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Referat

Die Beckenbodeninsuffizienz bei der Frau hat in den letzten Jahren im klinischen Alltag
erheblich an Bedeutung gewonnen. Bei der Entwicklung eines Deszensus bzw.
Prolaps wuteri und einer Belastungsinkontinenz spielen Verdnderungen im
Bindegewebe eine entscheidende Rolle. In der vorliegenden Arbeit haben wir das
Beckenbindegewebe hinsichtlich kollagener und elastischer Fasern sowie der
Glykoproteine Fibronektin, Laminin, Tenascin und Vitronektin bei Frauen mit
Inkontinenz und Deszensus untersucht. Dabei konnten wir markante Unterschiede
herausarbeiten. Wir fanden bei Patientinnen mit Prolaps uteri im Ligamtentum
sakrouterinum eine erniedrigte Konzentration von Kollagen Typ VI sowie Kollagen Typ
[ und Il im Vergleich zu Frauen ohne Deszensus oder Inkontinenz. Die Farbungen zur
Visualisierung von Kollagen Typ IV und V offenbarten keine Unterschiede zum
Gewebe von Frauen ohne Deszensus-Problematik. Bei den Glykoproteinen zeigte sich
eine auffallige Zunahme der Tenascintinktion bei Patientinnen mit Prolaps und
erstmalig eine verminderte Immunfarbung vitronektinpositiver Fasern. Dagegen ist der
Laminin- und Fibronektinanteil unverandert. Weiterhin konnte bei Patientinnen mit
Prolaps uteri eine Abnahme elastischer Fasern postuliert werden. In den
BlutgefaRwanden sind ahnliche Veranderungen wie beim Prolaps im Ligamentum
sakrouterinum zu beobachten. Dies betrifft die Abnahme von Kollagentyp VI,
Vitronektin und Elastin sowie die Zunahme von Tenascin in der Wand der Arteria
uterina bei Patientinnen mit Prolaps uteri im Vergleich zu Frauen ohne genitale
Senkung. Bei Patientinnen mit Belastungsinkontinenz fanden wir mittels
Immunfluoreszenz periurethral ebenfalls eine Abnahme von Kollagen, insbesondere
Kollagentyp VI, aber auch Kollagen Typ | und Il sowie einen verminderten Nachweis
des Glykoproteins Vitronektin im Vergleich zu Frauen ohne Stressinkontinenz. Die
Kollagentyp IV- und V- Immunfarbung sowie die Glykoproteine Fibronektin und
Laminin zeigten dagegen keine Unterschiede zwischen beiden
Untersuchungsgruppen. Weiterhin wurde elektronenmikroskopisch bei Frauen mit
hypotoner Urethra eine zunehmende Zerstérung elastischer Fasern festgestellt. Der
Gehalt an Elastin nimmt hierbei deutlich ab. Unsere Befunde dokumentieren
eindrucksvoll Bindegewebsveranderungen bei Patientinnen mit
Beckenbodeninsuffizienz. Die Veranderungen im Fasersystem des Bindegewebes
lassen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung eines Prolaps bzw. einer
Belastungsinkontinenz ~ vermuten und  begrinden  moglicherweise  neue

Therapiekonzepte.

Gopel, Christian: Untersuchungen zum Beckenbindegewebe der Frau unter
besonderer Berucksichtigung des Halteapparates und des Gefal3systems des Uterus
und der Urethra
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1 Einleitung und Zielstellung

Beckenbodenprolaps und Harninkontinenz sind ein zunehmendes Problem der
alternden Gesellschaft (Subak et al., 2012). Sie beeintrachtigen die Lebensqualitat und
fuhren zu steigenden Kosten im Gesundheitswesen (Bump und Norton 1998). Bereits
1997 kosteten beckenbodenchirurgische Eingriffe in den USA ca. 1,2 Milliarden Doller
(Subak et al., 2001).

Die Belastungsinkontinenz als haufigste Form der Inkontinenz der postmenopausalen
Frau wird definiert durch unkontrollierten Harnabgang bei korperlicher Belastung z.B.
Lachen und Husten, welcher abhéngig vom intraabdominalen Druck ist. Die
Hauptursache der Belastungsinkontinenz ist ein ineffektiver unzureichender
Urethraverschlussdruck. Der ausreichende und damit effektive Urethraverschluss wird
durch ein Zusammenspiel der verschiedenen Beckenbodenstrukturen mit der
periurethralen Muskulatur gewéhrleistet. Es ist allgemein anerkannt, dass die
suburethrale Vaginalwand und das paraurethrale Bindegewebe hier mal3gebend fur
den Erhalt der Kontinenz sind (Ulmsten und Falconer, 1999). Ein epidemiologischer
Faktor ist die vaginale Spontangeburt. Jede zweite Frau, die Kinder geboren hat, ist
von einer Inkontinenz postmenopausal betroffen. Kim et al., (2007) geben mittlerweile
3 vaginale Spontangeburten als Risikofaktor an. Die vaginale Spontangeburt kann
durch Verletzung der Nerven, der Muskeln und des Bindegewebes die Kontinenz
negativ beeinflussen (Retzky und Rogers, 1995). Auch Veranderungen im Alter
kénnen die Entwicklung einer Inkontinenz beschleunigen (Méakinen et al., 1995).
Andere Risikofaktoren umfassen die genetischen Pradisposition (Altman et al., 2008),
Lebenswandel und medikamentdse Ursachen (Casey et al., 2005).

Der Beckenbodenprolaps hat ebenso eine hohe Pravalenz in jeder Altersgruppe,
jedoch eine Haufung zwischen dem 40. und 60. Lebenjahr mit 8 - 70% (Buckley und
Lapitan, 2010). Die Risikofaktoren sind ahnlich der Entwicklung einer Inkontinenz
(Tinelli et al., 2010). Der Beckenbodenprolaps und die Belastungsinkontinenz kénnen
gleichzeitig aber auch zu verschiedenen Zeiten bei derselben Patientin auftreten,
wobei der Beckenbodenprolaps die Inkontinenz maskieren kann (Lowder et al., 2010).
Diese Form wird als Quetschhahnmechanismus bzw. larvierte Belastungs-inkontinenz
bezeichnet (Grody, 1998; Romanzi et al., 1999). Bei der Atiologie der Harninkontinenz
und des Beckenbodenprolaps werden demzufolge multifaktorielle Ursachen vermutet.
Offensichtlich unterscheidet sich dies auch bei jeder der Betroffenen. Die

pathophysiologischen Prozesse bei der Beckenbodeninsuffizienz sind nicht vollstandig
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geklart. Dem Bindegewebe des Beckenbodens wird eine entscheidende Rolle
zugesprochen. Insbesondere die nachlassende Stabilitat der Bindegewebsfasern
beeinflusst die Lage der Beckenbodenorgane und fuhrt zu einer Senkung bzw.
Prolaps. Bei der Betrachtung des Bindegewebes sind Untersuchungen des Kollagens
als deren Hauptbestandteil von grundsatzlicher Bedeutung (Ulmsten et al., 1987,
Ulmsten und Falconer, 1999). Verschiedene Publikationen beschaftigten sich mit dem
Beckenbodenbindegewebe. Sie wiesen einen verminderten Kollagengehalt z.B. in der
vesikovaginalen Faszie, der vorderen Bauchwand und des Ligamentum rotundum bei
Patientinnen mit Inkontinenz oder Prolaps im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe auf. Dies wird bei Patienten mit Bindegewebserkrankungen wie dem
Ehlers-Danlos- oder Marfan-Syndrom besonders deutlich (Carley und Schaffer, 2000).
Jedoch sind die Untersuchungsergebnisse  Uber Veranderungen im
Kollagenmetabolismus beziglich der Insuffizienz des Beckenbodens z.T.
widersprichlich (Chen und Yeh, 2011). Weiterhin spielen die Glykoproteine als
Schlusselelemente in der Bindegewebsmatrix eine wichtige Rolle. Sie wurden im
Zusammenhang mit einer Beckenbodeninsuffizienz bisher kaum untersucht. Neben
Kollagen und Glykoproteinen sind auch reichlich elastische Fasern im
Beckenbodenbindegewebe nachzuweisen. Sie sind ein wichtiger Bestandteil der
extracellularen Matrix und beeinflussen deren Stabilitat und Elastizitat (Davis und
Mecham, 1998). In den Phasen der Reproduktion wie der Schwangerschaft und im
Wochenbett kommt es zu einer erheblichen Beeinflussung des Stoffwechsels und
damit der Balance des Auf- und Abbaus — sogenannter Turn over - der kollagenen und
elastischen Fasern (Woessner, 1963). Der Turn over wird beeinflusst durch die
Kollagen- und Elastinsynthese und der Abbau durch die Proteasen. Bisher bekannt
und am besten untersucht sind die Matrix-Metalloproteinasen und Elastasen
(Campeau et al., 2011). Friher wurde vermutet der Turn over im ausgereiften
Bindegewebe verlangsamt sich mit zunehmendem Alter (Davis, 1993). Heutige
Erkenntnise lassen den Schluss nicht mehr zu. Die Regulatoren der Proteasen wie die
Tissue Inhibitor Metalloproteinase (TIMP) als auch Alpha-1 Antitrypsin koénnen
jederzeit hoch und runterreguliert werden. Zum einem kann dies durch veranderten
Hormonhaushalt, als auch durch unterschiedliche Empfindlichkeit der
Hormonrezeptoren in den Fibroblasten geschehen (Skala et al., 2010; Copas et al.,
2001). Auch genetische Polymorphismen konnen die Expression der beteiligten

Komponenten hoch oder runterregulieren (Allen-Brady et al., 2009). Davon sind auch
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die fUr die Vernetzung der elastischen und kollagenen Fasern, genannt cross linking,
so wichtige Lysyloxidasen betroffen (Klutke et al., 2010).

Zusammenfassend ist diese Balance des Turn over durch Beeinflussung einer oder
mehrerer der oben genannten Komponenten gestort. Dies begunstigt unter anderem
die Entstehung eines Prolaps bzw. einer Belastungsinkontinenz (Shynlova et al.,
2013). Ziel der vorliegenden Untersuchung ist nun die Visualisierung der einzelnen
Bindegewebskomponenten und die Beschreibung der Veranderungen in Bezug auf
Prolaps und Belastungsinkontinenz. Der Nachweis der Matrixproteine kann in
Anbetracht der vielfaltigen Regulationsmechanismen nur ein kleiner Baustein zum

Verstandnis des Bindegewebsgeristes sein.

2 Allgemeine, klinische und anatomische Aspekte

der weiblichen Belastungsinkontinenz

Die Stressinkontinenz ist die haufigste Form der Inkontinenz bei Frauen und gehort
zu den zehn am meisten die Lebensqualitdt postmenopausaler Frauen belastenden
Alterserscheinungen (Davis et al., 2013; Hunskaar et al., 2000). In den letzten Jahren
hat sie an Bedeutung in der allgemeinen Praxis gewonnen. Man schatzt die Pravalenz
auf 64 Prozent, wobei die Angaben jedoch differieren. Nach Nygaard et al., 2008 leiden
16 % aller Gber 20-jahrigen Frauen an einer Belastunginkontinenz. Postmenopausal
sind 30 bis 40 Prozent aller Frauen betroffen (Davis et al., 2013). Es resultieren daraus
psychologisch, soziale und hygienische Probleme und eine zunehmende pflegerisch-
medizinische und soziobkonomische Herausforderung (Subak et al., 2012; Fusgen,
2005). Die Stressinkontinenz ist als unwillkiirlicher Urinverlust bei ansteigendem
intraabdominalen Druck (z.B. durch Husten, Niesen oder mechanische Belastung)
ohne Kontraktion des Detrusormuskels definiert (Weber et al., 2001).

Unter Stresssituationen z.B. beim Husten kann in der urodynamischen Untersuchung
stressinkontinenter Frauen ein deutlich verminderter Urethraverschlussdruck feststellt
werden (Enhorning, 1961). Trotz vieler Studien zur Anatomie der Urethra und des
umliegenden Gewebes ist die eindeutige Funktion der periurethralen anatomischen
Strukturen bezuglich des Urethraverschlusses nicht endgultig geklart. Dorschner et al.
(2001) favorisierte die sphinkterformig angeordneten glatten Muskelzellen
vesikourethral sowie in der Urethrawand selbst. Dagegen haben Gosling (1979) und

Rud et al. (1980) der quergestreifte Muskulatur bzw. den periurethralen Blutgefal3en
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eine entscheidende Rolle zugeordnet. Huisman (1983) beschrieb den Venenplexus
periurethral als mitverantwortlich fir den effizienten Urethraverschluss. In diesem
Zusammenhang wurde auch Uber eine Zunahme der periurethralen Vaskularisation
unter Estrogengabe bzw. die Abnahme in der Menopause berichtet (Kobata et al.,
2008). Im Zusammenhang mit der Inkontinenz haben auch einige Autoren das
Bindegewebe um die Harnrohre in ihre Uberlegung mit einbezogen (Enhoérning, 1961;
Gosling, 1979; Norton, 1996). Nach der Hypothese von Petros und Ulmsten 1990
(Integraltheorie) und DelLancey 1994 (Hangemattenhypothese) wurde eine
Verminderung des Urethraverschlussdruckes durch Anderungen im Bindegewebe
vermutet.

Der turn over der extracellularen Matrix ist somit deutlich veréndert im Sinne einer
Imbalance. Der Elastingehalt nimmt periurethral bei einer Belastungsinkontinenz ab
(Chen et al., 2004), die Elastaseaktivitat und folglich der forcierte Abbau der
elastischen Fasern nimmt zu (Chen et al., 2007). Auch der Kollagengehalt nimmt bei
Frauen mit Stressinkontinenz ab (Suzme et al., 2007). Zahlreiche weitere Faktoren
fuhren zu einer Belastungsinkontinenz, die aber auch immer wieder kontrovers
diskutiert werden wie z.B. das Alter, Hormonstatus, neurologische oder psychiatrische
Erkrankungen, Immobilitdt (McGrother et al., 1998), die vaginale Spontangeburt (Kim
et al., 2007, Foldspang et al., 1992), Adipositas (Sustersic und Kralj, 1998) sowie
vorausgegangene beckenbodenchirurgische Eingriffe (Hunskaar et al., 2000). Auch
familliare Haufungen sind zu beobachten. Ein simultanes Auftreten einer
Belastungsinkontinenz bei Zwillingen wurde bei der Auswertung der Daten eines
schwedischen Zwillingsregisters von Altman et al. (2008) beobachtet und unterstreicht
die genetische Determination. McLennan et al. (2008) zeigen ein 1,4 fach erhéhtes
Risiko fur eine Prolapsentwicklung bei positiver Familienanamnese von Inkontinenz,
Prolaps oder Hernien. Dies bestatigt auch Buchsbaum et al. (2006) bei biologischen
Schwestern und deren  &hnlicher  Kontinenzstatus unabhéngig einer
vorausgegangenen vaginalen Spontangeburt. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit
einer umfangreichen Forschung Uber die Entstehung einer Stressinkontinenz sowie
der Préavention und Therapie. In Kurzform folgen die bisherigen Theorien der

Entstehung einer weiblichen Belastungsinkontinenz.



1) Drucktransmissionstheorie nach Enhérning (1961)

Der Blasenhals liegt in seiner normalen anatomischen Lage oberhalb des
Beckenbodens im abdominopelvinen Gleichgewicht. Bei Erhéhung des intra-
abdominalen Druckes steigt auch der Druck im Blasenhals und die Kontinenz ist
gewahrleistet. Bei Verlagerung des Blasenhalses aus dem intraabdominalen Bereich
unter die Beckenbodenebene entsteht nun bei einem Anstieg des intrabdominalen
Druckes ein Druck entlang des Blasenhalses in der Urethra. Der intravesikale Druck

Ubertrifft den Urethraldruck und es kommt zu einer Inkontinenz.

2) Suburethrale Hangemattentheorie nach DelLancey (1994)

Die vordere Vaginalwand bildet im Bereich des Blasenhalses ein Widerlager unter der
Urethra, die suburethrale Hangematte. Die Kontraktion der periurethralen Muskulatur
bedingt eine Annaherung des suburethralen Bindegewebes an die Urethra und
dadurch den Urethraverschluss und im Gegenzug durch Muskelrelaxation eine
Offnung der weiblichen Harnréhre. Eine Erschlaffung der vorderen Vaginalwand fuihrt

zu unvollstéandiger Kompression und damit Inkontinenz.

3) Integraltheorie nach Petros und Ulmsten (1990, 1993)

Der Miktionszyklus erfolgt durch das Zusammenspiel der pubourethralen Muskulatur
und Levatormuskulatur, der Pubourethralligamente, der Pubococzygealmuskulatur
und der Sakrouterinligamente. Sie koordinieren die Wirkung der Muskelkrafte und
fuhren damit zu einer Verlagerung der Vagina, womit die Urethra geotffnet wird oder
verschlossen werden kann. Der Funktionsverlust einer dieser Strukturen beeinflusst

den Urethraverschlussmechanismus und bedingt die zu Inkontinenz.

Diese Theorien bildeten auch die Grundlage fiur die operativen Therapien der
Stressinkontinenz. Burch beschrieb infolge der Drucktransmissionstheorie die
urethrovaginale Fixation der vorderen Vaginalwand an das Coopersche Ligament zur

Behandlung der Stressinkontinenz und einer Zystozele 1961 (Burch et al., 1961).



Fur viele Jahre galt die Burch-Kolposuspension als Goldstandard. Die Erfolgsrate lag
bei 61%-100%, bei einer Komplikationsrate bis zu 41% (Dainer et al., 1999). Ein
weiteres Problem ist die haufig folgende Senkung im posterioren Kompartiment
(Wiskind et al., 1992). Dies fuhrte auf der Grundlage der Integraltheorie zur
Entwicklung der TVT-Operation (Ulmsten et al., 1996). Die Einlage eines
spannungsfreien Bandes mitturethral ist mittlerweile als Goldstandard anzusehen
(Kilicarslan et al., 2003).

Jedoch sind die Langzeitergebnisse der Kolposuspension nach Burch bezlglich der
Inkontinenzbehandlung ahnlich effektiv, allerdings verbunden mit einer langeren OP-
Zeit (Ward et al., 2007).

Der sichere Verschluss der weiblichen Harnréhre in Belastungssituationen ist somit
abhangig vom Zusammenspiel der verschiedenen intra- und extraurethralen
Strukturen. Die wichtigsten extraurethralen Bestandteile sind wie oben beschrieben
die suburethrale Vaginalwand, die Pubourethralligmente, die endopelvine Fascie des
Muskulus pubococzygeus und die Muskulus levator ani, aber auch das periurethrale
Bindegewebe (Ulmsten und Falconer, 1999; DelLancey et al., 2007; Miller et al., 2004).
Der Entstehung einer weiblichen Belastungsinkontinenz scheinen anatomische
Dysfunktionen, biochemische und ultrastrukturelle Defekte der intra- und
extraurethralen Bestandteile vorauszugehen (Falconer et al., 1996). Dies erklart unter
anderem die mit Gber 10 % sehr hohe Rezidivrate nach Stressinkontinenz-operationen
(Leach et al., 1997).

Die Rolle des Bindegewebes spielt somit eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung
einer Belastungsinkontinenz und soll ein Schwerpunkt vorliegender Untersuchungen

sein.



3 Allgemeine, klinische und anatomische Aspekte des Deszensus
bzw. Prolaps uteri

Der Beckenboden als kaudaler Abschluss der abdominalen Cavitat tragt die Organe
des Abdomens. Er schiitzt beim aufrechten Gang die Organe vor dem unkontrollierten
Tiefertreten und ermdglicht z.B. Sexualverkehr, die Geburt sowie Stuhl- und
Urinkontinenz bzw. —entlehrung (Milley and Nichols, 1970). Beckenbodeninsuffizienz
kann dazu fuhren, dass bei Druckerh6hung im Bauchraum der Beckenboden nicht
mehr in der Lage ist, den Hiatus genitalis zu schlieRen bzw. die Organe des Beckens
vor einer Absenkung zu schitzen (Norton et al., 1995).

Der daraus resultierende Prolaps der Organe des weiblichen Beckens insbesondere
der Gebarmutter ist weit verbreitet, haufig bei alteren Frauen. Dies fihrt bei den
Betroffenen zu einer erheblichen Beeintrachtigung der Lebensqualitat. Es wird
angenommen, dass ca. 50 % aller Frauen, die ein oder mehrere Kinder geboren
haben, unter einem der verschiedenen Grade des Beckenbodenprolaps leiden (Kim et
al., 2007).

Weitere Risikofaktoren sind das Lebensalter (Uber 70 Jahre), Adipositas, Rasse,
Hormonmangel, vorausgegangene beckenbodenchirurgische Eingriffe  und
neurologische Erkrankungen (Moalli et al., 2003; Smith et al., 1989; Swift et al., 2003).
Auch genetische Ursachen sind bereits vermutet worden. So beobachtete Altman et
al. (2008) eine Haufung von Prolaps und Inkontinenz bei Zwillingen nach Auswertung
der schwedischen Zwillingregisterstudie.

Uber die Halfe aller tiber 50-jahrigen Frauen haben einen Deszensus, ein Drittel aller
betroffenen Frauen leiden an einer symptomatischen Zystozele mit einer Inzidenz von
9 auf 100 Frauenjahre (Handa et al., 2004). Ab dem 80. Lebensjahr sind bereits tUber
11 % der Frauen am Beckenboden operiert. 1997 sind in den USA Uber 220 000
Frauen aufgrund eines Prolaps operiert worden und mittlerweile die haufigste
Indikation fiir einen operativen Eingriff einer postmenopausalen Frau (Olsen et al.,
1997).



