mehr Hinwendung zu Sport, gesunder Erndhrung und
Gewichtsreduktion. Durch eine medikamentdse Therapie mit Clomifen kann in ca. 70% der
Fille eine Ovulation erreicht werden. Als Antidiabetika werden neben Metformin auch
Glitazone, Troglitazon, Rosiglitazon, Pioglitazon und Acarbose diskutiert. Eine Low-dose-FSH-
Stimulation, eine Kombination von Metformin mit Gonadotropinen, die Medikation von

Aromatasehemmern (z.B. Letrozol) oder das Drilling der Ovarien kann zum Erfolg fithren.

Ein erhéhtes Karzinomrisiko nach ovarieller Stimulation ist nach Juhasz-Béss et al. (2008)
nicht eindeutig zu belegen, obwohl einige Hinweise in der Literatur vorliegen (Althuis et al.

2005; Brinton et al. 2004; Cusido et al. 2007).

Der Zusammenhang zwischen einer Storung der Wachstumshormone und dem PCO-Syndrom
wird von mehreren Autoren durch klinische und experimentelle Studien belegt (Piaditis et al.
1995; Spiliotis 2003; Premoli et al. 2005). Piaditis et al. (1995) bestimmten
Wachstumshormone und IGF-I bei Frauen mit einem PCO-Syndrom vor und nach einer
Stimulierung der Hypophyse mit Dopamin und GnRH. Sie stellten fest, dass Frauen mit einem
PCO-Syndrom nach der Stimulierung eine geringere Sekretion der Wachstumshormone
hatten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. Die Autoren vermuten bei diesen Patientinnen
eine Storung im Hypothalamus.
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Die experimentellen Untersuchungen von Stubbs et al. (2007) an den Ovarbiopsien von 5
Frauen mit einem anovulatorischem PCO-Syndrom wiesen nach, dass in der Pathogenese
dieser Erkrankung eine Stérung in der praantralen Follikulogenese vorliegt. Die Autoren
analysierten das minichromosomale Stabilitdtsprotein2(MCM2), das fiir die Teilung der
Granulosazellen verantwortlich ist, und stellten fest, dass bei einem PCO-Syndrom die
Proliferation der Granulosazellen erhoht ist mit einem erhdéhten Anteil praantraler Follikel.
Diese Ergebnisse stellen einen weiteren Beitrag zur Erforschung der Pathogenese des PCO-
Syndroms dar und wiirden die erhdhte Anzahl von Primarfollikeln in den PCOS-Ovarien

erklaren.

Von Interesse sind in diesem Zusammenhang die Ergebnisse der immunhistologischen
Studien von Takayama et al. (1996), die nachwiesen, dass die Follikel in PCOS-Ovarien nicht
atretisch sind, sondern aktiv in die Steroidgenese und Zellproliferation eingebunden sind. Das
Fehlen von Estrogenrezeptoren und der Aromatase-Expression in den Granulosazellen dieser

Ovarien ist von wesentlicher Bedeutung fiir die abnormale Follikelentwicklung.

Der Nachweis des Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-1 (VEGF R1) erfolgte mit
einem monoklonalen Antikorper, der sich vorwiegend an die endotheliale Basalmembran
bindet. Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein pro-angiogenetischer
Wachstumsfaktor, der in proliferierendem Gewebe die Gefdfdneubildung bewirkt. Zur VEGF-
Familie gehoren die Mitglieder VEGF-A, -B, -C, -D und -E sowie der Placenta-derived Growth
factor (PIGF), die sich an die Tyrosinkinase-Rezeptoren VEGF R1 und R2 auf den
Endothelzellen binden.

Klinische Bedeutung hat die Therapie mit VEGF-Antikérpern (z.B. Bevacizumab, Avastin) in
Kombination mit einer Chemotherapie bei Kolon- und Mammakarzinomen erlangt. Die
Antikorper binden VEGF und hemmen dadurch die biologische Aktivitat von VEGF, das in
Tumoren oft iberexprimiert ist und mit einer ungiinstigen Prognose korreliert (Pezzutto et
al. 2007). Es wird so die Interaktion von VEGF mit seinen Rezeptoren VEGF-R1 und -R2 auf

den Endothelzellen verhindert.