Die Insuffizienz kann nach DelLancey insgesamt 3 Levels des weiblichen

Beckenbodens betreffen:

Level 1: Betrifft das Ligamentum sakrouterinum bzw. der Ansatz am oberen
Scheidendrittel.
Level 2: Bezieht sich auf das mittlere Drittel der Scheide, welches durch die

laterale, endopelvine Faszie mit dem Arcus tendinus fascia pelvis

verankert ist sowie die Fascia superior des Muskulus levator ani.

Level 3: Beeinhaltet das untere Drittel der Scheide sowie das Perineum.

Im deutschen Sprachraum gilt folgende Grad-Einteilung des Deszensus genitalis:

- Grad 1:
- Grad

- Grad 3:
- Grad 4:

Senkung nicht bis zum Introitus

Senkung bis zum Introitus

Die grof3te distale Ausdehnung reicht bis max. 2 cm vor den
Introitus

Totalprolaps tber den Introitus hinaus

(entsprechend der Richtlinen der Deutschen Gesellschaft fir Gynéakologie und

Geburtshilfe)

International wird auch das Pelvic Organ Prolaps Quantifikation System (POP Q) der

International Continence Society (ICS) angewendet. Es definiert die Stadien des

Prolaps folgendermal3en:

- Stadium O:
- Stadium 1:

- Stadium 2:

- Stadium 3:

- Stadium 4:

kein Prolaps

die groRte distale Prolapsausdehnung ist mehr als 1 cm proximal
des Hymenalsaumes

die groRte distale Prolapsausdehnung ist 1 cm oder weniger
proximal oder distal zur Ebene Hymens

die gro3te distale Prolapsausdehnung ist mehr als 1 cm unter
der Ebene des Hymens, aber nicht mehr als 2 cm weniger als die
totale Vaginallange in Zentimetern.

kompletter Prolaps der gesamten Vaginallange des unteren

Genitaltraktes

(in Anlehnung an die Empfehlungen von Weber et al., 2001).



Wahrend im deutschen Sprachraum der Begriff Deszensus verwendet wird, hat sich
im englichsprachigen Raum der Begriff POP, dies steht fur pelvic organ prolaps,
durchgesetzt. Im deutschen Schrifttum wird in Anlehnung an die Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fur Gynakologie und Geburtshilfe unter Prolaps das
vollstandige Heraustreten des Organs bezeichnet. In dieser Arbeit werden Deszensus

und Prolaps synonym verwendet.

In den letzten Jahren hat sich auch das Spektrum operativer Techniken in der
plastischen Rekonstruktion des weiblichen Beckenbodens deutlich erweitert. Die Rate
an Rezidiven und Folgeeingriffen ist mit 17% sehr hoch (Denman et al., 2008). Deshalb
ist es von besonderem Interesse, mehr (ber die Entstehung eines
Beckenbodenprolaps und speziell des Uterusprolaps zu wissen. Die Abnahme des
Kollagenanteils bei Frauen mit Prolaps wird bereits seit einigen Jahren postuliert (Chen
et al.,, 2004; Chen et al., 2002; Ulmsen et al., 1987). Dies betrifft auch Regionen
aulBerhalb des Beckenbodens und unterstreicht die These einer allgemeinen
Bindegewebsschwache (Bakas et al., 2004).

Aus dem bisherigen Wissensstand Uber die Entstehung eines Prolaps uteri kbnnen wir
annehmen, dass hier das Ligamentum sakrouterinum neben dem Ligamentum
cardinale eine herausragende Rolle spielt (Ramanah et al., 2012).

Es gewahrleistet die Stabilithit des Uterus sowie des oberen Scheidendrittels
(DeLancey, 1992).

Auch bei einer Senkung der vorderen Scheidenwand wird dem Ligamentum
sakrouterinum eine ursachliche Rolle zugeschrieben (Rooney et al., 2006; Summers
et al., 2006).

Bereits 1950 beschrieb Campbell das Ligament als ein Gebilde fibroelastischen
Gewebes, glatter Muskulatur und Nervenfasern. Das Ligament zieht dorsolateral der
Zervix zur prasakralen Fascie und den Wirbelkdrpern S2-S4. Buller et al. (2001)
favorisiert S1-S3 als Ansatz sowie eine Faservermengung mit dem Ligamentum
cardinale. Auch der Muskulus coccygeus, Muskulus piriformis sowie das Os sacrum
sind als proximale Insertionsstellen beschrieben (Umek et al., 2004).

Das Ligamentum sakrouterinum wird in einen sacralen, mittleren und zervikalen Anteil

eingeteilt.



Das zervikale Drittel ist charakterisiert durch Bindegewebe, Mukelfasern sowie kleine
Blutgefalle und Nervenstrange. Das mittlere Drittel hat im Vergleich dazu einen
hoéheren Anteil an Bindewebsfasern, aber weniger Muskelfasern, Blutgefal3e und
Nervenbiindel. Das sakrale Drittel hat weniger Bindegewebsanteile, einige Lymph- und
Blutgefalie sowie Fettgewebe (Ramanah et al., 2008).

Die Nervenbindel sind zu einem grof3en Anteil dem Plexus hypogastricus inferior
zuzuordnen (Butler-Manuel et al., 2000).

Der zervikale Anteil kann bis 17 kg halten, bis er nachgibt. Der sakrale Anteil halt
dagegen nur 5 kg (Buller et al., 2001). Im sakralen Anteil sind auch deutlich mehr
Nervenstrange, insbesondere der Sakralnerven zu sehen, als im zervikalen Anteil
(Wieslander et al., 2007).

Die Angaben zur Gesamtlange differieren zwischen 8,7 cm (Siddique et al., 2006). und
12-14 cm (Vu et al, 2010). Zu erklaren ist dies mit den unterschiedlichen
Untersuchungbedingungen z.B. als frische Leiche, nach Paraffineinbettung oder
mittels bildgebender Verfahren (Umek et al., 2004). Die rechte Seite ist breiter als die
linke Seite (Campell 1950).

Cole et al. (2006) fanden im Ligamentum sakrouterinum neben Kollagenen auch
elastische Fasern sowie Fibroblasten.

Die funktionelle Bedeutung besteht einerseits in der Verankerung und Stabilisierung
des Uterus sowie des oberen Scheidendrittels und andererseits in einer
Gewabhrleistung der Flexibilitat. Dies betrifft die Blase, die Vagina und das Rektum.
Hier erfordern die unterschiedlichen Fillungszustéande bzw. Lageveranderungen und
Beanspruchung der Organe eine hohe Compliance der Bindegewebsstrukturen.

Fur unsere Untersuchungen spielen die immunhistochemischen Farbungen der
Biospien aus dem zervikalen Drittel des Ligamentum sakrouterinum eine wichtige

Rolle.
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4 Zusammensetzung des Bindegewebes und Charakterisierung von
Bindegewebsproteinen

Unter der Bezeichnung Bindegewebe wird jenes Gewebe verstanden, welches Organe
und Korperteile zusammenhalt. Es beeinhaltet Zellen und die Intercellularsubstanz.
Bestandteile des Bindegewebes sind nach  heutigen  Auffassungen
Bindegewebszellen, geformte (Kollagene, Elastin) und ungeformte Bestandteile
(Proteoglykane, Matrix-Glykoproteine) sowie Wasser, Elektrolyte und Glykoproteine
aus dem Blut (v. Keyserlingk, 1985).

Das Bindegewebe wird unterteilt in die pericellulare Matrix, deren Komponenten mit
Strukturen der Zellmembran verbunden sind, in das klassische Interstitium, welches
den Intercellularraum einnimmt und die Zellen voneinander trennt sowie in die Ba-
salmembran, als Support der epithelialen und endothelialen Zellen (Schuppan 1990).
Im aktuellen Schrifttum wie auch in der vorliegenden Arbeit wird der Begriff
Bindegewebe und extracellulare Matrix synonym verwendet. Die extracellulare Matrix
ist fur die Entwicklung von multicellularen Organismen unerlasslich (Shoulders und
Raines, 2009). Sie liefert den Zusammenhalt der einzelnen Gewebekompartimente,
induziert die Zellpolarisation und beeinflusst die Differenzierung und Genexpression
(Slavkin, 1982; Mauger et al., 1983). Das Stroma hat damit eine wichtige Funktion fur
das Zellwachstum und den Erhalt multicellularer Organismen (Hay 1984). Die
Matrixkomponenten spielen des Weiteren in Umbau- und Reparaturvorgangen
ausdifferenzierter Gewebestrukturen (Sodek 1977) eine wichtige Rolle. Sie beinhalten
Kollagene und Glykoproteine, auf die in den nachsten beiden Abschnitten

eingegangen wird.
4.1 Kollagen

Kollagene sind eine Familie von genetisch und funktionell verschiedenen
Strukturproteinen (Brinkmann, 2005). Sie repréasentieren nahezu ein Drittel aller
Proteine des menschlichen Organismus. Mittlerweile unterscheidet man 28 Kollagen-
typen (Veit et al., 2006, Shoulders and Raines, 2009). Eine Ubersicht in dieser Arbeit
verwendeter Kollagene hinsichtlich Strukturzusammensetzung und Lokalisation zeigt
Tabelle 1.
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Tabelle 1:  Ubersicht der untersuchten Kollagentypen
(Schoulders and Raines 2009)

Typ Strukturzusammensetzung Lokalisation

I al(l)2a2(1) Interstitielle Fibrillen in der Haut,
Sehnen, Ligamente

1 al(ll)3 Interstitielle Fibrillen in der Haut,
Blutgefalie, Magen-Darmtrakt,
Ligamente

v al(lV)2 a2(1V) Basalmembran
a3[IV]a4[IV]a5[IV]
a5[1V]2a6[IV]

\% al[v]3 Interstitielle Fibrillen in der
al[V]2a2[V] Intima der Blutgefal3e, Haut,
al[V]a2[V]a3[V] Ligamente, Plazenta

Vi al(VD)a2(VH)a3(VI) Interstitielle interfibrése Filamente
a1[VIa2[VI] a4[VI] in der Haut, Ligamente, Kornea

Samtliche Kollagentypen bestehen entweder aus 3 gleichen oder aus verschiedenen
Polypeptidketten, die eine Tripelhelixstruktur formen. Haufig vorkommende
Aminosauren im Kollagen sind Prolin, Hydroxyprolin und Glycin. Hydroxyprolin ist ein
typischer Bestandteil des Kollagen (Piez, 1984) und kann fiur die quantitative
Bestimmung herangezogen werden (Suzme et al., 2007; Schultka et al., 1986). Es gibt
verschiedene Polypeptidketten (a-Ketten), die sich in Aminosauresequenz und Lange
unterscheiden. Durch Kombination der Polypeptidketten ergeben sich distinkte
Kollagentypen (Bornstein und Sage, 1980). Sie lassen sich in den Gewebe-
kompartimenten nachweisen und unterscheiden sich morphologisch (v. Keyserlingk
1985).
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Intracellular werden die Tripel-Helix-Precursormolekiile - Prokollagene genannt -
synthetisiert. Die amino- und carboxy-terminalen Enden enthalten nichtkollagene
Peptide (Sage und Bornstein, 1982). Das carboxy-terminale Ende spielt wahrend der
Synthese im rauen endoplasmatischen Reticulum eine bedeutende Rolle in Auswabhl
und korrekter Anordnung der 3 a-Ketten (Schuppan und Hahn, 1987). Dort findet auch
die Hydroxylierung der Prolin- bzw. Lysinreste statt. Nach Exprimierung folgt die
Spaltung der N- und C-terminalen Prokollagenpeptide (Fessler und Fessler, 1978). Die
Molekulanordnung  sowie die  verschiedenen  enzymatisch  gesteuerten
Stabilisierungsprozesse liefern Voraussetzungen fur die Fibrillogenese (Fleischmajer
et al., 1983). Die Regulation der Fibrillenbildung unterliegt Einfliissen, die nicht alle
endgultig geklart sind (Kadler et al., 2008). Die Kollagenasen werden im aktuellen
Schrifttum als Matrix-Metalloproteinasen (MMP) bezeichnet. Der Regulator der Matrix-
Metalloproteinasen sind die Tissue derived Inhibitor Metalloproteinasen, genannt
TIMP (Shapiro, 1998). Deren Zusammenspiel garantieren den Abbau des Kollagens
und damit die Aufrechterhaltung der Umsatzrate, auch Turn over genannt (Chen et al.,
2002).

Die Fasern, die aus Typ |- und lll-Kollagen bestehen, bilden den Hauptanteil der
Strukturproteine (Henkel und Glanville, 1982; Miller und Gay, 1987).

Kollagen Typ lll ist in den frihen Phasen der Wundheilung und bei der Leberfibrose
verstarkt nachweisbar (Gay und Miller 1978). Kollagen Typ V wird in filamentésem
Material gefunden, welches am Ende der grof3en Kollagenfibrillen entspringt. Es wird
als eine Komponente der sogenannten Kernfibrillen betrachtet (Becker et al., 1991).
Typ I- und V-Kollagen werden haufig aneinander assoziiert in einer Faser
nachgewiesen (Fitch et al., 1984). Typ V-Kollagen kommt in den meisten Geweben in
geringerer Menge als Kollagen Typ | und Ill vor, ist aber in arteriosklerotisch
veranderten GefalRen, bei Leberfibrose und im Granulationsgewebe vermehrt
visualisierbar (Schuppan, 1990). Mit Hilfe immunhistochemischer und elektronen-
mikroskopischer Verfahren stellen sie sich extracellular als schmale Fasern und oft an
glatte Muskelzellen assoziert dar (Gay et al., 1981). Lichtmikroskopisch wird Kollagen
Typ V in Nahe der Basalmembran und in der Interna der Arterien gefunden (Modesti
et al., 1984).

Typ IV-Kollagen ist neben Laminin, Entactin und Heparansulfat eine Hauptkompo-
nente von Basalmembranen. Es unterscheidet sich biochemisch von den fibrillaren

Kollagenen Typ |, Il und V. Prokollagen Typ IV ist deutlich langer (400 nm) als
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Prokollagene von Typ | und 11l (320 nm) (Timpl et al., 1981). Prokollagen Typ IV wird
nicht dem extracellularen Processing unterzogen. Es polymerisiert in ein 3-
dimensionales Netzwerk, das auf jene terminalen Propeptide zurtickzufihren ist, die
nicht proteolytisch abgebaut werden (Timpl, 1989). Diese extracellularen Strukturen
separieren die Epithelzellen vom darunterliegenden Bindegewebsstroma und spielen
eine bedeutende Rolle in der Zelldifferenzierung, der Morphogenese und der
Wundheilung. Basalmembranen regulieren somit die Erndhrung und Morphe des
Epithels und bilden einen selektiven Filter zwischen zirkulatorischen und stromalen
Kompartimenten (Miner et al., 2004)

Entgegen friherer Vermutungen ist Typ V-Kollagen kein Bestandteil der
Basalmembran. Broeck et al. (1985) und Schuppan et al. (1986) beschreiben Typ V
als mikrofibrillares Kollagen im Bindegewebsstroma, welches nur in Kontakt mit, aber
kein Bestandteil der Basalmembran ist. Kollagentyp V ist direkt in die Fibrillogenese
involviert und kontrolliert auch die Grol3e der jeweiligen Bindegewebsfasern.

Kollagen Typ VI - ein mikrofibrillares Kollagen - ist mit Kollagen Typ | und Il assoziert
und oft zusammern in einer Faser integriert. Kollagentyp V und VI sind auch in der
Matrix zwischen den Fasern zu finden (Hardingham und Fosang, 1992). Es ist ebenso
fur die Faserbildung, die sogenannte Fibrillogenese verantwortlich, und dient als
Verbindung zwischen Kollagenen und elastischen Fasern (Scott, 1988).

Kollagen Typ VI wird als ubiquitdre Komponente der extracellularen Matrix gefunden
(Von der Mark et al., 1984; Bruns et al., 1986). Trueb et al. (1987) beschreiben Typ VI-
Kollagen als ein Hauptbestandteil der Strukturkomponenten im Bindegewebe.
Prokollagen Typ VI ist mit einer Ladnge von 105 nm deutlich kirzer als Prokollagene
Typ I, lll, IV und V, wobei es als antiparalleles Dimer angeordnet ist und 2 von diesen
zu einem Tetramer assoziieren (Engel et al., 1985). Bausteinhistochemische
Untersuchungen zeigen, dass Kollagen Typ VI-Filamente ein flexibles Netzwerk fur die
Verankerung z.B. von Blutgefal3en, Nerven und Kollagenfasern in die umgebende
Matrix bilden (Bruns et al., 1986).

4.2  Glykoproteine

Neben Kollagen spielen im Intercellularraum auch Glykoproteine eine wichtige Rolle.
Sie werden durch Proteine mit relativ kurzen Kohlenhydrat-Seitenketten charakterisiert
und sind oft mit anderen Matrixmolekilen verknipft (v. Keyserlingk, 1985).
Glykoproteine sind Schlisselelemente fur die strukturelle und funktionelle

Organisation der extracellularen Matrix und unter anderem in Vorgdnge der
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Signaltransduktion involviert (Ruoslahti, 1988). Wichtige Glykoproteine dieser Arbeit
sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2. Molekulargewicht und Lokalisation der Glykoproteine
(Schuppan et al., 1990)

Glykoprotein Molekulargewicht [kDA] Lokalisation
Vitronektin 70 Interstitium
Fibronektin 540 Interstitium
Tenascin 1200 Interstitium
Laminin 900 Basalmembran

Das Glykoprotein Fibronektin kommt in geléster Form im Blut und in ungeléster Form
auf Zelloberflachen und im Bindegewebe vor (Kadler et al., 2008). Charakteristisch
sind spezifische Bindungsstellen fur Kollagen und Fibronektin bzw. Fibrin sowie einige
Glykosaminoglycane wie Heparansulfat, Heparin und Hyaluronsaure (Hynes, 1985).
Es bindet ebenso an Oligosaccharide, die Uber die Oberflachen der Zellen
hinausragen. Da die Bindungsstellen fir Kollagen, Glykosaminoglycane, Integrine und
Zelloberflachenstrukturen am Molekul an verschiedenen Postionen lokalisiert sind,
werden die Strukturen Uber Fibronektin aneinander gebunden (Engvall und Ruoslahti
1977; Furcht, 1983; Hakamori et al., 1984). Geltostes Fibronektin wird bei der
Blutgerinnung in das Gerinnsel eingeschlossen. Dies liefert die Haftmdglichkeit fur das
Einwandern von Zellen in das Gerinnsel (Clark, 1987). Bei Wundheilung ist es
Bestandteil im Granulationsgewebe noch vor dem Auftreten von Kollagenfasern und
verschwindet im Narbengewebe. Fibronektin wird zwischen den Kollagenfibrillen und
einem Netzwerk ungebundener Mikrofibrillen, welche Typ V- Kollagen enthalten,
nachgewiesen und ist in die Biosynthese des Kollagen involviert (Kadler et al., 2008).
Laminin ist ein weiteres Glykoprotein und bildet mit Kollagen Typ 1V die Hauptkompo-
nente aller Basalmembranen. Somit wird es in fast allen Organen nachgewiesen
(Miner et al., 2004). Als kreuzférmiges Molekil besitzt es Doméanen, die spezifisch an
Kollagen Typ IV, Heparansulfat, Entactin, Integrine sowie mindestens 2 Klassen von
Zellmembranrezeptoren epithelialer und endothelialer Zellen binden (Aumailley et al.,
1987). Es wird von den auf der Basalmembran aufsitzenden Epithelzellen produziert

und reguliert Wachstum sowie Ernahrung der Epithelzellen (Timpl et al., 1979). Es
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bindet die Komponenten der Basalmembran an die darunter liegenden Zellstrukturen
und stabilisiert sie (Timpl 1989). In der Embryonalentwicklung beeinflusst es die
Zellmigration und das Wachstum z.B. der Nervenzellen und BlutgefalRe (Schéele et
al., 2007). Bei zahlreichen Erkrankungen spielt dieses Glykoprotein eine wichtige
Rolle. Bei Patienten mit allergischen Asthma zeigt sich eine Laminintberproduktion mit
Verdickung der Basalmembran (Amin et al, 2005). Dagegen wird die
Lamininexpression bei beginnender Tumorinvasion deutlich reduziert (Maatta et al.,
2001).

Tenascin umfasst eine Familie von vier multimerischen Glykoproteinen der extra-
cellularen Matrix (Tucker und Chiquet-Ehrismann, 2009). Diese beinhaltet Tenascin C,
X, R und W. Das am intensivsten analysierte Mitglied dieser Familie ist Tenascin C,
welches auch in dieser Arbeit untersucht wird. Das Glykoprotein Tenascin C — frihere
Begriffe sind Cytotactin und Hexabrachion - wird im Mesenchym um das sich
entwickelnde Epithelgewebe vieler fetaler Organe gefunden (Aufderheide und Ekblom,
1988).

Zhang et al. (1993) beschreiben Tenascin in Form globulérer Strukturen zwischen lose
gepackten Kollagenfibrillen. Es zeigt eine fast kontréare Verteilung zu Fibronektin und
ist z.B. in die Wundheilungsprozesse eingebunden (Neurath, 1993; Huang et al.,
2001). Tenascin C ist ebenso in pathophysiologische Vorgange, z.B. bei Gefal3-
erkrankungen (Ishigaki et al., 2011) involviert, beeinflusst Zellmigration und Wachstum
und reguliert unter anderem die Zell-Zell-Adhéasion (Liotta und Kohn, 2001). Es wird
jedoch auch im Stroma von Karzinomen beobachtet und ist Marker fur die epitheliale
Malignitat (Chiquet-Ehrismann et al., 1986, 1988). Auch in der Umgebung von
invasiven und prainvasiven Tumoren z.B der Brust ist Tenascin lokalisierbar (Goepel
et al., 2000; Goepel et al., 2003).

Das multifunktionale Glykoprotein Vitronektin ist ein weiterer Bestandteil der
extracellularen Matrix und des Blutplasma (Schvartz et al., 1999). Ahnlich Fibronektin
kann es an Zellen und Heparin binden, unterscheidet sich jedoch biochemisch und
immunologisch von diesem Glykoprotein (Kost et al., 1992). Es vermittelt die
Zelladhasion sowie Zellmotilitat und ist in Vorgadnge der Blutgerinnung eingebunden
(Hayman et al.,, 1983; Suzuki et al., 1984). Durch Aktivierung der Matrix-
Metalloproteinasen kann es die Degradation der Matrix beeinflussen (Bafetti et al.,
1998). Vitronektin wird eine Rolle in der Angiogenese, bei der Wundheilung und
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Tumorprogression zugeschrieben (Seiffert, 1997; Varner und Cheresh, 1996). Es
assoziiert einerseits an kollagene Fasern (Gebb et al., 1986) aber auch an elastisches
Material (Dahlbéack et al., 1986).

4.3  Elastin

Die Organe des weibliche Reproduktionstraktes sind bekanntermaf3en reich an
elastischen Fasern (Lin et al., 2007). Der Hauptbestandteil der elastischen Fasern ist
das Protein Elastin, welches in monetarer Form als Tropoelastin, eine Vorstufe des
Elastins, bezeichnet wird (Kagan und Li, 2003). Reife elastische Fasern setzen sich
hauptsachlich aus zwei Komponenten zusammen: Elastin und den Mikrofibrillen
(Ross, 1970; Rosenbloom, 1982; Kreis und Vale, 1993). Elektronenmikroskopische
Untersuchungen zeigen, dass Elastin den Kern dieser Fasern bildet, dagegen
Mikrofibrillen in deren Peripherie verteilt sind. Das Protein Elastin stellt mit einem Antell
von etwa 90 Prozent den Hauptbestandteil reifer elastischer Fasern dar (Ross, 1973).
Elastin besitzt im Vergleich zu anderen Proteinen den starksten hydrophoben
Charakter (Cleary und Gibson, 1996). Gewahrleistet wird dies durch den
aul3ergewohnlich hohen Gehalt an apolaren Aminosauren wie Alanin, Valin, Glycin
und Prolin (Ross, 1970). Diese Aminosauren treten haufig in der Sequenz Val-Pro-
Gly-Val-Gly innerhalb des Elastinmolekuils auf (Urry et al., 1995). Die hydrophoben
Regionen sind von Bedeutung fur die raumliche Struktur des Elastins und die
reversible Dehnbarkeit bis zu etwa 150 Prozent (Cleary und Gibson, 1996). Solche
hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb des Molekuls bedingen das Auftreten von 3-
Spiralen und gedrehten Filamenten (Urry et al., 1995). Eine Dehnung der Fasern fihrt
dabei zu einer Entropieabnahme. Der Wegfall der dehnenden Kraft hat die sofortige
Entropiezunahme und damit die Ruckkehr in den Ausgangszustand zur Folge. Zur
Erklarung der reversiblen Verformbarkeit dienen auch andere raumliche Modelle des
Elastinmolekils (Rosenbloom, 1982). Das oiled-coil-Arbeitsmodell von Gray et al.
(1973) beschreibt die Ausbildung von a-Helices und deren hydrophoben
Wechselwirkungen.

Die reversible Dehnbarkeit und Verformbarkeit des Elastins erklart das reichliche
Vorkommen reifer elastischer Fasern in entsprechend belasteten Organen und
Strukturen, wie Lunge (Starcher, 1986; Chambers und Laurent, 1996), Knorpel (Keith
et al., 1977), Bandscheiben (Johnson et al., 1982), Blutgefal3en (Lethias et al., 1987)
und Endokard (Klein und Bock, 1983). Veranderungen der Elastin-DNA auf
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Chromosom 7, der m-RNA oder des Elastins selbst sind bei unterschiedlichsten
Erkrankungen feststellbar, z.B. bei der Aortenstenose, bei Cutis laxa (Davidson et al.,
1995) und Pseudoxanthoma elasticum (Hashimoto und DiBella 1967). Der vielfach
nachgewiesene Abbau von Elastin durch Elastase (Bodley und Wood, 1972; Oakes
und Bialkower, 1977; Oxlund und Andreassen, 1980) kann bei Pathologie z.B. in der
Lunge zur Ausbildung eines Lungenemphysems mit erheblich verschlechterter
Compliance dieses Organs fuhren (Pierce et al., 1995).

Bei der postmenopausalen Frau unterliegt das elastische Fasergewebe einem
verlangsamten Auf- und Abbau, dem turn over. Bei Schwangerschaft und Geburt ist
der Auf- und Abbau erheblich beschleunigt (Woessner et al.,, 1963). Ein
Zusammenhang zwischen veranderter Homoostase der elastischen Fasern im Alter
und einer Bindegewebsinsuffizienz wird von Liu et al. (2006) vermutet. Lysyloxidasen
beeinflussen die Bindung zwischen Elastin und Kollagen und damit die Stabilitat der
Bindegewebsfasern. Dies betrifft das cross linking zwischen Tropoelastin, der Vorstufe
des Elastin, und Prokollagen zu einer reifen funktionellen Kollagen- bzw. Elastinfaser
(Kagan et al., 2003). Damit sind extreme Grofl3enveranderungen im weiblichen
Genitaltrakt z.B. unter der Geburt oder in der Ruckbildungsphase mdglich.

In dieser Arbeit wird bei Mausen, bei denen die Lysinoxidase gehemmt wurde, eine
massive Beeintrachtigung des elastischen Fasersystems gesehen und damit die
Entwicklung von Beckenbodenprolaps und Inkontinenz beschleunigt. Damit wird auch
den elastischen Fasern eine Rolle in der Erhaltung der Stabilitat des Beckenbodens
zugeschrieben (Alarab et al., 2010).

Untersuchungen an Lunge (Vitellaro-Zuccarello et al.,, 1994), Limbus corneae
(Carrington et al., 1984) und Arteria basilaris (Chopard et al., 1998) dokumentieren
eine Abnahme an reifen elastischen Fasern mit zunehmendem Lebensalter. Robert et
al. (1988) stellten dagegen in der Haut eine Zunahme elastischer Fasern mit
zunehmenden Lebensalter fest.

Permanente Dehnungsreize ziehen Veranderungen im elastischen Fasersystem nach
sich (Zong et al., 2010). Insbesondere bei obstruktiven Erkrankungen der Harnréhre
mit verstarkter Ablagerung von Elastin in der iberdehnten Harnblasen-wand (Levy und
Wight, 1990; Ewalt, 1992) wird dies als ,Hyperelastose® bezeichnet (Elbadawi et al.,
1998).

Die mechanische Belastung fiihrt bei den Mikrofibrillen zu einer La&ngenzunahme und

einer Verminderung ihres Durchmessers (Jonas und Riede, 1980). Eine Uber-
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belastung zieht den Verlust ihrer reversiblen Dehnbarkeit nach sich (Kielty et al., 2002).
Lichtmikroskopische Studien zum Nachweis elastischer Fasern fuhrten bereits
Moraller et al. (1912) und v. Mdllendorff (1930) in den Ligamenta rotunda, sacro-
uterina, ovarii propria und lata durch. Sie enthalten ein verzweigtes Netzwerk elas-
tischer Fasern und glatter Muskelzellen, welche eine Art Schutzvorrichtung fur die
darin verlaufenden Blutgefal3e bilden (Petry, 1942). Im Septum rektovaginale zeigen
sich elastischen Fasern eng anliegend an glatten Muskelzellen (Milley und Nichols,
1968). Die Bindegewebsmatrix im Bereich des Hiatus musculi levatoris ani enthéalt
neben kollagenen auch elastische Fasern und garantiert die Verankerung der
weiblichen Urethra (Shafik 1999, 2000). In den Ligamenta pubourethralia, welche die
Harnréhre am Schambein fixieren und damit die Integration in die umliegenden
Strukturen gewabhrleisten, verlaufen elastische Fasern parallel zu kollagenen Fasern.
Veranderungen in der Matrix dieser Haltestrukturen im Sinne einer ,,Auflockerung” des
Bindegewebes kann die Entstehung einer Belastungsinkontinenz begunstigen
(Zacharin  1963). Dagegen konnte Wilson et al. (1983) in licht- und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen das Vorkommen elastischer Fasern in
den Ligamenta pubourethralia weder bei harnkontinenten noch bei stressinkontinenten
Frauen Dbestatigen. Widersprichliche  Untersuchungsergebnisse sind  bei
Untersuchungen des Beckenbodenbindegewebes héaufig anzutreffen. Auch das
Verhéltnis der Fasern untereinander bzw. zur umliegenden Matrix ist fur die
physikalischen Besonderheiten des Bindegewebes ausschlaggebend. Die Fibro-
blasten sind eingebettet in das von ihr produzierte komplizierte Fasersystem und
Wechselwirkungen unterworfen. Diese Zellen exprimieren Matrixproteine, welche sich
letztendlich zu Bindegewebsfasern organisieren und beeinflussen als Rickkopplung
wiederum die Proteinproduktion der Fibroblasten. Das Verhaltnis zwischen den
kollagenen und elastischen Fasern sowie den umliegenden Matrixkomponenten z.B.
Glykoproteinen oder Lysyloxidasen beeinflusst das Zusammenspiel aller bisherig
genannten Faktoren und damit die physikalischen Eigenheiten der jeweiligen
Bindegewebsregion beziglich Stabilitat, Verformbarkeit und Reversibilitdt (Norton,
1993).
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4.4 Bindegewebe und Belastungsinkontinenz

Der wirksame Verschluss der weiblichen Harnréhre ist an die Funktionstlichtigkeit
mehrerer anatomischer Strukturen geknupft. Bei Frauen mit Stressharninkontinenz
scheint das Bindegewebe, welches an die Urethra grenzt bzw. in deren Nachbarschaft
liegt, hinsichtlich seiner Kollagenfasermenge und —qualitat veréandert zu sein und
funktionell nicht mehr zu gentgen (Ulmsten und Falconer, 1999). Histochemische
Untersuchungen des paraurethralen Bindegewebes zeigen Kollagenfasern mit
zunehmend grolRerem Durchmesser bei stessinkontinenten Frauen (Falconer et al.,
1996). Der Anteil von Kollagentyp | und Illl nimmt bei Patientinnen mit einer
Stressinkontinenz nachweislich ab (Wang et al., 2013). Andere Autoren (Verelst et al.,
2002) fanden keine Unterschiede bei inkontinenten Frauen im Vergleich zu
kontinenten Frauen und deuten die Schwierigkeit der Interpretation der
Untersuchungsergebnisse im Zusammenhang mit der Ausprédgung einer

Belastungsinkontinenz an.

Das Beckenbodenbindegewebe ist auch hier vor allem aus Kollagen, Elastin sowie
Proteoglykanen und Glykoproteinen, welches die wichtigsten extracelluare
Matrixkomponenten beeinhalten, zusammengesetzt. Wen et al. (2008) vermuten die
Ursache aufgrund einer  schwangerschaftsbedingten  Veranderung des
Beckenbodenbindegewebes und einer sich daraus entwickelten Inkontinenz. Falconer
et al. (1998) favorisieren altersabhangige Prozesse. Die Zusammensetzung des
Bindegewebes wird verandert durch den Turn over, welcher zum Beispiel durch
Expression von Proteinasen wie Elastinasen, Matrix-Metalloproteinasen und deren
Proteinaseinhibitoren gewahrleistet wird (Shynlova et al., 2013). Das Bindegewebe
unterliegt wahrend aller Lebensphasen der Frau einem Turn over (Vassilev et al.,
2005), Eine Imbalance dieses Auf- und Abbaus und des Gleichgewichtes zwischen
Synthese und Break down der Matrixproteine, ihrer Regulatoren sowie Rezeptoren

fuhren oft zu einer Schwachung des Beckenbodenbindegewebes (Zong et al., 2010).

Da die nachgewiesenen Elemente des Bindegewebes der Periurethralregion in die
Pathogenese der Entwicklung einer weiblichen Belastungsinkontinenz involviert sind,
waren vorliegende Untersuchungen darauf gerichtet, die einzelnen Stroma-
komponenten in Strukturen des Beckenbodenbindegewebes zu verifizieren.

Insbesondere die bisher nicht beachteten Glykoproteine (Vitronektin, Laminin
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Tenascin und Fibronektin) und elastischen Fasern spielen neben den kollagenen
Fasern in den bausteinhistochemischen Untersuchungen eine zentrale Rolle. Wir
untersuchten das periurethrale Stroma bei postmenopausalen Patientinnen, die sich
einem beckenbodenchirurgischen Eingriff unterzogen, mit und ohne Inkontinenz.
Weiterhin gingen wir der Frage nach, ob sich bei stressinkontinenten Patientinnen
Unterschiede in der Zusammensetzung der Periurethralregion zwischen Frauen mit

normo- bzw hypotoner Urethra erkennen lassen.

Die Untersuchungen der Bindegewebsveranderungen bei inkontinenten Frauen sollen
einen weiteren Beitrag zur Atiologie der weiblichen Belastungsinkontinenz leisten. Der
Untersuchungzeitraum fallt in die Jahre 1997 bis 2003. Somit blieb es bei der Analyse
der einzelnen Matrixproteine, die bis dahin noch nicht umfassend analysiert wurden.
Die folgenden Jahre brachten zahlreiche Ergebnisse zu den Regulatoren der Kollagen-
und Elastinsynthese, wie die Matrix-Metalloproteinasen, Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase, Elastasen, Lysyloxidasen, Alpha-1-Anti-Trypsin, hormonelle
Einflusse und deren Hormonrezeptorsensivitat.

Ebenso habe genetische Untersuchung zur Typisierung der fir den Aufbau der
extracellularen Matrix verantwortlichen Gene und zahlreiche Polymorphismen-
nachweise zum Grundverstandnis einer Beckenbodeninsuffizienz beigetragen. Der
Nachweis der Matrixproteine ist daher eine eher statische Analyse, soll jedoch im
Kontext mit dem heutigen Wissensstand insbesondere des Turn over im Bindegewebe

des weiblichen Beckenbodens diskutiert werden.
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4.5 Bindegewebe und Prolaps

Obwohl viele Frauen unter einer Dysfunktion des Beckenbodens leiden, sind die
Ursachen der Entstehung noch nicht ausreichend bekannt (Kerkhof et al., 2009;
MacLennan, 2000). Der Prolaps der Beckenbodenorgane ist mit einer deutlichen
Einschrankung der Lebensqualitat verbunden (Subak et al., 2001). Vermutet wird,
dass die stabile Verankerung der Beckenbodenorgane durch komplexe Interaktionen
zwischen der Scheidenwand, des Rektums, des Musculus levator ani und des
Bindegewebes um die Harnrohre gewahrleistet wird. Die Insuffizienz der
Levatormuskulatur geht oft mit der Entwicklung eines Prolaps einher (Boreham et al.,
2002). Trotzdem sind alle Mechanismen, die zur Entstehung eines Prolaps fuhren,
noch nicht endgultig geklart (Campeau et al., 2011; Bidmead und Cardozzo 1998).
Norton et al. (1992) vermuteten bereits eine Schwache der Bindegewebsfaser-
strukturen bzw. der Reparaturmechanismen, was letztendlich zu insuffizienten Fasern
fuhrt. Heute wissen wir, das der Turn over und damit die Balance zwischen Kollagen-
und Elastinsynthese bzw. dem Break down der Matrixproteine entscheidend fir die
Stabilitat des Bindegewebes ist (Moalli et al., 2005). Dieser wird gewahrleistet durch
die Matrix-Metalloproteinasen und Elastasen sowie deren Inhibitoren, die TIMP
(Shapiro et al., 1998). Bei den von Prolaps betroffenen Frauen wird MMP und Elastase
vermehrt und TIMP reduziert exprimiert (Connell et al., 2008; Mathrubutham et al.,
2001). Weiterhin sinkt die Synthese des Elastaseinhibitors Alpha-1 Anti-Trypsin (Chen
et al., 2007) und die fur das cross linking erforderliche Lysyloxidase (Kagan et al.,
2003).

Schon seit langerem ist bekannt, dass sich im Fascienanteil der Beckenboden-
muskulatur im Alter zahlreiche Veranderungen nachweisen lassen (Smith et al., 1989).
Auch ein allgemeiner Estrogenmangel wurde als eine der Ursachen beschrieben
(Mokrzycki et al., 1997). Mittlerweile gehen wir davon aus, dass bereits physiologische
Schwankungen des Hormonlevel z.B. wahrend des Menstruationszyklus den Aufbau
der extracellularen Matrix, uber Aktivierung der MMP bzw. Hemmung der TIMP und
der Lysyloxidase beeinflussen (Shynlova et al., 2013). Postmenopausal kommt es
ebenso durch Hormonabfall zu einer Downregulierung von TIMP und folgedessen zu
einer verstarten Synthese von MMP und so zu einem Kollagen Break down mit
nachfolgender Beckenbodeninsuffizienz. Dies erklart, warum mehr &ltere Frauen von
einem Prolaps betroffen sind (Nygaard et al., 2008). Die positiven Effekte durch

Estrogengabe (Skala et al.,, 2010) mit Hemmung der MMP und verstarkter
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Kollagensynthese kdnnen therapeutisch genutzt werden. In unseren Analysen wurden
diese moglichen Verfalschungen der Kollagensynthese minimiert durch gezielte
Patientinnenauswahl. Jedoch kdnnen auch Beeintrachtigungen der Sensivitat der
Hormonrezeptoren die Kollagensynthse beeinflussen (Ewies et al., 2004). Sogenannte
Polymorphismen  (SNP-Single  nucleotide  polymorphism) verdndern die
Rezeptoraffinitat. Bei Frauen mit Prolaps sind bestimmte Polymorphismen haufiger
anzutreffen (Chen et al., 2008; Chen et al., 2009). Aufgrund dessen sind familiare
Dispositionen zunehmend beleuchtet worden (Allen-Brady et al., 2009).

Von herausragender Bedeutung fir die Beckenbodenstabilitat bei der Frau ist das
Ligamentum sakrouterinum (Reay Jones et al., 2003). Nach DeLancey et al. (1992)
hat das Uterosakralligament eine besondere Bedeutung fir die Fixierung der Zervix
und des oberen Drittels der Scheide. Dieses Ligament ist mesenchymalen Ursprungs
und enthalt Blutgefal3e, Nerven, Fettzellen und vor allem Bindegewebe. Eine
Insuffizienz des Ligamentum sakrouterinum beeinflusst die stabile Verankerung des
Uterus (Ramanah et al., 2012). Wichtiger Bestandteil des Ligamentes und damit auch
verantwortlich fir deren Stabilitat ist die extracellulare Matrix bestehend aus Elastin,
Kollagen und Glykoproteinen sowie deren Rezeptoren und Integrine (Ulmsten und
Falconer 1999; Phillips et al., 2006; Gabriel et al., 2005; Suzme et al., 2007, Chen et
al., 2004). Neue Erkenntnisse Uber die Erkrankungen des Beckenbodens haben auch
zu neuen OP-Techniken geftihrt (Amundsen et al., 2003; Drutz und Alarab, 2006).
Jedoch verstehen wir immer noch zu wenig uber die histomorphologischen
Veranderungen im Ligamentum sakrouterinum (Ramanah et al., 2012).

Einige Autoren sehen ebenso einen Zusammenhang zwischen dem Prolaps und einer
veranderten Elastinproduktion (Karam et al., 2007; Klutke et al., 2008; Goepel 2008).
Die molekularen Mechanismen bei der Produktion und Formung elastischer Fasern
unterliegen zahlreichen Regulationen. Elastin beeinflusst bekanntermaf3en die
Dehnungsfahigkeit einer Bindegewebsfaser sowie deren Elastizitat (Scott, 1988). In
der elastischen Faser gibt es neben hochdehnbaren Anteilen auch Mikrofibrillen, die
fur die Stabilitat dieser Struktur verantwortlich sind (Cleary, 1996). Eine insuffiziente
Elastinproduktion, insbesondere bei erblichen Bindegewebskrankheiten, ist fir einen
Zustand der Uberdehnung der Bindegewebsfaser verantwortlich, welche nicht mehr in
ihre urspriingliche Form zuriickkehren kann (Uitto et al., 1991). Dieses Phanomen
kann man vorrangig bei der alternden Haut (Fazio et al., 1988) oder auch bei der

Entwicklung eines Prolaps beobachten (Yamamoto et al., 1997). Oft ist die Ursache
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der Entwicklung einer insuffizienten Bindegewebsfaser in einem sich ungunstig
veranderten Anteil stabilisierender und elastischer Elemente zu finden. Die
Entwicklung eines Prolaps wird in diesem Zusammenhang oft auch als eine
Bindegewebserkrankung bzw. —schwache gesehen (Carley und Schaffer, 2000).
Biochemisch lassen sich im Turn over und damit im Metabolismus der Matrixproteine
eindeutig Hinweise darauf finden (Alarab et al., 2010). Die Metalloproteinase- und
Elastaseaktivitat steigt signifikant bei Frauen mit Prolaps, die TIMP-, Alpha 1-
Antitrypsin- sowie Lysyloxidae-Expression nimmt ab. Der Abbau der kollagenen und
elastischen Bindegewebsfasern, Break down, fiuhrt zu einem insuffizienten

Bindegewebe und ist mitverantwortlich fir den Prolaps (Alarab et al., 2008).