Den immunhistochemischen Nachweis von VEGF im Ovar erbrachten Gordon et al. (1996) an
Biopsien von 10 pramenopausalen und 4 postmenopausalen Frauen. In den normalen
Ovarien von pramenopausalen Frauen konnten sie VEGF vorwiegend in der Thekazellschicht
und in geringen Mengen in der Granulosazellschicht feststellen. VEGF fand sich nicht in
atretischen Follikeln oder in degenerierten Gelbkdrpern. Eine intensive VEGF-Expression

konnte in den stark vaskularisierten Corpora lutea nachgewiesen werden. In den Ovarien
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postmenopausaler Frauen lief? sich nur in epithelialen Okklusionszysten und in
Zystadenomen VEGF feststellen. VEGF soll wadhrend der Reproduktionsphase der Frau

besonders von Bedeutung sein fiir das Wachstum und den Erhalt der Follikel und Gelbkorper.

Nach den Untersuchungen von Agrawal et al. (1998A) spielt der VEGF auch eine Rolle beim
PCO-Syndrom. Die Verfasser stellten fest, dass bei Frauen mit einem PCO-Syndrom die
Serum-VEGF-Konzentrationen signifikant hoher sind als bei Frauen mit normaler
Ovarialfunktion. Sie interpretieren das Ergebnis im Zusammenhang mit einer erhdhten

Vascularisation der Ovarien, die sie mit der Doppler-Flow-Messung nachwiesen.

Diese Ergebnisse werden durch die Studien von Ab del Aal et al. (2005) unterstiitzt, die bei
PCO-Patientinnen sowohl eine Erh6hung der Serum-VEGF- als auch der IGF-Konzentrationen
feststellten, die mit der Ovarialdurchblutung korrelierten. Im Vergleich mit den vorliegenden
Untersuchungen ist die Schlussfolgerung naheliegend, dass durch die verminderte Anzahl der
VEGF- und IGF-Rezeptoren in den Ovarbiopsien von PCO-Patientinnen nicht geniigend VEGF

und IGF gebunden werden kénnen, so dass notwendigerweise ihr Serumspiegel ansteigt.

Bei einer ovariellen Stimulation mit HCG-Praparaten kommt es nach Agrawal et al. (1998B)
zu einer Erhohung der VEGF-Konzentration im Serum der Frauen, die bei Patientinnen mit
einem Uberstimulationssyndrom weiter steigt. Die Verfasser sehen im VEGF einen Mediator,
der sowohl im Zusammenhang mit dem PCO-Syndrom als auch mit einer Uberstimulierung

steht.

Artini et al.(2006) bestimmten neben VEGF auch den basalen Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(bFGF) im Serum und in der Follikelfliissigkeit von Frauen mit einem PCO-Syndrom. Beide
Wachstumsfaktoren waren im Serum und in der Follikelfliissigkeit dieser Patientinnen hoher
als bei einer Kontrollgruppe. Nach einer HCG-Stimulation stiegen die Serum-VEGF-Spiegel an.
Die bFGF-Konzentrationen in der Follikelfliissigkeit korrelierten mit der Anzahl der reifen

Oozyten, so dass diese Werte bei der IVF-Strategie von Bedeutung sein konnten.

Ferrara et al. (2003) wiesen u.a. auch VEGF-mRNA in den Ovarien nach, besonders in den
Granulosazellen, gelegentlich auch in den Thekazellen. Die verstiarkte Expression in PCOS-
Ovarien sehen sie im Zusammenhang mit der erh6hten Angiogenese und der Zystenbildung.
Wenn auch die mRNA fiir VEGF bei diesen Studien erhéht war, die vorliegenden Ergebnisse
konnten jedoch keinen erhéhten Rezeptorstatus fiir VEGF nachweisen. So ist wohl in Analogie
zum IGF-Rezeptor auch die intrazelluldre Genexpression fiir den VEGF-Rezeptor erhoht, der

Rezeptor an der Zellmembran aber nur vermindert nachweisbar. Diese Resultate konnen

55



einen weiteren Einblick in die Pathogenese des PCO-Syndroms ermdglichen, geben aber keine

weiteren Hinweise iiber die Atiologie der Erkrankung.

Nach den Untersuchungen von Stanek et al. (2007) sind luteinisierte Granulosazellen von
Frauen mit einem PCO-Syndrom sensitiver gegeniiber Insulin. IGF und Insulin sollen die

Produktion von VEGF-A in den luteinisierten Granulosazellen verstarken.

Nach Druckmann und Rohr (2002) haben Patientinnen mit einem PCO-Syndrom eine

Insulinresistenz in Verbindung mit einem erh6hten IGF-1-Plasmaspiegel.