Des Weiteren finden sich Glykoproteine als Netzwerk um die Bindegewebsfasern und
beeinflussen deren Stabilitat. Dies trifft ebenso auf die Glykoproteine Fibronektin,
Vitronektin, Tenascin und Laminin zu, welche die Verbindung zwischen den
Kollagenfasern bzw. von den Kollagenfasern zu den Proteoglykanen vermitteln
(Hardingham und Fosang, 1992). Damit werden auch die physikalischen
Eigenschaften einer Bindegewebsfaser charakterisiert (Buller et al., 2001).
Insbesondere Uber die Expression von Tenascin im Bindegewebe des Beckenbodens
haben wir kaum Daten in der Literatur. Tenascin ist ein Glykoprotein, welches
hauptsachlich in Wundheilungsprozessen nachgewiesen wurde (Neurath, 1993).
Tenascin wird bei der Embryonalentwicklung zum Beispiel bei der Entwicklung der
Neuralrohres exprimiert sowie bei der Skelettentstehung bzw. der Vaskulogenese. Es
ist Uberexprimiert bei der Regeneration von Nervenbahnen, aber auch in die
Tumorgenese, Metastasenbildung und vaskularen Erkrankungen (Crossin, 1996).

Mehrere Autoren vermuten eine Insuffizienz speziell im Ligamentum sacro- bzw.
vesikouterinum als Ursache fur die Entwicklung eines Prolaps. Bis Ende der 90er
Jahre konzentrierten sich nur wenige Studien auf das Bindegewebe und damit den
Zusammenhang mit einer Bindegewebsschwache. Insbesondere die Matrix der
Vaginalwande standen zunéchst im Zentrum des Interesses (Norton et al., 1995).
Bezogen auf die anatomischen Haltestrukturen hat DelLancey bereits die Vaginalwand
insbesondere die tieferen Stromaschichten, bestehend aus Kollagen und glatten
Muskelzellen, und die dortigen histochemischen Verdnderungen als Ursache fir die
Entwicklung eines Prolaps postuliert. Die gegenseitigen Wechselwirkungen zwischen
den Bindegewebsfasern und der umliegenden Matrix beeinflussen die physikalischen
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Eigenschaften des Gewebes (Norton, 1993). In unseren Untersuchungen haben wir
uns dieses Mal auf die Rolle des Bindegewebes im Ligamtentum sakrouterinum
konzentriert und untersuchten Kollagene und Glykoproteine sowie Elastin bei

postmenopausalen Frauen mit und ohne Prolaps.

Allgemein anerkannt ist die mittlerweile die Erkenntnis, dass Frauen mit einem Prolaps
einen niedrigeren Gehalt an Kollagen (insbesondere Typ | und Ill) bzw. ein héheren
Anteil an unreifen Kollagenfasern haben im Vergleich zu nicht betroffenen Frauen
(Yucel et al., 2013; Wang et al., 2013). Dies fuhrt zu einem insuffizienten Bindegewebe
und begunstigt die Prolapsentwicklung (Jackson et al., 1996), aber auch die operativen
Therapien bzw. deren Misserfolge. Die klassische operative Therapie einer Senkung
im vorderen Kompartiment der Zystozele ist die anteriore Kolporrhaphie. Sie ist jedoch
mit einer hohen Rezidivrate verbunden (Maher et al., 2011). Fast 30% unterziehen
sich einem Rezidiveingriff. Die Ursache dieser schlechten Resultate liegen an der
Stabilitat des Bindegewebes (Chen et al., 2008).

Wahrend jedoch einige Autoren die Bindegewebsveranderungen deutlich in einen
Zusammenhang mit der Entwicklung eines Prolaps bringen (Chen and Yeh, 2011),
sehen wiederum andere Autoren diese Stromaveranderungen nur als Effekt und nicht
als Ursache des Prolaps (Skorupski et al., 2010). Wir haben deshalb die extracellulare
Matrix der Wande der Arteria uterina (Kollagen, Glykoproteine und elastische Fasern)
bei postmenopausalen Frauen mit und ohne Prolaps mit untersucht. Sie sind nicht fur
den Prolaps verantwortlich aber beim Deszensus uteri mitbetroffen. Wir haben diese
Ergebnisse verglichen mit den Veranderungen im Ligamentum sakrouterinum bei
Patientinnen mit und ohne Prolaps und versuchten der Frage nachzugehen, ob die
Bindegewebsveranderungen aufgrund einer Uberdehnung zustande kommen und

somit keine Ursache sondern Ausdruck der Prolapsentwicklung sind.

Folglich fokussierten wir uns bei den Bindegewebsuntersuchungen des weiblichen
Beckenbodens auf die Bindegewebsproteine Kollagen Typ I, 1ll, IV, V und VI und
Elastin. Vor allem Kollagen Typ V und VI wurden bisher nicht analysiert. Des Weiteren
farbten wir immunhistochemisch die Glykoproteine Fibronektin, Laminin, Tenascin und

Vitronektin bei Frauen mit und ohne Deszensus im Ligamentum sakrouterinum.
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Glykoproteine haben trotz mittlerweile zahlreicher histologischer Untersuchungen im
weiblichen Beckenboden bis zum Untersuchungszeitpunkt keine zentrale Rolle
gespielt. Samtliche Untersuchungen wurden auch in den BlutgefaBwanden der Arteria
uterina bei Frauen mit und ohne Prolaps durchgefiihrt. Hier wurde die Tunica interna,
Tunica media und externa auf lhren immunhistochemischen Nachweis der
Matrixproteine durchforstet und fotodokumentiert. Wir sind uns bewusst, dass die
Interpretation der Ergebnisse aufgrund der zahlreichen Einflussfaktoren auf das
Bindegewebe eingeschrankt ist. Der Hormonstatus, das Koérpergewicht,
Voroperationen und die Aktivitat der Proteasen sind ebenso zu beachten.

Auch sind Probeentnehmestellen der am Bindegewebe forschenden Kollegen nicht
standardisiert. Somit liegt fur zuklnftige Untersuchungen noch erhebliches

Verbesserungspotential vor.
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5 Material und Methoden

5.1 Untersuchungen im Ligamentum sakrouterinum

bei Frauen mit und ohne Prolaps uteri

Postmenopausale Frauen, die sich einer Hysterektomie unterzogen, wurden in diese
Studie eingebracht, nachdem sie ihr Einverstandnis gaben. Praoperativ wurde eine
urogynakologische Untersuchung durchgefiihrt, diese beinhaltete die Patienten-
anamnese, Kklinische Untersuchungen, perinealer und vaginaler Ultraschall, die
Nephrosonographie und Urinuntersuchungen. Es wurde der Restharn bestimmt sowie
eine Zystometrie, ein Urethradruckprofil in Ruhe und unter Stresssituation
durchgefiihrt mit Elypse, Andromeda (Taufkirchen/Potzharn, Deutschland). Ebenfalls
wurde ein Kklinischer Stresstest (Hustenprovokation) in stehender und sitzender
Position zum Ausschluss einer klinischen Stressinkontinenz durchgefihrt. Bei den
Patientinnen mit Prolaps wurde zum Ausschluss bzw. Beweis einer larvierten
Belastungsinkontinenz wahrend der Untersuchung der Prolaps eleviert. Patientinnen
mit einer Belastungsinkontinenz, bekannter Malignomanamnese, Bindegewebs-
erkrankungen, Emphysem, systemischer Hormonersatztherapie, Endometriose oder
Adnexitis bzw. vorausgegangenen beckenbodenchirurgischen Eingriffen wurden
ausgeschlossen. Die Patientinnen wurden mit einem Spekulum untersucht und deren
Prolaps entsprechend der POP-Q-(Pelvic Organ Prolapse-Quantification) — Klassifi-
kation der internationalen Kontinenzgesellschaft eingeteilt (Bump et al., 1996). 10
Frauen wurden in die Untersuchung eingeschlossen (Alter 63 bis 81 Jahre — Median
70 Jahre). Diese Frauen wurden an der Klinik fir Gynakologie der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg operiert. In der Studiengruppe hatten alle operierten
Patientinnen einen Prolaps Grad 4 und in der Kontrollgruppe keinen Prolaps (Tabelle
3 und 4). In der Kontrollgruppe wurde die Entfernung der Gebarmutter aufgrund eines
bekannten Uterus myomatosus durchgefuhrt. Alle Frauen hatten zwei oder drei
Geburten. Bei allen Patientinnen wurde eine vaginale Hysterektomie durchgefuhrt
(Abbildung 1).
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Abbildung 1: 72-jahrige Patientin mit Totalprolaps zur vaginalen Hysterektomie

Tabelle 3: Frauen ohne Prolaps

Patient Alter (J.) Geburten Menopause (Lj.)
1 63 2 48
2 68 2 52
3 71 2 51
4 69 3 49
5 70 2 47

Tabelle 4: Patientinnen mit Totalprolaps (Prolaps Grad 1V)

Patient Alter (J.) Geburten Menopause (L].)
6 72 2 47
7 66 3 49
8 71 2 53
9 69 2 55
10 81 3 51



Bei den 5 operierten Patientinnen mit Prolaps wurde im Anschluss an die
Hysterektomie ein beckenbodenrekonstruktiver Eingriff durchgefuhrt. Alle Pati-
entinnen erhielten praoperativ lokal 4 Wochen Estrogene. Bei der Hysterektomie
wurde am Ansatz des Ligamtentum sakrouterinum eine Gewebeprobe von ca. 5 mm?3
entfernt und in das Forschungslabor gegeben (Abbildung 2 und 3). Diese Gewebe-
probe wurde 1 cm lateral des Ansatzes des Ligamtentum sakrouterinum beidseits an
der Zervix bei jeder Patientin an gleicher Stelle entnommen. Daraufhin folgte die
immunhistochemische Untersuchung. Gewebeproben wurden schockgefroren in
Hexan, in Trockeneis und bei -70 Grad aufbewahrt. Es wurden 5 pm Gefrierschnitte
angefertigt, luftgetrocknet bei Raumtemperatur und anschlieBend 10 min in Aceton
fixiert. Alle Proben wurden untersucht auf die Lokalisation und Verteilung von
Kollagentyp I, lll, IV, V und VI, Elastin sowie der Glykoproteine Fibronektin, Laminin,

Tenascin und Vitronektin.
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Abbildung 2: Gewebeentnahme am Ligamentum sakrouterinum links bei einer 71-
jahrigen Patientin ohne Prolaps. Das Gewebe zwischen den Wertheimklemmen wird

untersucht.

Abbildung 3: ca 5 mm?3 Gewebeprobe aus dem Ligamentum sakrouterinum links
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5.1.1 Indirekte Immunflureszenz und Antikdrper

Alle Schnitte wurden inkubiert mit priméren Antikdrpern in einer Konzentration von 20
pg/ml far 60 min. Anschlie3end wurden Trimethylrhodamin-Isothiocyanat konjungierte
Antikérper (TRITC) [Schweinimmunoglobulin, Antikaninchenglobulin (Dakopatt,
Denmark)] eingesetzt zur Visualisierung von Kollagentyp |, 1lI, IV, V, VI, Elastin sowie
der Glykoproteine Fibronektin, Laminin, Tenascin und Vitronektin. Nach einer weiteren
Inkubationzeit von 30 min bei Raumtemperatur wurden die Schnitte in einer PBS-
Losung pH = 7,2 und 0,1 % iger Rinderserumalbuminlésung (BSA, Sigma chemical
Co. St. Lous, MO, USA) gewaschen. Die Kontrollen erhielten kein Immunserum. Die
Immunfluoreszenz wurde beurteilt im Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Axiophot,
Zeiss, Jena — Deutschland). Mit einer Skalierung wurden Farbaufnahmen mit Kodak
Ektachrome angefertigt. Die polyklonalen affinitdtsgereinigten Antikdrper gegen
Kollagentyp I, Ill, 1V, V und VI sowie die Glykoproteine Fibronektin, Laminin und
Vitronektin wurden charakterisiert in den Publikationen von Becker und Schuppan
(1986,1991) von denen wir auch die Antikbrper bezogen haben. Die Antikorper sind in
Tabelle 5 charakterisiert. Die Primarantikdrper gegen Elastin (Clone no BA-4 1:16000,
Novacastra Laboratories, Newcastle upon Tyne, UK) und Tenascin (Clone no. BC-24
1:100 000, Sigma- Aldrich, UK) waren mausmonoclonale Antikdrper. Letzere richteten
sich gegen eine Isoform des humanen Tenascin C.

Nachfolgende Angaben informieren kurz Giber Proteinisolierung, Antikdrpergewinnung

und -reinigung.

5.1.2 Proteinisolierung

Menschliche Kollagene von Typ I, lll, IV [7 S long (lange Form des tetrameren amino-
terminalen Propeptid von Typ IV-Prokollagen), Tripelhelix und NC1- (Dimeres car-
boxyterminales Propeptid von Typ IV-Prokollagen) doméanen], V- und VI-Kollagen so-
wie das Laminin-Fragment P1 (zentrales pepsinresistentes Fragment des
kreuzférmigen Lamininmolekuils) wurden von der menschlichen Placenta extrahiert,
gereinigt und charakterisiert (Becker et al., 1986; Schuppan et al., 1985, 1986). Die
Isolierung von humanem Plasmafibronektin gelingt nach einer Methode von Miekka et
al. (1982). Typ lll-Prokollagen (mit aminoterminalem, aber ohne carboxyterminalen

Propeptid) wurde von Kalb oder Affenhaut nach Novack et al. (1976) gewonnen.

31



Alle Antigene wurden nach fraktionierter Salzprazipitation und Saulenchromatographie
von pepsindigestiver Placenta gewonnen. Die Isolierung von 7 S-Kollagen (lange
Form) erfolgte aus einem Gemisch von Typ [V-Kollagen-Fragmenten nach
Kollagenasedigestion und Molekularsiebchromatographie (Risteli et al., 1980;
Schuppan, Rihlmann und Hahn, 1985; Schuppan et al., 1986). Die Reinigung von Typ
V-Kollagen ist detailliert in Schuppan et al. (1986) beschrieben. Typ VI-Kollagen wurde
durch verschiedene Prazipitationsschritte, z.B. mit Carboxymethylcellulose und
Agarose-Chromatographie gereinigt (Schuppan et al., 1985). Laminin-Fragment P1
lakt sich  vom Kollagen durch Kollagenasedigestion und Molekular-
siebchromatographie trennen (Risteli und Timpl, 1981; Schuppan et al., 1986). Die
Antigene wurden durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemli, 1970) und
multipler Aminosaureanalyse (Durrum D-500 analyser) nach Hydrolyse in 6 mol/l HCI

und Nitrogen fir 20 Stunden bei 110 °C gereinigt.

5.1.3 Antikorperherstellung

Eine ausfihrliche Darstellung der Antiserengewinnung der Kollagentypen I, 1ll, 1V, V
und VI sowie Fibronektin und Lamininfragment P1 finden sich in Becker et al. (19864,
b) und Schuppan et al. (1985, 19864, b).

Kollagene von Typ V, VI und Laminin-Fragmente wurden in 0,3 ... 2 mg / 0,5 ml PBS
(Phosphate-buffered saline), pH = 7,2 aufgelést und mit den gleichen Volumina von
komplettem Freunds Adjuvans (Difco, Minnesota, USA) gemischt. Danach wurden die
Proteine subcutan in weil3e Kaninchen (New Zealand white rabbits) injiziert. Nach 1
Monat erfolgte die Boosterung der Tiere alle 2 Wochen mit inkomplettem Freunds
Adjuvans. Bei 7 S-Kollagen (lange Form) sind 2 Ziegen auf dieselbe Weise mit 4 mg
Antigen (in 2 ml PBS aufgel6st) behandelt worden. Die Antiserengewinnung gegen
Ziegen- oder Kaninchen-1gG gelang in Kaninchen oder Ziegen mit 2 mg IgG in 2 ml
PBS. Das hyperimmune Serum konnte wiederholt nach der 2. Boosterung aus der
Ohrarterie der Kaninchen oder der Jugularvene der Ziegen enthnommen werden und
wurde bei allen Experimenten verwendet.

Gereinigtes Kollagen Typ V [0,3 mg (0,5 ml in PBS; 50 mmol/l Natriumphosphat, pH =
7,4)] wurde mit dem gleichen Volumen von komplettem Freunds Adjuvans (Difco)
versetzt und subcutan in wei3e Kaninchen (New Zealand white rabbits) injiziert. Nach
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3 Boosterinjektionen mit inkomplettem Freunds Adjuvans in 3 Wochen-Intervallen
erfolgte die Blutentnahme durch Ohrvenen- oder Aortenpunktion.

5.1.4 Antik6rperreinigung

Menschliches Kollagen (Typ 1, Ill, IV [7 S-Kollagen], V und VI), Lamininfragment P1
und Plasmafibronektin wurden an CNBr-aktivierter Sepharose CL 4B in einer
Konzentration von 1 — 3 mg/ml Gel gekoppelt (Schuppan et al., 1986). Antiserum mit
weniger als 1 mg/ml Gel wurde durch Saulen mit den obengenannten Antigenen
gepumpt (3ml/h) und die Antikorper schlieZlich mit 3 mol/l KSCN/PBS vom Antigen
eluiert. Nach Dialyse gegen PBS enthélt die Antikérperlosung 10 - 50 pg Protein /ml,
diese wurde bei T = -20 °C gelagert.

Antikdrper gegen Typ V-Kollagen sind hinreichend in Schuppan et al. (1986)
charakterisiert. Die Spezifitat der Antikbrper gegen Typ VI-Kollagen, 7 S-Kollagen
(lange Form) und Lamininfragment P1 (mit Gber 50 pg/ml) wurde durch Ver-diinnungen

mit 3125 markierten Kollagenen von Typ I, Ill, IV (Tripelhelix und 7 S-Doméne), V und
VI, Laminin P1 und Plasmafibronektin gepruft, gefolgt von Pra-zipitation der
Immunkomplexe mit Antiserum gegen Kaninchen- (Ziegen-) 1gG. Antigenmarkierung

und Radioimmunoassays sind detailliert in Schuppan et al. (1985, 1986) angegeben.
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Tabelle 5: Antikérper und deren Quellen zum Nachweis von Bindegewebs-

proteinen in den Proben des Ligamtentum sakrouterinum von Frauen mit und

ohne Prolaps

AntikOrper

Quellen

Rabbit anti-human collagen type |

Rabbit anti-monkey procollagen type llI

Rabbit anti-human collagen type IV
Rabbit anti-human collagen type V
Rabbit anti-human collagen type VI
Rabbit anti-human fibronectin

Rabbit anti-human laminin P1

Rabbit anti-human vitronectin

Mouse antibodies anti-human elastin

Mouse antibodies anti-human tenascin

Becker et al. (1986a, 1986 b)
Becker et al. (1991)

Schuppan et al. (1990)
Schuppan et al. (1986a, 1986b)
Schuppan et al. (1986a, 1986b)
Schuppan et al. (1986a, 1986b)
Zhang et al. (1993)

Telios (La Jolla, CA)

Stallmach et al. (1990)

Telios (La Jolla, CA)

Clone no. BA-4 1:1600
Novacastra Laboratories (Newcastle
upon Tyne, UK)

Clone no. BC-24 1:100.000
Sigma-Aldrich Company Ltd., UK
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52 Immunhistochemie der Wand der Arteria uteri
bei Frauen mit und ohne Prolaps uteri

Weiterhin wurde die Wand der Arteria uterina immunhistochemisch analysiert.
Patientinnen, die fur eine Hysterektomie auf Grund eines Prolaps oder bei Patientinnen
ohne Prolaps auf Grund gutartiger Veranderungen geplant waren, wurden in diese
Studie eingeschlossen. Die Patientinnen gaben ihr schriftiches Einverstandnis, an
dieser Studie teilzunehmen. Es wurde eine urogynakologische Untersuchung
einschlie8lich  Anamnese, klinische Untersuchung, transvaginaler Ultraschall,
Nephrosonographie und Urinuntersuchung durchgefiihrt. Weiterhin wurde die
Restharnbestimmung, die Zystometrie, das Urethraruhedruck- und Stressprofil mit
dem Urodynamikgerat Elipse (Fa. Andromeda, Taufkirchen/Potzharn, Deutschland)
durchgefuhrt. Die weiteren Untersuchungsschritte entsprachen dem Vorgehen wie in
Kapitel 5.1 dargelegt. Patientinnen, die anamnestisch einen bdsartigen Tumor,
Endometriose oder andere Erkrankungen bzw. Operationen im kleinen Becken hatten,
wurden von der Studie ausgeschlossen. Alle Patientinnen wurden entsprechend der
POP (Pelvic Organ Prolaps) Klassifikation (Bump et al., 1996) untersucht und der
Prolaps entsprechend eingeteilt. Eingeschlossen wurden 21 postmenopausale Frauen
im Durchschnittsalter von 65 Jahren (59-81 Jahre). Sie wurden an der Klinik fur
Gynakologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg operiert. Es bestand bei
keiner Patientin ein Bluthochdruck oder eine bekannte Arteriosklerose. Die zwei
Gruppen bestanden aus den Patientinnen mit Prolaps Stadium 4, die Kontrollgruppe
hatte keinen Prolaps. Die Kontrollgruppe (siehe Tabelle 6) bestand aus 8 kontinenten
Frauen ohne Zeichen einer Senkung der Vaginalwande (POP-Q, Punkt C — 6, median).
Representativ wird die Urodynamik der 63-jahrigen Patientin aus der Kontrollgruppe
gezeigt (Abbildung 4). Alle Patientinnen hatten spontane Vaginalgeburten. Die
Gebarmutter wurde durch den vaginalen Zugangsweg entfernt. 13 Frauen aus der
Patientinnengruppe mit Prolaps (siehe Tabelle 7) unterzogen sich im Anschluss an die
Operation einem beckenbodenrekonstruktiven Eingriff (POP-Q Punkt C + 5, median).
Sie erhielten 4 Wochen préaoperativ die lokale Estrogentherapie. Eine systemische

Hormonersatztherapie wurde bei den Patientinnen nicht beschrieben.

35



Tabelle 6: Zusammenstellung der

Hysterektomie und Entnahme einer Probe an der Arteria uterina

(Kontrollgruppe)

Daten der

untersuchten Frauen zur

Lebensalter
der Frau

Klinische Diagnose

Jahre nach
der
Menopause

Lokalisation der
Probenentnahme

64

Uterus myomatosus mit
Wachstumstendenz und
Beschwerden

12

links

63

Glanduléar-zystische
Endometriumhyperplasie

21

links

63

Glanduléar-zystische
Endometriumhyperplasie

13

links

71

Glanduléar-zystische
Endometriumhyperplasie
mit Ubergang in eine
adenomatose
Hyperplasie ohne
Atypien

22

rechts

69

Vaginale Dauerblutung
unter Marcumar

17

links

59

Rezidivierende
Postmenopausenblutung

links

72

Zystischer Ovarialtumor
(serbses Zystadenom
rechts) zur
Adnexexstirpation und
gleichzeitiger
Hysterektomie (Wunsch
der Patientin)

19

rechts

80

Glanduléar-zystische
Endometriumhyperplasie
mit Ubergang in eine
adenomatdse
Hyperplasie ohne
Atypien

30

links
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Tabelle 7: Zusammenstellung der

Daten der

untersuchten Frauen zur

Hysterektomie und Entnahme einer Probe an der Arteria uterina

(Prolapsgruppe)

Lebensalter
der Frau

Klinische
Diagnose

Jahre nach
der
Menopause

POP-Q
Punkt C

Lokalisation der
Probenentnahme

60

Deszensus
vaginae et
uteri

8

+4

links

62

Deszensus
vaginae et
uteri

+5

links

62

Isolierter
Deszensus
uteri

10

+7

rechts

63

Deszensus
vaginae et
uteri

13

+7

links

68

Deszensus
vaginae et
uteri

17

+6

links

69

Deszensus
vaginae et
uteri

10

+7

links

71

Deszensus
vaginae et
uteri

13

+6

links

71

Deszensus
vaginae et
uteri

18

+5

rechts

74

Deszensus
vaginae et
uteri

24

+5

links

75

Deszensus
vaginae et
uteri

28

+4

links

75

Deszensus
vaginae et
uteri

21

+7

rechts

80

Isolierter
Deszensus
uteri ( Zustand
nach vorderer
und hintere
vaginaler
Plastik)

31

+7

links

81

Deszensus
vaginae et
uteri

30

+6

rechts
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Proben der Arteria uterina wurden wahrend der Hysterektomie durchgefuihrt. Die
Gewebebiopsieprobe bestand aus ca. 5 mm3. Die Proben wurden an immer gleicher
anatomischer Stelle lateral des Corpus uteri entnommen. Alle Biopsien wurden
histologisch analysiert. Die Gewebeproben wurden schockgefroren in N-Hexan in
Trockeneis und bei -70 Grad gelagert in einer Acetonlosung, Gefrierschnitte (5 um)
nach Lufttrocknung bei Raumtemperatur angefarbt und anschliel3end in Aceton fur 10
Minuten fixiert. Alle Biopsien wurden untersucht auf den Nachweis der Kollagentypen
[, I, 1V, V und VI, Elastin sowie der Glykoproteine Fibronektin, Laminin, Tenascin und
Vitronektin sowie anschlieBend im Immunofluoreszenzmikroskop durchgemustert.
Vorrangig ging es um den Nachweis der Proteine. Die subjektive Einteilung der
Fluoreszenzintensitat liel3 einen Vergleich zwischen den Untersuchungsgruppen
hinsichtlich der Quantifizierung zu.

Die Immunhistochemie entsprach dem in Kapitel 5.1.1 aufgezeichneten Vorgehen.
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Abbildung 4:

Urodynamik — Urethradruckprofil einer 63-Jahrigen Patientin aus der Kontrollgruppe
zur Hysterektomie und Entnahme eine Probe der Arteria uterina - Ruhedruck- und
Stressprofil, dazwischen Artefakte. Die Bindegewebsprobe dieser Patientin wird in

Abbildung 20 a dargestellt.
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5.3 Periurethrale Bindegewebsuntersuchungen bei Frauen
mit und ohne Belastungsinkontinenz

5.3.1 Immunféarbung

Wir schlossen 29 Frauen (mittleres Alter 58,9 Jahre — 49 bis 74 Jahre) mit einem
Genitalprolaps ein, die sich bei uns einer operativen Korrektur unterzogen. 9 Frauen
(31 %) hatten einen Prolaps Grad 1, 10 Frauen (34,5 %) einen Prolaps Grad 2 und 10
Frauen (34,5 %) einen Prolaps Grad 3. Die Belastungsinkontinenz wurde bei 15
Frauen diagnostiziert. Unsere Kontrollgruppe bestand aus 14 kontinenten Frauen
allerdings mit Prolaps. Sie gaben ein schriftliches Einverstandnis an dieser Studie
teilzunehmen. Wir fihrten die urogynakologische Untersuchung durch, wie in Kapitel
5.1 beschrieben. Eine Patientin war nulli para, 14 Patientinnen primi para, 14
Patientinnen hatten 2 oder mehr Spontangeburten. Alle Patientinnen unterzogen sich
einem beckenbodenchirurgischen rekonstruktiven Eingriff. Keine Patientin erhielt eine
Hormonersatztherapie. Alle Patientinnen wurden praoperativ lokal mit Hormonen
versorgt. Alle Patientinnen erhielten eine vordere vaginale Plastik und Vaginaefixatio
sacrospinalis. Die Patientinnen mit einer Belastungsinkontinenz erhielten zusatzlich
eine Inkontinenzoperation (TVT tension free vaginal tape). Wéahrend der Operation
wurden jeweils zwei Biopsien der rechten und linken Paraurethralregion entnommen.
Die Aufarbeitung der Schnitte entsprach den bereits beschriebenen Prozeduren beim
Ligamentum sakrouterinum bzw. der Arteria uterina.

In dieser Patientinnengruppe wurde nur die Immunhistochemie mit der in Kapitel 5.1.1
gekennzeichneten Technik eingesetzt. Tenascin-Antikérper wurden hier nicht

verwendet.
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5.3.2 Elektronenmikroskopie

Es wurde periurethrales Beckenbindegewebe von 34 Frauen im Alter von 32 bis 81
Jahren mit klinisch und urodynamisch gesicherter Stressinkontinenz elektronen-
mikroskopisch untersucht. Ein Deszensus sowie eine Dranginkontinenz lag nicht vor.
Zur Objektivierung der Inkontinenz wurde eine urodynamische Messung ent-
sprechend der Empfehlung von Skala et al. (2003) durchgefiihrt. Bei 25 Patientinnen,
Tabelle 8, wurde eine normotone (maximaler Urethraverschlussdruck tiber 60 cm H20
— Abbildung 5) und bei 9 Frauen, Tabelle 9, eine hypotone Urethra (maximaler
Urethraverschlussdruck 25 cm H20 — Abbildung 6) gesichert. Praoperativ wurde eine
4-wochige lokale Estrogenisierung durchgefuhrt. Perioperativ erfolgte nach
schriftlicher Einwilligung entsprechend der Rechtsprechung des Bundesgerichtshofes
in Deutschland (Reisenauer et al., 2003) im Rahmen einer Tension free vaginal tape-
Implantation (Ulmsten et al., 1996) die periurethrale Gewebeentnahme (Abbildung 7).
Die Auswahl des operativen Verfahrens der TVT-Schlingentechnik erfolgte nach den
Richtlinien von Kolbl und Petri auf der Grundlage evidenzbasierter Medizin (Kolbl und
Petri, 2003). Die Proben wurden in cacodylat-gepuffertem Glutar- und
Paraformaldehyd fixiert, in gepuffertem Osmiumtetroxid nachfixiert, in einer
aufsteigenden Acetonreihe entwdassert, anschlieBend in Durcupan eingebettet und
ultradiinne Schnitte hergestellt. Letztere wurden mit 5%iger Tanninsaure/ 5%igem
Uranylacetat und Bleicitrat (Gray et al., 1973) kontrastiert und mit einem
Transmissionselektronenmikroskop EM 900 (Carl Zeiss) durchmustert. Auf die

Visualisierungtechnik wird im Kapitel 5.3.3. und 5.3.4 eingegangen.
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Tabelle 8: Patientengut zur periurethralen Gewebentnahme bei Belastungs-

inkontinenz mit normotoner Urethra

Lebensalter der Frau

maximaler Urethraverschlussdruck in

Ruhe
32 114
34 65
35 90
42 95
45 82
47 84
51 98
52 101
52 97
54 98
55 68
56 92
57 94
58 112
58 96
60 83
63 70
63 85
64 85
65 93
69 90
70 94
73 78
74 84
76 92

Tabelle 9: Patientengut zur periurethralen Gewebentnahme bei Belastungs-

inkontinenz mit hypotoner Urethra

Lebensalter der Frau

maximaler Urethraverschlussdruck in

Ruhe
37 18
39 22
41 21
44 12
61 5
62 8
66 17
71 16
76 25
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Abbildung 5:
Urodynamik — Urethradruckprofil einer 54-jahrigen Patientin (Ruhedruck- und
Stressprofil). Die periurethrale Bindegewebsprobe dieser Patientin zur elektronen-

mikroskopischen Untersuchung wird in Abbildung 37 a dargestellt.
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Abbildung 6:

Urodynamik — Urethradruckprofil einer 76-jahrigen Patientin (Ruhedruck- und
Stressprofil). Die periurethrale Bindegewebsprobe dieser Patientin zur elektronen-
mikroskopischen Untersuchung zum Nachweis von Elastin wird in Abbildung 40 b

dargestellt.
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Abbildung 7: Paraurethrale Gewebeprobe vor der TVT-Operation einer 69-jahrigen
Patientin. Links im Bild ist die Pinzette zu sehen, rechts die Schere zur

Gewebeentnahme.
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5.3.3 Fixierung und Einbettung

Das frische Untersuchungsmaterial wurde zunachst in etwa 1 mm? groRe Stiickchen
zerlegt und diese anschlieRend in cacodylat-gepuffertem Glutar- und Paraformaldehyd
(Merck, Darmstadt) fixiert (t =2 h, T =4 °C bei pH = 7,4). Das Fixierungsgemisch hatte
folgende Zusammensetzung: 2%iges Glutaraldehyd und 4%iges Paraformaldehyd
gel6st in 0,1 M Natrium-Cacodylat-Puffer. Die Pufferstammlésung enthielt dreifach
hydriertes Dimethylarsinsaure-Natriumsalz (pH = 9 - 9,5), welches in Aqua dest. gelost
und mit Chlorwasserstoffsdure (HCI) auf pH = 7,4 eingestellt wurde.

Nach Spulung in 0,1 M Natrium-Cacodylat-Puffer (t = 2 x 15 min bei Raum-temperatur)
wurden die Gewebestlckchen in gepuffertem Osmiumtetroxid nachfixiert (1%iges
Osmiumtetroxid in 0,1 M Natrium-Cacodylat-Puffer, t = 2 h bei Raumtemperatur) und

anschlieRend nochmals in die Pufferlosung gebracht.

Da das Einbettungsmedium nicht wasserldslich ist, erfolgte zunachst die schrittweise
Entwasserung des Untersuchungsmaterials mit Aceton in aufsteigender Konzentration
(Aceton 30%: t = 15 min; Aceton 50%: t = 30 min; Aceton 70%: Uber Nacht; Aceton
90%: t = 30 min; Aceton wasserfrei: t = 2 x 1 h jeweils bei Raum-temperatur).

Uber steigende Mischungsverhaltnisse zwischen dem Einbettungsmedium Durcupan
ACM (Fluka, Buchs) und wasserfreiem Aceton wurde das Untersuchungsmaterial
schlie3lich in reines Durcupan ACM Uberfuhrt und in Silikon-Kautschuk-Formen mit
eingearbeiteter Nummerierung eingebettet. Die Aushartung des so préparierten
Gewebes erfolgte tUber 63 Stunden bei T =70 °C.

Semidunnschnitte (0,25 pm) und Ultradinnschnitte (50 nm) wurden mit dem
Ultramikrotom (Reichert Ultracut, Leica, Wien) hergestellt. Als Trager fir die

Ultraduinnschnitte dienten Kupfer-, Gold- und Nickelgrids (Plano, Wetzlar).
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5.34 Kontrastierung

5.34.1 Kontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat

Die  Doppelkontrastierung der  Ultradinnschnitte  erfolgte  mit  5%iger
Uranylacetatlésung (Serva, Heidelberg) und Bleicitrat (Leica, Bensheim).

Nach der Spulung in Aqua destilata (t = 2 x 3 min bei Raumtemperatur) wurden die
ultradinnen Schnitte in 5%iger Uranylacetatlosung inkubiert (t = 60 min; T =4 °C). Im
Anschluss an eine erneute Spulung in Aqua dest. (t = 3 x 3 min bei Raum-temperatur)
erfolgte unter Abdunkelung die Kontrastierung mit Bleicitrat (t = 1 min bei
Raumtemperatur). Dabei wurden Natriumhydroxidplattchen eingesetzt, um das
atmosphérische CO:2 zu binden und so die Ausféallung von Bicarbonatkristallen auf den
Praparaten zu verhindern. Abschlie3end wurden die ultradiinnen Schnitte nochmals in
Aqua destilata gespdlt (t = 5 x 5 min bei Raumtemperatur) und auf Filterpapier
getrocknet.

5.3.4.2 Selektive Kontrastierung mit Tanninsaure

Die Verwendung von Tanninséaure, einem Gemisch aus Estern der D-Glucose mit
Gallussaure, ermoglicht den selektiven elektronenmikroskopischen Nachweis des
Proteins Elastin (Kajikawa et al., 1975). Dies beruht auf der Affinitat des Elastins fir
anionische Farbstoffe (Cleary und Gibsonm 1996). Auch Klein und Bock (1983) sowie
Bock (1999) erreichten durch den Zusatz von Tanninsaure zur Kontrastierung eine
intensive Tinktion elastinhaltiger Bindegewebsfasern.

Die Ultradinnschnitte wurden zunachst in Aqua dest. gespilt (t = 3 x 5 min) und
anschlieBend in 5%iger Tanninséure inkubiert (t = 15 min; pH = 7). Nach erneuter
Spulung in Aqua dest. (t = 3 x 3 min) wurden die Schnitte unter Abdunkelung in
Uranylacetatlésung gelegt (t = 60 min; T = 4°C) und danach wieder in Aqua dest.
gesplilt (t = 3 x 3 min). Abschliel3end erfolgten die Einbringung der Ultradiinnschnitte
in Bleicitrat (t = 1 min; unter Abdunkelung) und die nochmalige Spilung in Aqua
destilata (t = 6 x 2 min). Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle Arbeitsschritte
bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Samtliche Losungen wurden vor Gebrauch durch Spritzenfilter gegeben.
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Die kontrastierten Schnitte wurden mit einem Transmissionselektronenmikroskop EM
900 (Carl Zeiss, Oberkochen) bei 50 kV durchmustert. Die Dokumentation der
Ergebnisse erfolgte mit Hilfe einer integrierten Planfilmkamera fur Kodak Electron
Microscope Film 4489.

Die angewandte Technik erlaubt eine selektive Visualisierung von elastinhaltigen
Komponenten des elastischen Fasersystems, die aufgrund ihres unterschiedlichen

Elastingehaltes als reife elastische Fasern erkannt werden kdénnen.
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6 Ergebnisse
6.1 Ligamentum sakrouterinum

Bei den Negativkontrollen konnte keine Farbung nachgewiesen werden (Abbildung 8).
Die Einteilung der Intensitat wurde klassifiziert als minus fur negativ, plus fur schwach
positiv (+), zweifach plus fir mafig positiv (++) und dreifach plus fir stark positiv (+++).
Wir sind uns bewusst, dass sich eine deskriptive Einschatzung der
Fluoreszenzintensitiat einer statistischen Auswertung entzieht.

Alle untersuchten Proteine wurden in unseren Proben beider Gruppen gefunden.
Hinsichtlich der Lokalisation gab es keine Unterschiede beim Nachweis von Kollagen
und Glykoproteinen in unseren Farbungen. Bindegewebsfasern wurden um die
Blutgefal3e herum sowie nahe der Basalmembran unterhalb des Vaginalepithels
visualisiert. Uber das ganze Stroma verteilt finden wir Kollagentyp I, 1ll und VI. Bei
Patientinnen mit Prolaps ist Kollagentyp | etwas geringer stark positiv im Vergleich zu
Proben des Ligamentes sakrouterinum bei Frauen ohne Prolaps. (Abbildung 9).
Ahnlich ist der Befund bei Kollagentyp Ill (Abbildung 10). Im tieferliegenden Stroma im
untersuchten Ligament von Frauen mit einem Prolaps ist allerdings Kollagentyp |l
vermehrt nachzuweisen (Abbildung 10 b). Hier ist die Immunreaktion deutlich starker.
Bei Patientinnen ohne Prolaps fanden wir im gesamten Stroma eine starke Farbung
beim Nachweis von Kollagentyp VI (Abbildung 11 a), wohingegen bei Patientinnen mit
Prolaps Kollagentyp VI deutlich vermindert im Ligamentum sakrouterinum
nachgewiesen wird (Abbildung 11 b). Kollagentyp V wird als fibrillares Kollagen-
netzwerk gefunden. Die zarten Fasern reichen durch das gesamte Stroma und
scheinen ein Fasernetz zu bilden (Abbildung 12). Es werden hier keine Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen gefunden. Kollagentyp IV wird fast ausschlieflich in
Hohe der Basalmembran und den BlutgefalBe gefunden, aber auch in den
Muskelzellen, Fibroblasten und Nervenbindeln (Abbildung 13). Auch hier sehen wir
ebenfalls keine Unterschiede der beiden untersuchten Gruppen. Des Weiteren wiesen
wir die Glykoproteine Fibronektin und Laminin nach. Die Farbung von Fibronektin ist
deutlich schwécher positiv im Vergleich zu Kollagen Typ I, Ill und VI, jedoch auch auf
die gesamte Matrix verteilt, &hnlich Kollagen Typ V (Abbildung 14). Laminin hat die
gleiche Verteilung wie Kollagentyp IV in Hohe der Basalmembran und der
Blutgefallwande und zeigt keine Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen
(Abbildung 15).
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Interessant ist die Tinktion von reichlich vitronektinpositiven Fasern im Bindegewebe
des Ligamtentum sakrouterinum bei Patientinnen ohne Prolaps (Abbildung 16 a),
wahrend dieses Glykoprotein in Proben des Ligamtentum sakrouterinum von Frauen
mit Prolaps kaum noch erscheint (Abbildung 16 b). Hier stellen sich keine immun-

fluoreszenzpostiven Fasern dar.

Elastin wird im gesamten Stroma des Ligamentum sakrouterinum nachgewiesen
(siehe Abbildung 17 a). Die elastischen Fasern sind in engen Kontakt mit den
Muskelzellen zu sehen. Bei Patientinnen ohne Prolaps farbt sich das gesamte
Bindegewebe stark positiv. Im Gegensatz dazu zeigt die Gewebeprobe des
Ligamentum sakrouterinum bei Patientinnen mit Prolaps nur vereinzelte elastische
Faserstrukturen in geringem Ausmal3. Diese Fasern zeigen sich hier granular bzw.
fibrés und zum Teil auch amorph (Abbildung 17 b). Das Glykoprotein Tenascin wurde
ebenfalls in unseren Proben untersucht. Eine schwache Tenascinreaktion finden wir
bei Proben des Ligamentum sakrouterinum bei Patientinnen ohne Prolaps. Es ist
etwas verstarkt nachzuweisen nahe der Basalmembran und in den BlutgefaBwéanden.
Bei Patientinnen mit Grad 4 Prolaps zeigt sich eine starke Immunreaktion in den
Gewebeproben bei der Farbung mit Tenascinantikdrpern (siehe Abbildung 18). Wir
finden hier Tenascin im gesamten Bindegewebe und nahe von BlutgefaRen. Somit
nimmt bei Frauen mit Prolaps uteri die Immunfarbung im Bindegewebsstroma des
Ligamentum sakrouterinum noch einmal zu. Insbesondere sind die Myofibroblasten

reaktiv.