Auch im Zusammenhang mit der Endometriose spielen Wachstumsfaktoren eine Rolle. Es
wurde nachgewiesen, dass Makrophagen der Peritonealfliissigkeit EGF und TGF-Beta sowie
VEGF produzieren. VEGF ist dabei von Bedeutung fiir die Angiogenese im Rahmen der
Pathophysiologie der Endometriose (McLaren et al.1996). Sowohl die VEGF-Konzentrationen
als auch die entsprechenden Rezeptoren sollen bei Patientinnen mit Endometriose erhoht
sein. Goteri et al. (2004) analysierten immunhistologisch die Endometriosezysten von 32
Patientinnen auf das Vorhandensein von VEGF. Sie wiesen den Wachstumsfaktor in den
Epithelzellen, in den Kapselfibroblasten und in den Gefiflen der Zysten nach. Es wurde
vermutet, dass die Neoangionese besonders an der &aufderen Zystenwand fiir den

Fibrosierungsprozess von Bedeutung ist.

Untersuchungen iiber einen moéglichen Zusammenhang zwischen Zytokinen und VEGF mit
der Endometriose fiihrten Pellicer et al. (1998) durch. Sie stellten fest, dass die Interleukin-6-
Spiegel im Serum und in der Follikelfllissigkeit von Frauen mit Endometriose und normalem
Zyklus erhoht waren, die VEGF-Werte dagegen verringerten sich. In diesen Veranderungen
sehen sie eine Ursache fiir die reduzierte Implantationsrate bei Patientinnen mit einer

Endometriose.

Die experimentellen Untersuchungen von Garrido et al. (2001) wiesen jedoch keinen
Zusammenhang zwischen VEGF und Endometriose nach. Die Autoren analysierten die
Produktion und Sekretion von VEGF- und Interleukin(IL)-6-mRNA von Granulosazellen in
vivo und in vitro von 6 Frauen mit Endometriose und von 14 gesunden Frauen. Es konnten

keine wesentlichen Differenzen zwischen den Gruppen festgestellt werden.

In den von uns untersuchten Biopsien von Endometriosezysten fanden sich keine verstarkten
Anfarbungen der VEGF-Rezeptoren. Diese Ergebnisse stehen damit im Widerspruch zu den
Analysen von McLaren et al. 1996 und von Goteri et al. 2004, die eine erhohte VEGF-

Konzentration im Serum und auch vermehrte IGF-Rezeptoren bei Patientinnen mit
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Endometriosezysten feststellten. Aus der klinischen Erfahrung ist bekannt, dass
Endometriosezysten im Verlauf der Zeit eine verstiarkte Zystenwand bilden, die dann auch
starker vaskularisiert ist. Es ist anzunehmen, dass durch das unterschiedliche Alter der
Zysten auch die verdnderte Vaskularisierung zu erkldren ist und damit der Nachweis der

Rezeptoren unterschiedlich ausfallen kann.

Eine Hemmung der Neoangionese bei Endometriosepatientinnen koénnte in Zukunft eine

Therapiemoglichkeit darstellen.

Von Interesse sind in diesem Zusammenhang die klinischen und Laboruntersuchungen von
Amin et al. (2003) an 25 Frauen mit einem Clomifen-resistenten PCO-Syndrom. Die Verfasser
stellten fest, dass nach einem laparoskopischen Drilling der Ovarien dieser Patientinnen die
Serumspiegel von VEGF, IGF-1 und LH sich reduzierten und der Doppler-Flow der Ovarien
sich erhohte. Sie erklaren die reduzierte Durchblutung der Ovarien beim PCO-Syndrom mit

den erhohten VEGF- und IGF-1-Serumspiegel.

Ein weiterer bedeutender Wachstumsfaktor ist der Epidermal Growth Factor (EGF), der ein
kleines l6sliches Peptidhormon darstellt, das sich an Haut- und Bindegewebszellen bindet
und deren Teilung stimuliert (Lodish et al. 2001). Es entsteht durch proteolytische Spaltung
aus einem membranstindigen EGF-Vorlauferprotein, das mehrere EGF-Doménen aufweist.
Fiir den Nachweis des EGF-Rezeptors setzten wir einen Antikérper ein, der mit einem 175 kD
Zelloberflaichenmarker reagiert, der eine extrazellulire Doméne des EGF-Rezeptors darstellt.
Die EGF-Rezeptoren gehdren zur Familie der ErbB-Rezeptoren, die als Tyrosinkinasen eine
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion von neuronalen und epithelialen Zellen spielen

(Pezzutto et al. 2007).

Der EGF-Rezeptor wird auch als ErbB-1 bezeichnet, weiterhin gibt es den ErbB-2-Rezeptor
HER2. Da der humane HER2-Rezeptor dem Rattenprotein ,neu“ homolog ist, wahlte man die
Bezeichnung HER2 /neu. Eine Aktivierung des HER2 /neu fordert das Zellwachstum und eine
Tumorentstehung. HER2 /neu ist ein Proto-Onkogen, das auch in normalen Zellen vorkommt,
in Tumorzellen kommt es aber zur Genamplifikation. Eine Uberexprimierung von HER2/neu
wird bei etwa 20-30% aller Mammakarzinome beobachtet und geht mit einer reduzierten
Lebenserwartung einher. Eine Therapieoption ist bei diesen Patientinnen eine Behandlung
mit Trastuzumab (Herceptin), eine humanisierte Form des monoklonalen HER2-Antikorpers,
der sich spezifisch an die extrazellulare Domdne von HER2/neu bindet. Durch Blockierung
des Rezeptors wird die Ubermittlung von Wachstumssignalen verhindert.

Wang et al. (1992) untersuchten 16 gutartige Ovarialtumoren auf das Vorhandensein von
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EGFR. Es zeigte sich, dass normales Oberflaichenepithel dieser Tumoren schwach positiv
reagierte mit dem entsprechenden Antikorper, nicht aber die Oberfliche von

Inklusionszysten.

Bei den vorliegenden Untersuchungen konnte in verschiedenen Ovarbiopsien der Rezeptor
fiir den Epidermalen Growth Factor (EGFR) nachgewiesen werden. Es zeigten sich in einigen
Biopsien positive Anfarbungen im Stroma und in der Tunica albuginea. Die entsprechend der
Intensitit der Anfarbungen gebildeten Scorewerte waren in den normalen Biopsien erhéht
gegeniiber den pathologischen Befundgruppen, die Differenzen waren zwischen normalen
Ovarien und Zystenbiopsien signifikant. Diese Ergebnisse lassen sich mit den Resultaten der
Analysen von Wang et al. 1992 vergleichen, da sie ebenfalls keine starke Expression des EGFR
fanden. Damit ist die Schlussfolgerung zu postulieren, dass der fiir die Differenzierung und
Proliferation von Haut-, Bindegewebs- und Tumorzellen verantwortliche EGF fiir die Bildung
von Follikel- und Endometriosezysten sowie fiir das PCO-Syndrom keine Bedeutung hat. In

die Pathogenese dieser benignen Ovarveranderungen ist er nicht involviert.

Zur Identifizierung der Insulin Regulated Aminopeptidase (IRAP) in den Ovarbiopsien wurde
ein polyklonaler Antikérper eingesetzt, der gegen die 17-aa-Peptide der IRAP gerichtet war.
IRAP ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 165 kD und weit verbreitet in
vielen Geweben wie zum Beispiel in Fett- und Muskelgewebe, Driisen, Lungen, Herz und
Gehirn. Es handelt sich um eine Zink-abhingige Metallopeptidase mit einem langen C-
terminalen extrazellularen Anteil, einer einfachen transmembranen Domine und einer
kleineren N-terminalen intrazellularen Domane (Rogi et al. 1996, Hooper und Lendeckel

2004).

Der insulinabhdngige Glucosetransporter GLUT4 ist verantwortlich fiir den Glucose-Influx in
Fett- und Muskelzellen nach Insulinstimulation. GLUT4 ist entweder zwischen intrazellularen
Kompartimenten oder zusammen mit der IRAP in kleinen Vesikeln. Beide Proteine regulieren

den Glucosetransport in die Zelle.

Es konnte auch in der Plazenta und im Gewebe des weiblichen Genitaltrakts IRAP
nachgewiesen werden. In der Plazenta ist die IRAP mit der Oxytozinase identisch, findet sich
in der apikalem Membran des Synzytiotrophoblasten und im maternalen Serum und steigt

vom 1. Trimester bis zum Geburtstermin an (Ito et al. 2003).

Weiterhin konnte IRAP auch im menschlichen Uterus nachgewiesen werden, besonders in

den endometrialen Zellen (Toda et al. 2002). Es zeigte sich ein Konzentrationsanstieg zur
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Ovulation hin und eine Korrelation zum Estrogenanstieg. Lew et al. (2003) stellten fest, dass

Angiotensin AT4 als Inhibitor der IRAP wirken kann.