Die Verteilung der Kollagentypen und Glykoproteine, welche in diesen

Untersuchungen analysiert wurden, ist in Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10: Bindegewebsstatus im Ligamentum sakrouterinum

ECM Protein Frauen ohne Prolaps Frauen mit Prolaps
n=5 n=>5
Kollagen Typ | +++ +
Kollagen Typ IlI +++ +t
Kollagen Typ IV + +
Kollagen Typ V + +
Kollagen Typ VI +++ +
Fibronektin + *
Laminin + *
Vitronektin t+ )
Elastin tH+ *
Tenascin + o

— = negativ; + = schwach; ++ = mittel und +++ = stark postitive Immunreaktivitat
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6.1.1 Bilddokumentation

Abbildung 8:
Ligamtentum sakrouterinum einer 69-jahrigen Frau mit Totalprolaps des Uterus; die
Kontrollfarbung mit Kaninchen IGG ist negativ (Skalierung 50 pm).
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Abb. 9 a

Abb.9 b

Abbildung 9 a:
Immunfarbung Typ I-Kollagen. Probebiopsie des Ligamentum sakrouterinum einer 63-
jahrigen Frau ohne Prolaps. Das Stroma ist intensiv gefarbt. Das Bindegewebe besteht

aus dichten stark gefarbten Bindegewebsfasern (Skalierung 50 pm).

Abbildung 9 b:
Biopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 81-jahrigen Frau mit Totalprolaps.
Farbung von Kollagentyp I. Die Farbung von Kollagentyp | ist schwéacher positiv im

gesamten Bindegewebe, konzentriert sich aber perivaskular (Skalierung 50 um).
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Abb. 10 a

Abb 10 a

Abbildung 10 a:

Immunfarbung Typ llI-Kollagen. Gewebe des Ligamtentum sakrouterinum einer 63-
jahrigen Frau ohne Prolaps. Die Bindegewebsmatrix ist intensiv gefarbt. Das Stroma

besteht aus stark positiv tingierten Bindegewebsfasern (Skalierung 50 pum).

Abbildung 10 b:

Biopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 81-jahrigen Frau mit Totalprolaps.
Farbung von Kollagentyp Ill. Die Immunreaktion von Kollagentyp Il ist mafig positiv,
insbesondere im tieferliegenden Stroma - hier untere Bildhalfte (Skalierung 50 pm).
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Abb. 11 a

Abb. 11 b

Abbildung 11 a:

Probebiopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 63-jahrigen Frau ohne Prolaps
zum Nachweis von Typ VI-Kollagen. Das Stroma ist hoch positiv gefarbt. Das
Bindegewebe besteht aus stark positiv tingierten Bindegewebsfasern (Skalierung 50
pum).

Abbildung 11 b:
Biopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 81-jahrigen Frau mit Totalprolaps.

Farbung von Kollagentyp VI. Die Farbung von Kollagentyp VI ist nur schwach positiv

im gesamten Bindegewebe (Skalierung 50 pm).
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Abb 12 a

Abb. 12 b

Abbildung 12 a:
Probebiopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 71-jahrigen Frau ohne Prolaps
zum Nachweis von Typ V-Kollagen. Das Stroma ist schwach positiv gefarbt. Die

Immuntinktion konzentriert sich auf glatte Muskelzellen und Fibroblasten.

Abbildung 12 b:

Biopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 71-jahrigen Frau mit Totalprolaps.
Farbung von Kollagentyp V. Die Farbung von Kollagentyp V ist nur schwach positiv im
gesamten Bindegewebe. Gering tingierte Fasern ziehen durch den interstitiellen Raum

nahe der Basalmembran, hiere obere Bildhalfte (Skalierung 50 pm).
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Abb. 13 a

Abb. 13 b

Abbildung 13 a:
Probebiopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 63-jahrigen Frau ohne Prolaps
zum Nachweis von Typ IV-Kollagen. Muskelzellen, Fibroblasten, BlutgefaBwande und

Nervenbiindel sind hier immunreaktiv (Skalierung 50 pm).

Abbildung 13 b:

Biopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 71-jahrigen Frau mit Totalprolaps zur
Tinktion von Kollagentyp IV. Die Fluoreszenz von Kollagentyp IV ist im Bindegewebe
schwéacher, aber in Ho6he der Basalmembran — oben im Bild links - und

ButgefalRwanden stark positiv (Skalierung 50 pm).
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Abb. 14 a

Abb. 14 b

Abbildung 14 a:

Probebiopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 71-jahrigen Frau ohne Prolaps
zum Nachweis des Glykoproteins Fibronektin. Das Stroma ist schwach positiv gefarbt
(Skalierung 50 pm).

Abbildung 14 b:

Biopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 72-jahrigen Frau mit Totalprolaps.
Farbung von Fibronektin. Die Immuntinktion von Fibronektin ist nur schwach positiv im

gesamten Bindegewebe, aber auch in BlutgefaBwanden (Skalierung 50 um).
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Abb. 15 a

Abb. 15 b

Abbildung 15 a:

Probebiopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 63-jahrigen Frau ohne Prolaps
zum Nachweis von Laminin. Die Farbung konzentriert sich auf Muskelzellen,
Fibroblasten, Blutgefallwéande und ist im dazwischenliegenden Gewebe kaum

vorhanden (Skalierung 50 pm).

Abbildung 15 b:

Biopsie des Ligamtentum sakrouterinum einer 72-jahrigen Frau mit Totalprolaps zur
Tinktion von Laminin. Die Fluoreszenz von Laminin ist wie bei Kollagentyp IV im
Bindegewebe schwach, aber in H6he der Basalmembran, Myofibroblasten und But-

gefallwanden gut nachzuweisen (Skalierung 50 pm).
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Abb. 16 a

Abb. 16 b

Abbildung 16 a: Nachweis von Vitronektin im Ligamtentum sakrouterinum einer 69-
jadhrigen Frau ohne Prolaps. Vitronektinpositive Fasern sind méafRig positiv und im

gesamten Untersuchungsareal verteilt (Skalierung 50 pm).
Abbildung 16 b: Negative Vitronektinfarbung im Uterosakralligament einer 72-

jahrigen Frau mit Prolaps Grad IV. Vitronektinpositive Fasern sind nicht darstellbar

(Skalierung 50 pm).
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Abb. 17 a

Abb. 17 b

Abbildung 17 a: Tinktion des Elastins im Ligamentum sakrouterinum einer 71-jahrigen
Frau ohne Prolaps. Elastingefarbte positive Bindegewebsfasern sind deutlich und stark
positiv zu sehen (Skalierung 50 pm).

Abbildung 17 b: Elastinfarbung im Ligamentum sakrouterinum einer 71-jahrigen

Patientin mit Totalprolaps des Uterus. Die Elastinfasern sind nur noch schwach bis

malfiig positiv nachweisbar bzw. sehr vereinzelt anzutreffen (Skalierung 50 pm).
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Abb. 18 a

Abb. 18 b

Abbildung 18 a: Probe am Ligamentum sakrouterinum einer 63-jahrigen Frau ohne
Prolaps. Die Intensitat der Farbung von Tenascin ist schwach positiv im Binde-gewebe
(Skalierung 40 pm).

Abbildung 18 b: Ligamtentum sakrouterinum einer 69-jahrigen Frau mit Totalprolaps
des Uterus zeigt das Glykoprotein Tenascin. Insbesondere die Myofibroblasten sind
im Vergleich zu den Proben von Frauen ohne Prolaps stark positiv gefarbt (Skalierung
40 pm).
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6.2 Arteria uterina

Zunachst kann postuliert werden, dass unabhangig vom Vorhandensein des Prolaps
alle Kollagentypen (I, 11, IV, V und VI) in der Wand der Arteria uterina nachgewiesen
worden. Die Kontrolle war entsprechend negativ (Abbildung 19). Dicke
Bindegewebsfasern sind insbesondere zirkular um die Arteria in der Tunica adventitia
zu finden. Streng positiv gefarbt sind beim Nachweis aller Kollagene die Tunica
interna. In der Tunica media ist vor allem Kollagentyp I, 1l und VI zu finden.
Hauptsachlich Kollagentyp VI ist in der Tunica media bei Patientinnen ohne Prolaps
hoch positiv. Bei Patientinnen mit Prolaps finden wir in der Tunica media der Arteria
uterina einen erhdhten Anteil von Kollagentyp 111, dafir ist er in der Adventitia geringer
als bei Frauen ohne Prolaps (Abbildung 20). Dagegen ist ein geringerer Nachweis von
Kollagentyp VI in der Tunica media der Arteria uterina bei Frauen mit Prolaps im
Vergleich zur BlutgefaRwand von Frauen ohne Prolaps zu sehen. Perivaskular nimmt
die Nachweisintensitat von Kollagen VI wieder zu (Abbildung 21). Kollagentyp | ist in
beiden Gruppen &hnlich intensiv verteilt (Abbildung 22), nur in der Tunica media bei
beiden Gruppen etwas schwacher. Kollagentyp V ist als ein feinfibrinbses Netzwerk
nachzuweisen, es ist vorwiegend in der Tunica interna und media und nur teilweise
mit der Tunica adventitia zu sehen. Bei der Immunfarbung von Kollagentyp V sind
keine Unterschiede hinsichtlich Verteilung und Lokalisation in den untersuchten
Gruppen zu finden (Abbildung 23). Beim Einsatz von Kollagentyp IV-Antikérpern finden
wir ebenfalls keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen, Typ IV-Kollagen ist
hauptsachlich in der Tunica interna und media verteilt (Abbildung 24). Wir
untersuchten weiterhin die Glykoproteine Fibronektin, Laminin und Vitronektin. Die
Fibronektinfarbung ist geringergradig positiv im Vergleich zu Kollagen. Fibronektin ist
in allen Schichten gut sichtbar, konzentriert sich jedoch auf die Tunica interna
(Abbildung 25). Laminin ist in der Tunica interna und media &hnlich verteilt wie
Kollagentyp IV (Abbildung 26). Zwischen den Untersuchungsgruppen konnten keine
Unterschiede sichtbar gemacht werden. Vitronektin ist ebenso in der Tunica interna
und media nachzuweisen und die Immunfarbung ist schwach positiv in der Tunica
adventitia der Arteria uterina bei Patientinnen ohne Prolaps (Abbildung 27). Dagegen
ist das Glykoprotein nur noch vermindert visualisierbar in der Tunica media, schwacher
postiv in der Interna und kaum noch in der Tunica adventitia bei Proben der Arteria

uterina bei Patientinnen mit Prolaps. Vitronektinpositive Strukturen sind hier jedoch

63



teilweise amorph und nur an einigen Stellen sichtbar, aber nicht mehr als eine
komplette Faserstruktur.

Elastin ist in erster Linie lokalisiert in der Tunica interna und media der Arteria uterina
bei Patientinnen ohne Prolaps (Abbildung 28). Hier ist auch ein enger Kontakt zu den
Muskelzellen der Tunica media zu sehen. Bei Patientinnen mit Prolaps ist Elastin in
der Interna nur noch méaRig positiv und in der Tunica media und Tunica adventitia
gering positiv sichtbar.

Die Tenascinfarbung ist bei Patientinnen ohne Prolaps in der Arteria uterina speziell in
der Tunica media positiv und in gleicher Weise in der Tunica interna. Allerdings nimmt
die Farbung in der Tunica media bei Patientinnen mit Prolaps noch einmal deutlich zu
(Abbildung 29), s. Kapitel 6.2.1.

Tabelle 11 zeigt die Lokalisation und Verteilung von Kollagen und der extracelluléaren

Matrixproteine, welche analysiert worden.

Tabelle 11: Nachweis von Matrixproteinen in der Wand der Arteria uterina

ECM Arteria uterina von Frauen ohne | Arteria uterina von Frauen mit

Prolaps Prolaps

Interna | Media Adventitia | Interna Media Adventitia
Koll. Typ | +++ ++ +++ +++ ++ +++
Koll. Typ lll | +++ ++ +++ +++ +++ ++
Koll. Typ IV | +++ ++ + +++ ++ +
Koll. TypV | ++ + + ++ + +
Koll. TypVI | +++ +++ +++ +++ + +++
Fibronektin | ++ + + ++ + +
Laminin ++ ++ + +++ ++ +
Vitronektin | +++ ++ + ++ + +
Elastin +++ ++ + ++ + +
Tenascin ++ ++ - ++ +++ -

- = negativ; + = schwach; ++ = mittel und +++ = stark postitive Immunoreaktivitat
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6.2.1 Bilddokumentation

Abbildung 19 : Kontrollfarbung mit Kaninchen-IGG, Probe der Arteria uterina einer
63-jahrigen Frau ohne Prolaps. Bis auf eine unspezifische Anreicherung in der Interna

negative Kontrollreaktion (Skalierung 480 pm).
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Abb. 20 a

Abb. 20 b

Abbildung 20 a: Immunfarbung vom Kollagen Typ lll, Probe der Arteria uterina einer
63-jahrigen Frau ohne Prolaps. Das Stroma der Tunica adventitia ist intensiv gefarbt.
Die Tunica interna besteht aus dichtgepackten intensiv gefarbten Fasern, die Media
ist nur manig stark positiv (Skalierung 480 um).

Abbildung 20 b: Immunfarbung vom Kollagen Typ lll, Probe der Arteria uterina einer

81-jahrigen Frau mit Prolaps. Starke Reaktivitat der Tunica media, dagegen ist die

Adventia schwacher positiv (Skalierung 500 pm).
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Abb. 21 a

Abb. 21 b

Abbildung 21 a: Immunfarbung vom Kollagen Typ VI, Wand der Arteria uterina einer
69-jahrigen Frau ohne Prolaps. Das Stroma der Tunica interna, media und der Tunica

adventitia sind stark reaktiv (Skalierung 480 pum).

Abbildung 21 b: Tunica media der Arteria uterina einer 71-jahrigen Frau mit Prolaps
zeigt eine geringer stark positive Immunoflureszenz beim Nachweis von Kollagentyp
VI (Skalierung 480 pm).
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Abb. 22 a

Abb. 22 b

Abbildung 22 a: Immunfarbung vom Kollagen Typ |, Probe der Arteria uterina einer
63-jahrigen Frau ohne Prolaps. Das Stroma der Tunica adventitia ist intensiv gefarbt.
Die Tunica interna besteht aus dichtgepackten intensiv gefarbten Fasern, die Media
ist nur magig stark positiv, dagegen die Adventitia wieder stark gefarbt (Skalierung 480

pum).
Abbildung 22 b: Immunfarbung vom Kollagen Typ I, Probe der Arteria uterina einer

81-jahrigen Frau mit Prolaps. Starke Reaktivitat der Tunica interna und adventitia,

dagegen ist die Media schwacher positiv (Skalierung 500 pum).
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Abb. 23 a

Abb. 23 b

Abbildung 23 a: Arteria uterina-Farbung einer 69-jahrigen Frau ohne Prolaps.
Kollagentyp V-positive Strukturen sind maf3ig positiv in der Tunica interna und moderat

in der Media und Adventitia der Arterie (rechts im Bild) gefarbt (Skalierung 480 pum).

Abbildung 23 b: Kollagentyp V in der Arteria uterina einer 71-jahrigen Frau mit
Prolaps. Hier sind schwéacher positive Strukturen nachweisbar in der Tunica media und
Tunica adventitia, dagegen mafig bis stark positiv in der Tunica interna (Skalierung
500 pm).
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Abb. 24 a

Abb. 24 b

Abbildung 24 a: Arteria uterina-Farbung einer 63-jahrigen Frau ohne Prolaps.
Kollagentyp IV - positive Strukturen sind stark positiv in der Tunica interna und moderat
in der Media und schwach positiv in der Adventitia der Arterie gefarbt (Skalierung 480

pum).

Abbildung 24 b: Kollagentyp IV in der Arteria uterina einer 71-jahrigen Frau mit
Prolaps. Hier sind schwacher positive Strukturen nachweisbar in der Tunica adventitia,
dagegen maRig in der Tunica media und stark positiv in der Tunica interna (Skalierung
500 pm).
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Abb. 25 a

Abb. 25 b

Abbildung 25 a: Arteria uterina-Farbung einer 69-jahrigen Frau ohne Prolaps. Mafdig
Fibronektinpositive Strukturen sind in der Tunica interna und schwéacher positiv in der
Media und Adventitia der Arterie gefarbt (Skalierung 480 pm).

Abbildung 25 b: Fibronektinnachweis in der Arteria uterina einer 63-jahrigen Frau mit
Prolaps. Hier sind schwach bis malig positive Strukturen sichtbar in der Tunica media
und Tunica adventitia, dagegen starker positiv in der Tunica interna (Skalierung 500
pum).
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Abb. 26 a

Abb. 26 b

Abbildung 26 a: Arteria uterina-Farbung einer 59-jahrigen Frau ohne Prolaps.
Laminin-positive Strukturen sind stark positiv in der Tunica interna und moderat in der

Media und schwach positiv in der Adventitia der Arterie gefarbt (Skalierung 480 pm).

Abbildung 26 b: Laminin in der Arteria uterina einer 74-jahrigen Frau mit Prolaps. Hier
sind schwach positive Strukturen nachweisbar in der Tunica adventitia, dagegen
mafig in der Tunica media und stark positiv in der Tunica interna (Skalierung 500 pm).

Rechts unten im Bild ist ein ventses Blutgefald dargestellt.
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Abb. 27 a

Abb. 27 b

Abbildung 27 a: Arteria uterina-Farbung einer 69-jahrigen Frau ohne Prolaps.
Vitronektinpositive Strukturen sind intensiv bei der Tunica interna und moderat in der
Media und Adventitia der Arterie (rechts im Bild) gefarbt. Die Tunica media und interna

der Vene ist hier ebenfalls dargestellt (links im Bild) und positiv (Skalierung 480 pm).
Abbildung 27 b: Vitronektin in der Arteria uterina einer 71-jahrigen Frau mit Prolaps.

Hier sind vitronektinpositive Strukturen nur zart nachweisbar an der Tunica media und

Tunica adventitia, die Interna ist mafig positiv (Skalierung 500 pm).
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Abb. 28 a

Abb. 28 b

Abbildung 28 a: Arteria uterina einer 69-jahrigen Frau ohne Prolaps. Elastinpositive
Fasern sind stark immunreaktiv an der Tunica interna und hier dicht gelagert, aber

auch an der medianen Tunica adventitia (Skalierung 500 pm).

Abbildung 28 b: Arteria uterina einer 63-jahrigen Frau mit Prolaps, elastinpositive
Strukturen sind deutlich abgeschwécht nachweisbar in der Interna und nur noch gering
positiv in der Tunica media und adventitia. Insgesamt nachlassende Intensitat bei der
Elastinfarbung der Arteria uterina von Frauen mit Prolaps im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Skalierung 480 pum).
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Abb. 29 a

Abb. 29 b

Abbildung 29 a: Arteria uterina einer 63-jahrigen Frau ohne Prolaps. Die
Tenascinfarbung ist insbesondere in der Tunica media und interna zu sehen, aber

auch in den Venen — hier links im Bild - ist sie deutlich sichtbar (Skalierung 480 pum).

Abbildung 29 b: Die Arteria uterina einer 81-jahrigen Frau mit Totalprolaps des
Uterus. Die Myofibroblasten der Tunica media sind stark immunreaktiv und die
Farbeintensitat nimmt im Vergleich zu den Proben von Frauen ohne Prolaps noch

einmal deutlich zu, bleibt aber auf die Media beschrankt (Skalierung 500 pum).
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6.3 Periurethrales Bindegewebe
6.3.1 Immunfluoreszenz

Unabhéngig vom Vorhandensein einer Belastungsinkontinenz wurden alle
Kollagentypen (I, Ill, 1V, V und VI) in unseren Gewebeproben nachgewiesen. Wir
fanden keine Unterschiede beim Nachweis von Kollagen, welcher in Abhangigkeit zum
Prolapsgrad gebracht werden konnte. Die immunohistochemisch positiv gefarbten
Bindegewebsfasern konzentrieren sich vorwiegend auf Blutgefal3e und reichen bis an
die Region unterhalb des Scheidenepithels. Unterhalb der Basalmembran des
Vaginalepithels war die Immunreaktion zur Farbung von Kollagentyp | und Il
besonders stark. Insgesamt sind aber Kollagentyp I, Il und VI in allen Bereichen der
untersuchten Stromaanteile sichtbar. Bei kontinenten Frauen sahen wir im
periurethralen Bindegewebe beim Nachweis von Kollagentyp I, Ill und VI eine starke
Immunreaktion. Dagegen konnten bei inkontinenten Frauen eine verminderte
Immunreaktion zur Visualisierung von Kollagentyp I, lll und VI dokumentiert werden
(Abbildung 30 zeigt die Farbung von Kollagentyp I, Abbildung 31 die Farbung von
Kollagentyp VI). Kollagentyp V préasentiert sich in unserer Immunochistochemie als
geringer stark positiv. Die feinen Fasern sind durchgehend sichtbar im periurethralen
Bindegewebe. Sie bilden ein Netzwerk, welches sich tber die gesamten untersuchten
Bindegewebsareale verteilt. Wir fanden keinen Unterschied bei der Immunfarbung von
Kollagentyp V zwischen der Gruppe mit Kontinenz bzw. Inkontinenz (Abbildung 32).
Kollagentyp IV war insbesondere in der Basalmembran und in den BlutgefalRen
sichtbar ohne Unterschiede zwischen beiden untersuchten Gruppen (Abbildung 33).
Die Basalmembran bei den immer alter werdenden Patientinnen scheint zunehmend
dicker zu werden. Wir untersuchten des Weiteren die Glykoproteine Fibronektin und
Laminin. Die Fibronektin-immunfarbung war geringer stark positiv als Kollagen, aber
ebenso in allen Proben verteilt (Abbildung 34). Laminin hat die gleiche Verteilung wie
Kollagentyp 1V in der Basalmembran und in den BlutgefalRwanden. Wir fanden keine
Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Vitronektin wurde gleichfalls in dem
periurethralen Bindegewebe aller kontinenten Frauen positiv nachgewiesen.
Allerdings ist dieses Glykoprotein bei Patientinnen mit Inkontinenz im periurethralen
Bindegewebe nur noch fragmentiert bzw. kaum noch visualisierbar (Abbildung 35). Die

Negativkontrolle war ohne spezifische Fluoreszenzreaktion (Abbildung 36).
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Die Verteilung aller Kollagentypen und Glykoproteine werden zusammenfassend in

Tabelle 12 dargestellit.