Die vorliegenden Untersuchungen konnten in einigen normalen und pathologischen Biopsien
positive Anfirbungen mit dem IRAP-Antikdrper nachweisen, jedoch fand sich keine
statistisch signifikante Differenz zwischen den einzelnen Gruppen. Mustafa et al. (2004)
wiesen mit der Autoradiographie im Myometrium, in den Tuben und im Ovar IRAP nach. In
den Ovarien fanden sie die hochsten Werte in den Corpora albicantia und die geringsten
Konzentrationen im ovariellen Cortex und im umgebenden Bindegewebe. Diese Analysen
sind mit unseren Untersuchungen nicht direkt vergleichbar, da unterschiedliche Methoden
eingesetzt wurden, zeigen aber, dass in den Ovarien IRAP vorhanden ist und sicher eine
wesentliche Rolle in der reproduktiven Physiologie spielt, besonders in der Regulation der

Sexualsteroide.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich mit der Immunperoxidase-Technik
in Ovarialbiopsien sowohl Immunzellen als auch Cytokeratine, verschiedene

Wachtstumsfaktoren und die Regulated Aminopeptidase nachweisen lief3en.

Die kritische Bewertung der Ergebnisse unter Beriicksichtigung der Arbeitshypothese zeigt,
dass in den benignen Ovarialzysten durch Erh6hung der T-Helferzellen bei Reduzierung der
B-Zellen und keiner verstarkten Aktivierung der Immunzellen (CD-25 positive Zellen sind
verringert), es vorwiegend TH1-Zellen sind. Diese Subgruppe der CD4-Zellen kann durch
Sezernierung von Zytokinen die Makrophagen aktivieren, die ihrerseits den Abbau von
apoptotischen Zellen in den Zysten ermoglichen. Der Nachweis einer geringen Anzahl von
Immunzellen der untersuchten Subtypen zeigt, dass keine aktiven Immunprozesse
stattfinden. Die Cytokeratine und die IRAP sind ebenso wie die Wachstumsfaktoren in den
Prozess der Zystenbildung zum Zeitpunkt der Biopsie nicht mit einbezogen, da die
Rezeptoren der Faktoren verringert waren. Wahrscheinlich waren die Wachstumsprozesse

bereits abgeschlossen.

Bei den Patientinnen mit einer Endometriose waren die T-Helfer und zytotoxischen T-Zellen
vermehrt nachweisbar. Es ist somit die Schlussfolgerung naheliegend, dass noch
immunologische Prozesse auf zelluldrer Ebene ablaufen, aber keine Antikdrperbildung
erfolgt, da die B-Zellen nicht vermehrt sind. Die CD8-Zellen versuchen, die ortsfremden
Endometriosezellen anzugreifen und zu lysieren. Dabei sind die Cytokeratine und die IRAP

sowie die Wachstumsfaktoren nicht beteiligt.
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In den Biopsien beim PCO-Syndrom lief3en sich signifikant vermehrt T-Helfer und
zytotoxische T-Zellen feststellen. Somit ist anzunehmen, dass neben einer verstdrkten
Makrophagenaktivierung durch die TH1-Zellen auch eine erhohte Zytolyse der atretischen
Follikel im Ovar erfolgt. Eine verstirkte Cytokeratinbildung in der Tunica albuginea war nicht
feststellbar, so dass ihre Verdickung sicher vorwiegend durch eine verstirkte
Fibrinogenbildung erfolgte, wie in der Literatur auch beschrieben (Donat 1987). Die
Rezeptoren der Wachstumsfaktoren waren nicht so haufig nachweisbar wie in der
Normalgruppe, lediglich bei VEGF R1 war eine verstdrkte Intensitit vorhanden. Es ist
denkbar, dass beim PCO-Syndrom durch die zahlreiche Follikelbildung auch eine verstérkte
Durchblutung erforderlich ist. Die Insulin Related Aminopeptidase (IRAP) wies ebenfalls eine
intensivere Anfarbung nach, so dass sie in den gestorten Glucosestoffwechsel im Ovar beim
PCO-Syndrom einbezogen ist und im Zusammenhang mit der Insulinresistenz des Ovars
stehen konnte. Aus atiologischer Sicht ist denkbar, dass bei Frauen mit einem PCO-Syndrom
eine genetisch bedingte Storung der IRAP-Bildung im Ovar vorliegt. Vielleicht kénnte durch
Beeinflussung von GLUT4 und der IRAP eine kausale und damit effektivere Therapie des PCO-

Syndroms entwickelt werden.