Tabelle 12: Periurethraler Immunhistochemischer Nachweis
von Matrixproteinen

ECM Protein Kontinente Frauen Inkontinente Frauen
Kollagen Typ | +++ ++
Kollagen Typ I +++ ++
Kollagen Typ IV + +
Kollagen Typ V + +
Kollagen Typ VI +++ +
Fibronektin + +
Laminin + +
Vitronektin ++ — (¥

- = negativ; + = schwach; ++ = mittel und +++ = stark postitive Immunoreaktivitat
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6.3.2 Bilddokumentation

Abb. 30 a

Abb. 30 b

Abbildung 30 a: Farbung von Kollagen Typ | im periurethralen Bindegewebe einer
49-jahrigen Frau mit Zystozele Grad | ohne Belastungsinkontinenz. Das Stroma ist
intensiv gefarbt (Skalierung 50 pm).

Abbildung 30b: Periurethrales Bindegewebe einer 72-jahrigen Frau mit Zystozele
Grad Il mit Belastungsinkontinenz. Die Immunreaktivitat von Kollagen Typ | ist
schwacher positiv im periurethralen Bindegewebe inkontinenter Frauen im Vergleich

zu kontinenten Frauen (Skalierung 50 pm).
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Abb. 31 a

Abb.31Db

Abbildung 31 a: Farbung von Kollagen Typ VI im periurethralen Bindegewebe einer
49-jahrigen Frau mit Zystozele Grad | ohne Belastungsinkontinenz. Das Stroma ist

ahnlich Kollagentyp | intensiv gefarbt (Skalierung 50 pm).
Abbildung 31 b: Periurethrales Bindegewebe einer 72-jahrigen Frau mit Zystozele

Grad Il mit Belastungsinkontinenz. Die Immunreaktivitdt von Kollagen Typ VI ist

deutlich abgeschwacht.
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Abb. 32

Abbildung 32: 71-jahrige Patientin, Zystozele ohne Stressinkontinenz, periurethrales
Bindegewebe mit Farbung von Kollagentyp V. Die Reaktivitat ist schwacher als beim
Kollagen Typ | und Il - Nachweis. Im Stroma zeigen sich schwach positiv tingierte
Bindegewebsfasern als feine fibrillare Matrix (Skalierung 50 pm).
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Abb. 33

Abbildung 33: 63-jahrige Patientin ohne Belastungsinkontinenz, periurethrales
Bindegewebe. Typ IV Kollagen wird fast ausschlief3lich in der Basalmembran und in

den Wanden der Blutgefalie und Nervenbindeln gefunden (Skalierung 40 um).

Abb. 34

Abbildung 34: 65-jahrige Patientin, Stressinkontinenz mit Zystozele Grad |,
periurethrales Bindegewebe mit Fibronektinfarbung. Die feinen Bindegewebsfasern
sind schwach positiv tingiert und gleichmafig verteilt (Skalierung 50 pm).
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Abb. 35 a

Abb. 35 Db

Abbildung 35 a: Farbung von Vitronektin im periurethralen Bindegewebe einer 49-
jahrigen Frau mit Zystozele Grad | ohne Belastungsinkontinenz. Das Stroma ist mit

mafig positiv gefarbten Fasern durchsetzt. (Skalierung 40 pm).

Abbildung 35 b: Periurethrales Bindegewebe einer 72-jahrigen Frau mit Zystozele
Grad Il mit Belastungsinkontinenz. Die Intensitat der Vitronektinreaktion ist schwach
positiv, teils negativ im periurethralen Bindegewebe inkontinenter Frauen im Vergleich

zu kontinenten Frauen (Skalierung 50 pm).
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Abb. 36

Abbildung 36: Periurethrales Bindegewebe einer 72-jahrigen Frau mit Zystozele Grad
[I mit Belastungsinkontinenz. Die Intensitdt der Kontrollfarbung ist negativ bzw.
unspezifisch im periurethralen Bindegewebe (Skalierung 50 pum).
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6.3.3 Elektronenmikroskopie

Die mit Tanninsaure gefarbten und schwarz darstellbaren elastischen Fasern wurden
in allen von uns untersuchten Proben gefunden.

Zwischen den beiden Gruppen findet man aber deutliche Unterschiede.

In Proben von Frauen mit normotoner Urethra sahen wir gut ausgebildete intakte
elastische Fasern eingebettet in kollagenes Fasermaterial. Die Struktur des Gewebes
erscheint nicht verandert. Elastinreiche reife elastische Fasern haben einen engen
Kontakt zu glatten Muskelzellen oder liegen vereinzelt zwischen kollagenen
Faserbuiindeln und Fibrozytenauslaufern (Abbildung 37 a).

Sie erreichen erhebliche Ausdehnungen und spannen sich netzartig zwischen
kollagenen Faserbtindeln. Dies garantiert offensichtlich eine gute Balance zwischen
Stabilitat und Elastizitat im Bindegewebe.

Dagegen zeigte sich im periurethralen Gewebe hypotoner Frauen ein vollig anderes
Bild. Neben einem geringfiigig verminderten Kollagengehalt ist bei der Darstellung
elastischer Fasern eine vollige Zerstérung der Faserstruktur bei unverdndertem
starken Nachweis von elastischem Nativmaterial im periurethralen Bindegewebe von
Patientinnen mit hypotoner Urethra (Abbildung 37 b) aufféllig. Das Material zerfallt hier
in einzelne Elastininseln eingebettet in kollagene Fasern. Komplette gut ausgebildete
Fasern fehlen im periurethralen Bindegewebe hypotoner Frauen. Die Visualisierung
zerstorter elastischer Fasern ist in allen Proben von Frauen mit hypotoner Urethra
anzutreffen (Vergleichsabbildung 38). Kollagene Fasern werden nicht mehr
aneinander gebunden. Sie sind hier zwar z.T. reichlich sichtbar, dabei erscheinen sie
aber Dbruchstiickhaft und flockig verandert. Ebenso ist eine Reduktion im
extracellularen Raum allgemein zu beobachten (Vergleichsabbildung 39). Diese
Beobachtung zog sich durch alle Untersuchungen und demonstrieren den Verlust
elastischer Faser bei Frauen mit hypotoner Urethra im extracellularen Raum, zwischen
den Kollagenfasern (Abbildung 40) und an den Fibroblasten (Abbildung 41).
Offensichtlich geht der abnehmende Urethraverschlussdruck unabhéngig von einer
Inkontinenz mit einem Verlust elastischer Fasern einher.

Die in Kapitel 6 dargestellten Untersuchungsergebnisse wurden teilweise bereits
publiziert (Goepel et al., 2003; Gopel et al., 2005; Goepel et al., 2006, Goepel 2008;
Goepel et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit werden diese Ergebnisse zum Teil

aktualisiert und neue, noch nicht publizierte Daten dargestelit.
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6.3.4 Bilddokumentation

Abbildung 37 a: Periurethrales Bindegewebe einer 54-jahrigen Frau mit klinisch und
urodynamisch gesicherter Stressharninkontinenz bei normotoner Urethra; 9200:1;
Elastische Fasern (Pfeil) liegen in enger Nachbarschaft und formen ein elastisches

Netzwerk. Sie sind an kollagene Fasern und Fibrozyten assoziiert.

Abbildung 37 b: Periurethrales Bindegewebe einer 61-jahrigen Frau mit klinisch und
urodynamisch gesicherter Stressharninkontinenz bei hypotoner Urethra; 6200:1; Viele
kleine elastische Faseranteile (Pfeil) sind in kollagene Faserbiindel eingebettet. Sie
sind fragmentiert und ohne Zusammenhalt.
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Abb. 38 a

Abb. 38 b

Abbildung 38 a: Periurethrales Bindegewebe einer 56-jahrigen Frau mit klinisch und
urodynamisch gesicherter Stressharninkontinenz bei normotoner Urethra; 8200:1;

Elastische Fasern (Pfeil) liegen assoziert zwischen den kollagene Fasern und binden
diese aneinander.

Abbildung 38 b: Periurethrales Bindegewebe einer 62-jahrigen Frau mit klinisch und
urodynamisch gesicherter Stressharninkontinenz bei hypotoner Urethra; 12000:1;
Viele kleine elastische Faseranteile (Pfeil), die jedoch die kollagenen Fasern nicht
mehr aneinander binden.
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Abb. 39 a

Abb. 39D

Abbildung 39 a: Periurethrales Bindegewebe einer 64-jahrigen Frau mit klinisch und
urodynamisch gesicherter Stressharninkontinenz bei normotoner Urethra; 7200:1;
Reichlich elastisches Material (Pfeil), welches die Fibroblasten in den extracellularen
Raum exprimieren.

Abbildung 39 b: Periurethrales Bindegewebe einer 66-jahrigen Frau mit klinisch und
urodynamisch gesicherter Stressharninkontinenz bei hypotoner Urethra; 8000:1;
Deutlich verminderter Nachweis von elastischem Material (Pfeil) im extracellullarem
Raum.
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Abb. 40 b

Abbildung 40 a: Periurethrales Bindegewebe einer 65-jahrigen Frau mit klinisch und
urodynamisch gesicherter Stressharninkontinenz bei normotoner Urethra; 9200:1;

Reichlich elastisches Material (Pfeil) zwischen den Kollagenfasern.

Abbildung 40 b: Periurethrales Bindegewebe einer 76-jahrigen Frau mit klinisch und
urodynamisch gesicherter Stressharninkontinenz bei hypotoner Urethra; 8000:1;
Deutlich verminderter Nachweis von elastischem Material (Pfeil) zwischen den
Kollagenfasern.
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Abb. 41 a

Abb. 41 Db

Abbildung 41 a: Periurethrales Bindegewebe einer 60-jahrigen Frau mit klinisch und
urodynamisch gesicherter Stressharninkontinenz bei normotoner Urethra; 8200:1;

Reichlich elastisches Material (Pfeil) in unmittelbarer Umgebung der Fibroblasten.

Abbildung 41 b: Periurethrales Bindegewebe einer 71-jahrigen Frau mit klinisch und
urodynamisch gesicherter Stressharninkontinenz bei hypotoner Urethra; 6000:1; es ist

kaum elastisches Material (Pfeil) im untersuchten Gewebe nachzuweisen.
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7 Diskussion der Bindegewebsveranderungen

7.1 Ligamentum sakrouterinum

Die Entwicklung des Prolaps ist ein multifaktorieller Prozess mit angeborenen und
erworbenen Faktoren (Moali et al., 2003; Bump und Norton, 1998). Neben der
sogenannten Bindegewebsschwache, die die Patientin von Beginn an in sich tragt,
finden sich erworbene Risikofaktoren wie die Schwangerschaft und Geburt (Quiroz et
al., 2010). Weitere Faktoren, die einen Prolaps begunstigen, sind Erkrankungen des
neuromuskularen Systems, pulmonale Erkrankungen, Adipositas, Rauchen,
Obstirpation, Altersprozesse und die Anderung der hormonellen Situation in der
Postmenopause (Shynlova et al., 2013, Drutz und Alarab, 2006; Bradley et al., 2007;
Kim et al., 2007). Bezogen auf den Prolaps uteri ist das Ligamentum sakrouterinum fr
die Fixation des Uterus im kleinen Becken von herausragender Bedeutung (Ramanah
et al., 2012; Campbell, 1950; DelLancey, 1992). Frihere Studien zeigen den
immunhistochemischen Nachweis einiger Kollagentypen im Stroma. Gabriel et al.
(2005, 2006) postulieren pathophysiologische Prozesse im Bindegewebe des
Ligamentum sakrouterinum als Ursache fur die Entwicklung eines Prolaps uteri. Auch
Phillips et al. (2005) vermuten eine Bindegewebsschwache im Ligament bei Prolaps
uteri. Es gibt bereits einige Arbeiten, die die Bindegewebsveranderungen bei der
Prolapsentwicklung untersucht haben (Campeau et al., 2011). Oft wird dies als eine
Imbalance zwischen Auf- und Abbau verschiedener Kollagenfasern und Elastin in der
extracellularen Matrix gesehen (Budatha et al., 2013).

Andere Autoren diskutieren einen Zusammenhang hormoneller Einflisse z.B. des
abnehmenden Estrogenspiegels in der Menopause auf die Bindegewebsarchitektur
(Zong et al., 2010). Dabei spielt die hormonabh&ngige Metalloproteinasenaktivitat und
deren Inhibitoren wie die Tissue Inhibitor Metalloproteinasen eine entscheidende Rolle
(Liang et al., 2012).

Lin et al. (2007) beschrieben bereits Kollagentyp I, Ill, IV, V und VI als Bestandteil der
Vaginalwand. In unseren Befunden konnen wir das Vorhandensein dieser
Kollagentypen im Ligamentum sakrouterinum ebenso bestétigen. Liapis et al. (2001)
fanden im Bereich der Vaginalwand eine Reduktion von Kollagentyp Il bei
Patientinnen mit Genitalprolaps im Vergleich zu Frauen ohne Prolaps. Die Ver-
anderungen im Bindegewebsstroma der Vaginalwand und damit Begiinstigung eines
Prolaps stehen hier im Zusammenhang mit einer allgemeinen Erhéhung des

intraabdominalen Drucks auf die Vaginalwand (O’Dell et al., 2007; Al-Taher et al.,
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1987). Insgesamt stellt sich die Datenlage zur Untersuchung von Bindegewebs-
veranderungen bei Patientinnen mit und ohne Prolaps teilweise kontrovers dar.
Falconer und Mitarbeiter (1998) beschrieben eine erhthte Kollagenexpression mit
zunehmendem Alter. Dies betrifft Proben der Scheidenwand, Perinealhaut, Para-
vaginalgewebe und Paraurethralgewebe pra- und postmenopausaler Frauen. Andere
Autoren konnen dies nicht bestatigen (Skorupski et al., 2010.) In unseren Unter-
suchungen des Ligamtentum sakrouterinum finden wir deutliche Unterschiede
zwischen Frauen mit und ohne Prolaps. Dies betrifft die Abnahme der Farbeintensitat
vorrangig bei der Tinktion von Kollagentyp Il und VI bei Patientinnen mit Prolaps im
Ligamentum sakrouterinum. Ewies et al. (2003) finden ebenfalls einen verminderten
Anteil von Kollagentyp Il bei Patientinnen mit Prolaps. Offenkundig fuhrt dieser Verlust
an Kollagentyp Il zu einer Verminderung der mechanischen Stabilitat der
Bindegewebsstrukturen. Insgesamt sind die Untersuchungen der Autoren zu der
sogenannten Bindegewebsschwache bzw. verminderten oder vermehrten Kollagen-
produktion bei Prolaps sehr unterschiedlich. Jackson et al. (1996) fand keine Ver-
anderung des Verhaltens von Kollagentyp | und Il bei Patientinnen mit und ohne
Prolaps. Andere Studien wiesen einen erhéhten Anteil von Kollagentyp Il (Kékcu et
al., 2002; Gabriel et al. 2005) bzw. verminderten Anteil von Kollagentyp | (Moalli et al.,
2005) nach.

Unsere Untersuchungen lassen keinen Zweifel daran, dass der Kollagengehalt des
Ligamentum sakrouterinum im Vergleich bei Patientinnen mit und ohne Deszensus
eine Veranderung erfahrt. Dies bestatigen auch neueste Untersuchungen zum

Nachweis von Kollagen Typ | (Aznal et al., 2012)

Offensichtlich scheint es eine Gegenregulation zur Verhinderung eines Prolaps mit
vermehrter Kollagenproduktion bei einigen Frauen zu geben (Zong et al., 2010). Die
neugebildeten Kollagenfasern, die sich oft als insuffiziente Fasern herausstellen,
konnen den Prolaps jedoch nicht verhindern. H&ufig haben sich allerdings die
Untersuchungen anderer Autoren auf den Nachweis von Kollagentyp | und Il im
Ligamtentum sakrouterinum konzentriert (Fu et al., 1995). Wir haben in diesem Fall
weitere Kollagentypen untersucht. Deshalb beschrankte sich die Kollagenfarbung
nicht nur auf Kollagentyp | und 11, sondern es wurden Kollagentyp IV, V und VI sowie
verschiedene Glykoproteine mit einbezogen. Kollagentyp | wird hauptsachlich in der
Haut, in Sehnen und im Knochen gefunden und stellt mit 80-99 % des

Gesamtkollagens den entscheidenden Anteil dar (Uldbjerg et al., 1983). Kollagentyp
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Il ist &hnlich verteilt wie Kollagentyp | nur in einem geringeren Anteil am
Gesamtkollagen. Kollagentyp | und Il beeinflussen hinsichtlich ihres Anteils die
physikalischen Eigenschaften der Bindegewebsfasern. Wahrend Kollagentyp |
Uberwiegend flr die Stabilitat der Faserstrukturen verantwortlich ist, spielt Kollagentyp
Il hauptséchlich eine Rolle zur Gewahrleistung der Elastizitdt und Dehnung der
Bindegewebsfasern (Mays et al., 1991). In unseren Untersuchungen sind bis auf
Kollagen Typ IV, welches in Blutgefal3en lokalisiert ist, alle untersuchten Kollagentypen
ubiquitar im Strom verteilt. Auch neueste Untersuchungen wie Meijerink et al. (2013)
konnen bezlglich Kollagen Typ IV keine Unterschiede zwischen den
Untersuchungsgruppen mit und ohne Prolaps herausarbeiten. Eine Relevanz zur
Prolapsentwicklung zeigt sich nach heutigem Erkenntnissstand nicht.

Da nun alle untersuchten Kollagentypen gefunden wurden, gehen wir davon aus, dass
das Verhaltnis der Kollagentypen untereinander eine entscheidende Rolle spielt.
Zahlreiche Untersuchungen anderer Organe weisen auf permanente Veranderungen
im Verhaltnis von Kollagentyp | und Il hin, oft auch altersabhangig (Strinic et al., 2010;
Mays et al., 1988). Den Regulatoren wie die Metalloproteinasen wird hier eine wichtige
Rolle zugeschrieben (Budatha et al., 2013). Fur MMP-1 kann z.B. eine Zunahme der
Enzymaktivitat bei postmenopausalen Patientinnen mit Prolaps im Ligamentum
sakrouterinum beschrieben werden (Aznal et al., 2012).

Kollagentyp V durchzieht als Bestandteil der Kollagenfasern die gesamte Architektur
des Bindegewebes im Ligamentum sakrouterinum. Es wird als kleine interstitielle
Mikrofibrillen hauptsachlich perizellular lokalisiert gefunden. Dies entspricht auch dem
Verteilungsmuster in anderen Organen wie z.B. der Leber (Fransson, 1987).
Kollagentyp V ist insgesamt nur ein geringer Teil des Gesamtkollagen, scheint aber
beim Aufbau von Kollagenfasern eine wichtige Rolle zu spielen (Adachi et al., 1991).
Unsere Ergebnisse lassen keine Unterschiede bei Frauen mit und ohne Prolaps
erkennen. Auffallig ist eine geringfiugige Verdickung der Kollagentyp V positiven
Fasern mit zunehmendem Alter.

Erstmalig wurde nun Kollagentyp VI untersucht, welches sich um Blutgefalle
konzentriert und sich im gesamten Stroma verteilt, &hnlich Kollagentyp | und IIl.
Bemerkenswert ist eine Abnahme der Immunfarbung von Kollagentyp VI bei
postmenopausalen Patientinnen mit Prolaps uteri. Dies ist bisher so noch nicht

beschrieben worden. Diese Befunde unterstreichen die aus unserer Sicht wichtige
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Rolle der Bindegewebsfasern bei der Prolapsentwicklung, vordringlich durch die sich
andernde Zusammensetzung im Stroma.

Die Glykoproteine Fibronektin und Laminin werden in allen untersuchten
Bindegewebsproben nachgewiesen. Fibronektin zeigt sich in der extracellularen Matrix
gleichmaldiig verteilt, &ahnlich Kollagentyp V im Interstiium wund in den
Blutgefallwanden. Laminin ist ahnlich lokalisiert wie Kollagen Typ IV in der
Basalmembran und in BlutgefalBwéanden. Bei beiden Glykoproteinen zeigten sich keine

pragnanten Unterschiede zwischen der Prolaps- und der Kontrollgruppe.