Es sind sowohl immununologische als auch Wachstumsprozesse in die pathologischen
Ovarverdnderungen einbezogen, die aber zeitlich schon langer zuriickliegen und deshalb
nicht immer stark ausgepragt sind. Auflerdem sollte beriicksichtigt werden, dass es sich bei
den untersuchten Biopsien nur um periphere Gewebsentnahmen handelte, die nur bedingt
Riickschliisse iiber Vorgange in der inneren Markzone der Ovarien erlauben. Weiterfiithrende
Untersuchungen kénnten an, bei Ovarektomien anfallende Proben, iiber einen gréfieren
Bereich des Ovars erfolgen und dabei auch die Markzone miterfassen. Sicher kann es auch
von klinischem Interesse sein, dhnliche Untersuchungen an soliden benignen und malignen
Ovarialtumoren durchzufiihren, um weitere Aufschliisse iiber die biologischen Vorgange im

Ovar zu erhalten.
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5. Zusammenfassung

Bei Ovarialfunktionsstérungen lassen sich neben der primdren Ovarialinsuffizienz eine
hypothalamische, eine hyperprolaktindmische und eine hyperandrogendmische Form
unterscheiden. Bei der letzteren ist das PCO-Syndrom das haufigste Erscheinungsbild. Auch
benigne Ovarialzysten und die Zysten bei einer Endometriose sind im Zusammenhang mit
Storungen der Ovarialfunktion zu betrachten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
von 42 Frauen Ovarialbiopsien immunhistologisch mit der Immunperoxidase-Technik
untersucht, wobei kommerziell hergestellte monoklonale Antikérper eingesetzt wurden.
Neben der Identifizierung und Quantifizierung von Lymphozytensubpopulationen im Gewebe
sollten Cytokeratine, die Rezeptoren der Wachstumshormone IGF, VEGF und EGF sowie die
Insulin Related Aminopeptidase (IRAP) nachgewiesen werden. Bei der Auswertung der
Ergebnisse wurden die Biopsien entsprechend dem histologischen Ergebnis in eine
Normalgruppe (n=11), in eine Gruppe mit benignen Zysten (n=14), in eine Endometriose-
gruppe (n=8) und in eine PCO-Gruppe (n=9) unterteilt. Zur Charakterisierung und
Vergleichbarkeit des Patientengutes wurden die klinischen Daten wie Alter, Menarche,
Zyklusdauer, Anzahl der Geburten, Aborte und Abruptiones, die OP-Indikationen sowie die
allgemeinen und gynakologischen Erkrankungen in der Anamnese der Patientinnen erfasst

und ausgewertet.

Es konnte festgestellt werden, dass die T-Helferzellen (CD4) in den normalen Biopsien die
geringste Anzahl aufwiesen (durchschnittlich 6,8), wahrend sich in den pathologischen
Proben erhohte Werte fanden, am hdochsten beim PCO-Syndrom (14,8). Die CD4-Zellen waren
im ovariellen Stroma nachweisbar, eine signifikante Differenz (p< 0,05) bestand zwischen
den Proben von normalen und PCO-Ovarien. Zytotoxische T-Zellen (CD8) waren ebenfalls im
Ovarstroma zu identifizieren mit der geringsten Anzahl (5,6) in den normalen Biopsien und
mit der grofdten Haufigkeit (11,9) in den Biopsien von PCO-Patientinnen, die Differenz war
statistisch signifikant (p< = 0,05). Die im Stroma nachgewiesenen B-Zellen (CD19) hatten mit
durchschnittlich 3,3 Zellen die grofdte Haufigkeit bei den normalen Ovarien, wahrend in den
Zysten und beim PCO-Syndrom deutlich weniger Zellen festzustellen waren. Ahnlich verhielt
es sich bei den CD25-positiven Zellen, die mit 3,6 Zellen am haufigsten in den normalen
Ovarien vorkamen, in den pathologischen Biopsien mit statistischer Signifikanz geringer
auftraten. Auch die Natiirlichen Killerzellen (CD56) waren mit durchschnittlich 2,7 Zellen am
haufigsten in den normalen Ovarien nachzuweisen, wihrend in den pathologischen Biopsien
ihre Anzahl geringer war, eine statistische Signifikanz lief? sich nicht errechnen.
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Die Ergebnisse weisen nach, dass besonders die T-Zellen in die pathologischen Prozesse am
Ovar einbezogen sind, die aber keinen besonderen Aktivierungsgrad erkennen lief3en. Die
natiirliche Immunitat auf zellularer Ebene hat im Zusammenhang mit den untersuchten

benignen Ovarveranderungen keine Bedeutung.

Mit der Immunperoxidase-Technik liefden sich Cytokeratine (1 und 10) in Zellen und im
Bindegewebe des ovariellen Stromas identifizieren. Zur Auswertung der positiven Befunde
wurde entsprechend der Intensitdt der immunhistologischen Anfarbung ein Scorewert
gebildet. Die haufigsten positiven Befunde mit dem héchsten Scorwewert lief3en sich in den
Biopsien von normalen Ovarien feststellen. Damit konnte keine verstarkte Keratinisierung -

weder in den zystischen noch in den PCOS-Ovarien - nachgewiesen werden.

Es gelang in den vorliegenden Untersuchungen der Nachweis des Insulin-like Growth Factor
Rezeptors (IGF -1R, CD 221) in den Ovarialbiopsien. Das IGF-System spielt eine dominante
Rolle bei der Wirkung der Gonadotropine und Sexualsteroide auf die Ovarialfunktion, so dass
es auch als Ko-Gonadotropin bezeichnet wird. Es lief3 sich zwischen den verschiedenen
Gruppen keine statistische Signifikanz errechnen, wobei aber in den normalen Ovarien die

starksten Reaktionen festzustellen waren.

Weiterhin wurde der Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor 1 (VEGF R1)
immunhistologisch in den Ovarproben identifiziert, der einen pro-angiogenetischen
Wachstumsfaktor darstellt. Die meisten positiven Befunde und starksten Anfarbungen liefsen
sich in den normalen Ovarien nachweisen, in den Proben von Zysten und PCOS-Ovarien

fanden sich erh6hte Scorewerte, die Differenzen waren aber statistisch nicht signifikant.

Ein weiterer wichtiger Wachstumsfaktor ist der Epidermal Growth Factor (EGF), der sich an
Haut- und Bindegewebszellen bindet. Dessen Rezeptor konnte ebenfalls in Ovarialbiopsien im
Stroma und in der Tunica albuginea nachgewiesen werden. Die haufigsten positiven Befunde
und die hochsten Scorewerte fanden sich in normalen Ovarien. Die Differenzen zu den

pathologischen Befunden waren zu den Biopsien von Zysten signifikant.

Bei einer summarischen Gegeniiberstellung aller positiven Befunde und Scorewerte der
Zytokeratine, der IGF-1R, VEGF-R1 und EGFR von normalen Ovarien gegeniiber den
pathologischen Befunden zeigte sich, dass VEGF-R1 und EGFR bei krankhaften

Ovarialbiopsien statistisch signifikant erh6ht waren gegeniiber normalen Ovarien.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen gelang auch der immunhistologische Nachweis

der Insulin Regulated Aminopeptidase (IRAP) in den Ovarialbiopsien. Die IRAP reguliert
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zusammen mit der GLUT4 den Glucosetransport in die Zelle. Es konnte festgestellt werden,
dass die IRAP in den Biopsien normaler Ovarien und in den Proben von PCO-Patientinnen am
haufigsten nachweisbar war und auch die héchsten Scorewerte aufwies. Die Differenzen

waren statistisch nicht signifikant.

Bei einem Vergleich aller positiven Befunde und aller Scorewerte der Zytokeratine, von IGF-
1R, VEGF-R1, EGFR und IRAP konnte festgestellt werden, dass bei normalen Ovarien sowohl
die Haufigkeit der positiven Befunde als auch die Scorewerte statistisch signifikant hohere
Werte aufweisen. Dies ist ein wichtiger Hinweis darauf, dass bei den analysierten benignen
Ovarverdanderungen diese Faktoren in die Pathogenese der Erkrankungen einbezogen sind.
Weiterfiihrende Untersuchungen hinsichtlich der Atiologie des PCO-Syndroms miissten
neben den gewebsgebunden Rezeptoren auch die Faktoren im Serum bestimmen und dies im

Vergleich zum Blutzucker und zum Insulinspiegel betrachten.
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Universitat Magdeburg eingereichte Dissertation mit dem Titel

»Immunhistologische Untersuchungen an Ovarbiopsien von Frauen mit

Ovarialfunktionsstérungen”

in der Praxis und Tagesklinik fiir Operative Gynadkologie und der Gynédkologischen
Belegabteilung der Klinik des Westens Magdeburg mit Unterstiitzung durch Herrn Prof. Dr.
med. habil. H. Donat und Herrn Dr. rer. nat. F.-W. R6hl ohne sonstige Hilfe durchgefiihrt und
bei der Abfassung der Dissertation keine anderen als die dort aufgefiihrten Hilfsmittel
benutzt habe. Bei der Abfassung der Dissertation sind Rechte Dritter nicht verletzt worden.
Ich habe die Dissertation bisher an keiner in- oder auslidndischen Hochschule zur Promotion
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und zu vertreiben.
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7.4 Urliste der Primardaten

Tabelle 2 Primardaten des Patientengutes

Name Alter Menarche Zyklus Partus Abortus Abruptio

H.H. 51 13 30 1 0 0
B.M. 29 12 28 1 0 0
K.E. 29 12 28 0 0 0
G.D. 50 12 36 1 1 1
K.U. 56 12 30 1 0 0
P.L 48 14 30 3 1 0
H.S. 48 12 32 2 0 1
W.N. 27 16 34 0 0 0
R.H. 37 14 30 1 0 0
S.S. 44 15 29 1 0 0
P.S. 26 14 30 1 0 1
LU.A. 53 14 28 2 0 1
La.A. 50 17 28 1 1 1
K.l 43 15 28 2 1 1
K.M. 44 16 30 1 0 0
H.R. 50 14 32 2 1 0
D.P. 48 10 30 2 0 1
H.S. 46 12 28 2 0 1
B.B. 38 12 28 0 0 1
P.L 42 13 28 4 0 1
A.P. 27 14 32 0 0 0
R.K. 42 12 28 1 0 0
F.A. 54 15 28 1 0 0
S.l. 63 12 29 2 0 1
D.B. 44 14 30 1 0 0
R.S. 43 10 38 0 0 0
S.R. 43 10 38 0 0 0
H.S, 23 10 32 0 1 0
S.E. 39 14 28 3 0 0
S.A 25 15 30 1 0 3
G.B. 41 13 32 2 0 1
D.G. 52 12 28 1 3 0
W.S. 28 13 32 0 0 0
F.S. 26 12 30 0 0 0
K.M. 45 13 30 2 2 0
M.J. 26 14 32 0 0 0
S.B. 51 14 30 3 0 1
J.G. 23 12 32 0 0 1
B.K. 46 13 30 2 0 0
B.H. 39 16 32 1 1 1
M.S. 23 14 30 0 0 0
G.J. 21 16 34 0 0 0
X 40,0714286 13,2619048 30,5238095 1,14285714 0,28571429 0,42857143
Max 63 17 38 4 3 3
Min 21 10 28 0 0 0
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Fortsetzung
Tabelle 2

Allg.Erkrg.  Gyn.Erkrg.

P RPPRPOWRPRPRPEFRPWWNPONONDNPEPEDNEPNOWOOONPFPWWPLRPROWERLRONEFERPLDNEOLPR

1=0P
2=Intern.Erkrg.
3=Sonstige

WONRPRPPRPOWWWONNNENNNRPRPRPWORREPNNNNORRPORPLPOORPEPREP WP

Kin.Bfd.

1=0P
2=Blutgsst.
3=Sonstige

NPEFPEFRPWONWONMNENNOONWDNPEPRPRPPRPWOWERPEPNMNOWWWWWOLWWLWOWERWERLRDNPPRPRPRPPRPPRPPEP®

Histologie

1=OQvarialzyste
2=PCO-Syndrom
3=Ut.myomat.u.a.
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A PRARERPDNWONMNEPEPNNWOWRPRPNENPOWWWRAREARNOPRPPWOWWRPPWOWOWPMMNWEDNREPPRPMARPDDEPE

2

1=Follikelzyste
2=PCO-Syndrom
3=Normales Ovar
4=Endometriose



Fortsetzung Tabelle 2

CD8 CD19 CD25 CD56

CD4

19

12
13

12

11

15

15

12

16

10

24
19
24
24
11

17
17
10

10

26

25

14

10

14
32

12
23

29
19

31

11
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schwach positiv; 2=gut positiv; 3=stark positiv)

negativ; 1

Fortsetzung Tabelle 2 (Score: 0

IGF1 VEGF EGFR IRAP

CK1,10
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