Im Gegensatz dazu wird in unseren Untersuchungen bei Patientinnen mit Prolaps uteri
das Glykoprotein Tenascin im Sakrouterinligament vermehrt nachgewiesen. Hier
konnten wir bei Patientinnen mit Prolaps Grad 4 eine deutliche Zunahme der
Immunreaktion visualisieren. Dies wurde bis zum Untersuchungszeitpunkt erstmalig in
unseren Arbeiten nach Durchsicht des Schrifttums festgestellt. Tenascin spielt eine
wichtige Rolle bei Wachstumprozessen, in der Embryonalentwicklung (Liu et al.,
1995), in entzindlichen Prozessen bzw. in der Tumorgenese (Crossin 1996; Goepel
et al., 2000; Goepel et al., 2003). Im ausdifferenzierten Gewebe wird es speziell bei
der Wundheilung nachgewiesen (Wallner et al., 1999). Die aufféllige Zunahme des
Tenascinanteils bei Patientinnen mit Prolaps uteri kdnnte ein Hinweis auf eine
traumatische Genese z.B. durch die Geburt, stattgehabte Entzindungen oder
Voroperationen sein (Aznal et al., 2012). Meyer et al. (1998) vermuteten bereits eine
verminderte Reparaturfahigkeit des Gewebes nach Trauma z.B. der vaginalen
Spontangeburt. Séderberg et al. (2004) untersuchten unter anderem biochemische
Fahigkeiten der Bindegewebsfasern beim Prolaps und fanden hier eine Verminderung
des cross-linkings zwischen den Bindegewebsfasern. Derartige eingeschrankte
Reparaturmechanismen im Bindegewebe kénnten die Zunahme ebenso erklaren
(Connell et al.,, 2008). Mdglicherweise konnte sie auch ein Ausdruck der sich
andernden Zusammensetzung der Matrix und des Verhaltnisses der Fibroblasten
untereinander sein, da Tenascin auch ein Marker fuir Zellmigration ist (Aufderheide und
Eckblom, 1988). Letztendlich bleibt das Auftreten unklar und lasst den Prolaps auch
als proliferativen Prozess ins wissenschaftliche Blickfeld ricken.

Wir vermuten, dass die erhdhte Tenascinreaktion eine Folge aller Prozesse ist, die im
Laufe eines Lebens auf das Ligamentum sakrouterinum einwirken. Dies betrifft

naturlich Schwangerschaft und Geburt, aber auch Operationen, Entzindungs-
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prozesse, Gewichtszunahme und der sich verandernde Hormonhaushalt. Weitere

Sekretionsmarker sollten jedoch in zukunftigen Studien zur Anwendung kommen.

Weiterhin sind bei der Vitronektinfarbung Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
auffallig. Wahrend bei Frauen ohne Prolaps zahlreiche Vitronektinfasern gefunden
wurden, zeigen sich bei Patientinnen mit Prolaps kaum noch reguléare Fasern. Sie sind
dann oft fragmentiert bzw. nicht mehr sichtbar. Das Glykoprotein Vitronektin hat
bekannte adh&sive Eigenschaften und wird oft in Assoziation zum elastischen
Bindegewebe gefunden (Ruoslahti, 1989). In in-vitro-Untersuchungen bindet es
hauptséachlich an den Kollagentyp I, 1lI, 1V, V und VI (Hardingham und Fosang, 1992).
Unsere Untersuchungen kdnnen diese bekannten Hypothesen auch im Ligamtentum
sakrouterinum bestatigen. Mit der Abnahme von Kollagentyp I, 11l und VI sinkt auch
die Intensitat der Immunfarbung von Vitronektin.

Die verminderte Immuntinktion von Vitronektin sowie der vermehrte Nachweis von
Tenascin im Ligamentum sakrouterinum der Frauen mit Prolaps uteri sind Hinweise

auf ungenugende Stutzfunktionen des Bindegewebes im Ligament.

Im Ligamentum sakrouterinum sind des Weiteren elastinhaltige Fasern sichtbar. Bei
Patientinnen mit Prolaps uteri stellt sich eine gut dokumentierbare Fragmentierung und
Desorganisation der elastischen Fasern dar. Diese Ergebnisse konnten erwartet
werden, da auch Vitronektin deutlich abnimmt bei Patientinnen mit Prolaps. Vitronektin
wird oft an elastische Fasern assoziiert gefunden (Dahlback et al., 1986).

Unsere Ergebnisse widersprechen den Daten von Gabriel et al. (2005) und Kdkci et
al. (2002). Sie haben keine Unterschiede beziglich des Elastinnachweises bei Frauen
mit und ohne Prolaps gefunden und den elastischen Fasern keine entscheidende Rolle
zugesprochen. Nach unseren Analysen ist dies aufgrund der Abnahme von
elastischen Fasern bei Patientinnen mit Prolaps uteri im Ligamentum sakrouterinum
jedoch anzunehmen. Einschrankend muss angemerkt werden, das altersabhangige
Veranderungen im Elastinmetabolismus bekannt sind und die Interpretation der
Ergebnisse erschweren.

Obwonhl der Elastingehalt im menschlichen Organismus lange Zeit gleichbleibend ist,
nimmt Elastin allgemein im Alter ab. Dies wird auch in den Organen der Haut, der
Fascia transversalis und beim Duktus deferens dokumentiert (Rodrigues et al., 1990).
Offensichtlich sind diese Veranderungen mit einem fortschreitenden Abbau des

Elastins einhergehend. Dies wird unterstitzt durch Untersuchungen an der Lunge

94



(Vitellaro-Zucarello et al., 1994) und der Arteria basilaris (Chopard et al., 1998), die
eine Reduktion elastischer Fasern in diesen Organen altersabhangig ergaben. Neben
diesen altersabhangigen Verdnderungen im Beckenbindegewebe kann eine
Reduktion elastischer Fasern z.B. auch durch den Einfluss der Estrogene ausgelost
werden (Aznal et al., 2012; Hextal und Cardoso et al., 2001; Moalli et al., 2002).
Rezeptoren dieser Hormone wurden in den Zellkernen von Fibrozyten, glatten
Muskelzellen des Ligamentum teres uteri und des Muskulus levator ani nachgewiesen
(Skala et al., 2010, Smith et al., 1993). Estrogene regen zum einem die Proliferation
des Harnréhren-, Blasen- und Vaginalepithels an und steigern die Durchblutung der
Harnréhrenwand (Thyroff et al., 1998). Damit wird das Bindegewebe und die
Muskulatur ganz allgemein gestarkt (Viereck et al., 2000). Eine Verbesserung der
Urethraverschlussdruckes durch Zunahme der periurethralen Vaskularisation unter
Estrogengabe publizierten bereits Klutke et al. (1995) und Long et al. (2006). Zum
anderen wird der Elastinhaushalt durch Aktivierung der TIMP und Lysyloxidase
beeinflusst. Diese fuhrt zu einer Hemmung der Matrix-Metalloproteinen, die auch den
Elastinabbau vermindert. Die Lysyloxidasen wiederum verbessern das cross linking
zwischen den elastischen aber auch kollagenen Fasern (Shynlova et al.,, 2013).
Trotzdem sind therapeutische Effekte auch von der Hormonrezeptorsensitivitat
abhangig. Bekanntlich nimmt die Sensitivitat im Alter ab (Townsend et al., 2009) bzw.

unterliegen Polymorphismen (Ewies et al., 2004).

Die Wirkung der Estrogene auf Kollagenexpression ist schon friher untersucht worden
(Falconer et al., 1996). Chen et al. (2003) wiesen eine TIMP-1-Zunahme unter
Estrogengabe nach. Dies bedeutet eine MMP-Hemmung und damit vermehrte
Kollagensynthese (Shapiro et al., 1998). Der gegenteilige Effekt tritt unter
Hormonmangel ein. Dabei wird nicht nur TIMP vermindert nachgewiesen, auch die fur
die Elastinfaserstruktur so wichtige Lysyloxidase (Shynlova et al., 2013) nimmt ab.
Postmenopausal finden Liang et al. (2012) die Abnahme von TIMP-2 sowie Alpha-1
Antitrypsin und die MMP-2 Zunahme im Ligamentum sakrouterinum bei Frauen mit
Prolaps uteri.

Diese Erkenntnisse haben wichtige therapeutische Konsequenzen, da auch die
Elastinfasern eine bedeutende Funktion im Beckenbodenbindegewebe haben.
Natirlich kann das Auftreten fragmentierter elastinhaltiger Fasern bei Patientinnen mit

Harninkontinenz und Polaps uteri auch eine mechanische Uberbeanspruchung
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bedeuten (Zong et al., 2010). Oft wird dies hervorgerufen durch die enorme Belastung
und Traumatisierung des Beckenbodenbindegewebes zum Beispiel wahrend der
Schwangerschaft und Geburt, welches spater das Auftreten einer Stressinkontinenz
bzw. Prolaps uteri beginstigt (Aznal et al., 2012; Kélbl 2001). Weiterhin spielen
gynakologische Voroperationen und deren Auswirkung auf das Gewebe bei der
Entstehung einer Inkontinenz bzw. eines Prolaps uteri eine wichtige Rolle (Mc Grother
et al, 1998). Aznal et al. (2012) sehen einen Zusammenhang mit dem
Estrogenmangel. Dies beeintrachtigt neben der Kollagen- auch die Elastinsynthese.
Wichtige Verlinkungssubstanzen wie die Lysyloxidase werden estrogenabhangig
produziert und fehlen im Alter. Eine Wiederherstellung von intakten elastischen
Fasermaterial ist oft nicht mehr méglich.

Morphologischen Veranderungen elastinhaltiger Fasern in der extracellularen Matrix
des Beckenbodens sind bereits bekannt. Ein permanenter Dehnungsreiz z.B. bewirkt
die exzessive Ablagerung von Elastin im Sinne einer Uberexpression wie dies bereits
in der Wand der Harnblase bei Harnrohrenobstruktion gezeigt werden konnte (Levy
und Weight, 1990; Elbadawi, 1998). Insgesamt haben die auf morphologischer Ebene
festgestellten Alterationen der Bindegewebsfasern mit gro3er Wahrscheinlichkeit eine
Auswirkung auf die Verdnderungen und Verlust der Funktionalitat der untersuchten
Regionen (Zong et al., 2010). Sie sind Ausdruck einer Erschlaffung der bandartigen
Strukturen und auch einer verminderten Belastbarkeit. Kontraktionen glatter
Muskelzellen verlieren an Effektivitat, da ihre Kraft nicht mehr adaquat auf die
entsprechenden Faserelemente Ubertragen werden kann. Auch biRRen damit die
glatten  Muskelzellen einen Einfluss auf den Spannungszustand des
Beckenbindegewebes ein. Das sich auf diese Weise einstellende Missverhéltnis
zwischen Belastbarkeit der Bindegewebsstrukturen im kleinen Becken einerseits und
der Belastbarkeit durch korperliche Aktivitdt bzw. Fullung und Leerung der
Beckenorgane andererseits beglnstigten das Auftreten von Senkung und Vorféllen
weiblicher Genitalorgane (Schmidt-Matthiesen, 1998). Bezogen auf die elastischen
Fasern kénnen wir das durch eindrucksvolle Veranderungen bei Patientinnen mit

Prolaps uteri bestatigen.

Zusammenfassend kann postuliert werden, dass zu unserer Uberraschung bei
Patientinnen mit Prolaps in den Proben des Ligamentum sakrouterinum
beeindruckende Veranderungen nachgewiesen worden. Wir konnten zum

Untersuchungszeitpunkt erstmalig feststellen, dass der Gehalt an Kollagentyp VI und
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Vitronektin im Stroma bei Patientinnen mit Prolaps abnimmt einhergehend mit einer
signifikant erhOhten Tenascinreaktivitat. Dies konnen wir uns nur mit der
mechanischen Belastung beim permanenten Druck durch den Prolaps uteri erkléren.
Aber die Regulatoren und deren Inhibitoren der Matrixproteine bedirfen weitere
Untersuchungen, um den veranderten Matrixproteinmetabolismus besser verstehen
zu konnen.

Weiterhin wird eine Abnahme Elastins beim Prolaps dokumentiert. Der zunehmende
Druck nach unten kann den Verlust der elastischer Fasern nicht vollstandig erklaren.
Weiterfuhrende Untersuchungen zu Substanzen, die den Elastinstoffwechsel bzw. den
Fasergerustaufbau betreffen (Elastase und deren Inhibitor Alpha-1 Antitrypsin, sowie
die verschieden Formen der Lysyloxidase), mussen folgen.

Unsere Untersuchungen weisen durch die z.T. deutlich sichtbaren Veranderungen bei
Prolaps uteri den Bindegewebsfasern eine zentrale Rolle bei der Entwicklung einer
Beckenbodeninsuffizienz zu. Jedoch sind die Ergebnisse mit anderen Autoren oft
schwierig zu vergleichen, da die Biopsiestellen nicht standardisiert sind. Eine

einheitliche Vorgehensweise ware fir zukinftige Untersuchungen wiinschenswert.
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7.2 Arteria uterina

Zur Zeit gibt es Uberhaupt keine Untersuchungen der extracellularen Matrix der Arteria
uterina bei Patientinnen mit und ohne Prolaps. Wir haben uns hauptséchlich auf die
Untersuchung postmenopausaler Frauen konzentriert. Oft wird darauf hingewiesen,
dass die Stromaveranderungen auch durch den permanten Druck auf den weiblichen
Beckenboden herbeigefuhrt sein kénnen und somit Folge und nicht Ursache der
Prolapsentwicklung sind (Zong et al., 2010). Die Arteria uterina sind nur in den
Prolapsprozess involviert und nicht die Ursache, deshalb sollen die Veranderungen im
Bindegewebe der Arterienwand mit den Veranderungen im Ligamentum
sakrouterinum verglichen werden. Interessanterweise fanden wir den Anstieg von
Kollagentyp Il in der Tunica media der Wand der Arteria uterina bei Patientinnen mit
Prolaps. Bereits Stéderberg et al. (2004) haben bei insgesamt geringerem Nachweis
von Kollagen bei Patientinnen mit Prolaps unabhangig vom Alter bzw.
vorangegangenen Schwangerschaften auch einen hoheren Anteil von Kollagentyp Il
gefunden. Ein erhéhter Anteil vom Kollagentyp Il kann auch eine Antwort des Korpers
auf die mechanische Uberbelastung sein (Yucel et al., 2013). Auch unter
Estrogengabe nimmt die Kollagentyp Il Synthese deutlich zu (Tomaszewski et al.,
2010). Moalli et al. (2002) fanden bei Patientinnen mit Prolaps unter anderem eine
erhohte MMP-9 (Matrix-Metalloproteinasen) —  Aktivitdit. Die  vermehrte
Metalloproteinaseaktivitat geht einher mit einem erhdéhten Anteil von Kollagentyp Ili
und ist hinsichtlich der Histomorphologie zu vergleichen mit den Prozessen der
Wundheilung.

In den letzten Jahren wurde des Weiteren das Problem des sich &ndernden
Kollagenmetabolismus, der Kollagenexpression und die oft damit einhergehende
Prolapsentwicklung im Zusammenhang mit dem Alter kontrovers diskutiert. Falconer
et al. (1998) zeigten einen erhdhten Anteil von Kollagen im Bindegewebe mit
zunehmendem Alter. Dies wird jedoch nicht von allen Autoren so bestéatigt (Kerkhof et
al., 2009). Jedoch kann in den letzten Jahren ein Trend bestétigt werden, der einen
abnehmenden Kollagengehalt postmenopausal und bei sinkendem Estrogenlevel
postuliert. Die Mechanismen sind vielféltig. Estrogen aktiviert TIMP und hemmt folglich

die MMP (Alarab et al.,, 2008). Ebenso ist die Lysyloxidasesekretion unter
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Estrogengabe deutlich erhéht (Mogami et al., 2010). Dies erklart den Kollagenabbau
unter abfallendem Hormonlevel.

Kollagene Fasern sind ein wichtiger Bestandteil der extracellularen Matrix und
Ubernehmen Stitzfunktionen in BlutgefaRen (Staubesand, 1977). Dabei sind die
Endothelzellen in der Lage, Kollagen zu sezernieren (Sage et al., 1979). Die Funktion
der extracellularen Matrix in der Intima besteht darin, einerseits Endothelzellen in der
umgebenden Matrix zu verankern, andererseits eine thrombogene Oberflache mit
Forderung der Thrombozytenaggretation sowie Thrombosebildung nach Verletzung
des Endothels zu erhalten.

In der Arteria uterina zeigen Kollagentyp | (Hauptbestandteil des Kollagens) und VI
das gleiche Verteilungsmuster. Sie sind insbesondere in der Interna anzutreffen. Die
glatten Muskelzellen der Media sind ebenfalls zur Kollagensynthese beféhigt (Burke et
al., 1977). In arteriosklerotisch veranderten Blutgefal3en erhoht sich die
Kollagensekretion, wobei das Kollagen zwischen Media und Adventitia abgelagert wird
(Reinker, 1993). Diese Prozesse sind folgerichtig bei der Interpretation zu bedenken.
Auch bei unseren Untersuchungen kommt es zu einer verstarkten Farbung zwischen
Media und Adventitia. Ein Zusammenhang mit der Uberdehnung beim Prolaps ist aber

nicht auszuschliefRen.

Bei der Immunfarbung von Kollagentyp IV in der Arteria uterina sind die Media und
Interna stark positiv. Die zellulare Reaktion in der Muskelschicht ist auffallig. Weiterhin
ist Kollagentyp V charakteristischer Bestandteil der Interna und einer schmalen Zone
zwischen Media und Adventitia. Dagegen werden Media und Adventitia geringer
tingiert. Bezogen auf die Ergebnisse der Untersuchung der Arteria uterina zeigt sich
auch hier Kollagentyp V als feinfaseriges Netzwerk ohne Abweichung zwischen beiden
untersuchten Patientengruppen. Beim Nachweis von Kollagentyp VI finden wir
wiederum erhebliche Unterschiede im Bindegewebe. Aufféllig ist eine verminderte
Immunfluoreszenz in der Tunica media postmenopausaler Frauen mit Prolaps uteri.
Dies entspricht den Veranderungen im Ligamentum sakrouterinum bei Frauen mit
Prolaps und stiitzt die Auffassung, dass die Anderungen in der

Matrixzusammensetzung Ausdruck und nicht Ursache fur die Prolapsentwicklung sind.

Fibronektin wird ohne Differenzen zwischen Patientinnen mit und ohne Prolaps uteri
vorrangig in Hohe der Tunica interna und media verstarkt gesehen. In

Ubereinstimmung mit Stenman und Vahery (1978) konnte dieses Glykoprotein zur
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Elastizitat von Arterien beitragen. Gefallendothelzellen sind gleichfalls dazu befahigt,
Kollagentyp IV, Laminin und Fibronektin zu sezernieren (Merker et al., 1987). Die
Interna der Arteria uterina reagiert in ahnlicher Weise bei der Darstellung dieser
Proteine stark positiv, zeigt allerdings keine Veranderung zwischen den untersuchten
Gruppen. Bei der Farbung von Laminin werden Media und Interna der untersuchten
Blutgefalle in beiden Gruppen gleich stark tingiert ahnlich der Lokalisation von

Kollagentyp IV.

Im menschlichen Bindegewebe ist Vitronektin vor allem fur die adhasive Fahigkeiten
und die Assoziation zum elastischen Fasergewebe bekannt (Ruoslahti, 1989). In
invitro Untersuchungen findet man Vitronektin adharent an den Kollagentypen |, I, IV,
V und VI (Hardingham und Fosang, 1992). Wir gehen davon aus, dass im
Bindegewebe des weiblichen Beckenbodens ahnliche Phdnomene existieren. Es
zeigen sich in unseren Untersuchungen beachtenswerte Unterschiede beim Nachweis
von Vitronektin. Bei postmenopausalen Frauen finden wir Vitronektin in der Arteria
uterina vorwiegend in der Tunica media und interna. Bei Patientinnen mit Prolaps ist
dagegen Vitronektin kaum noch sichtbar. Die vitronektinreaktiven Fasern sind nur noch
als vereinzelte Inseln und fragmentiert zu visualisieren. Die Farbeintensitat korreliert
sehr stark mit dem der elastischen Fasern. Auch unsere Untersuchungen der Arteria
uterina zeigen ein ahnliches Reaktionsmuster vitronektinpositiver und elastischer
Fasern. In der Interna der Arterie bei Frauen ohne Prolaps ist neben der stark positiv
reagierenden Interna auch die Media durchsetzt von elastischen Fasern. In dieser

Schicht nehmen sie bei Patientinnen mit Prolaps merklich ab.

Frihere Publikationen (Ewies et al., 2003; Goepel, 2008) zeigen bei Patientinnen mit
Prolaps einen verminderten Anteil von Elastin und vermuten auch hier einen
Zusammenhang mit der Entwicklung eines Prolaps durch verminderte
Elastinproduktion. Wir konnten feststellen, dass im Ligamentum sakrouterinum
durchaus vergleichbare Ergebnisse zwischen beiden Patientengruppen zu finden sind.
Bei Frauen ohne Prolaps finden wir reichlich elastisches Gewebe, jedoch ist dies
deutlich vermindert nachweisbar bei Patientinnen mit Prolaps - hier sind die Fasern im
Ligamentum sakrouterinum zum Teil fragmentiert. Uberraschenderweise fanden wir
nun ahnliche Reaktionsmuster auch in der Tunica media der Arteria uterina. Auch hier
sind bei Patientinnen mit Prolaps vermindert elastische Fasern nachweisbar.

Elastische Fasern sind fir die Erhaltung der Integritat der Ligamente von Bedeutung,
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jedoch grundsatzliche Zusammenhange mit dem Prolaps sind bisher nicht eindeutig
postuliert (Chadwick und Goode, 1995). Yamamoto (1997) wies eine deutlich
verminderte Elastinproduktion bei Patientinnen mit Prolaps nach im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe ohne Prolaps. Er vermutet hier einen Zusammenhang mit der
Regenerationsunfahigkeit elastischer Fasern. Die Moglichkeit zur Regeneration
suffizienter Bindegewebsfasern wird offensichtlich erheblich beeintrachtigt (Cleary,
1996).

Bisher sind im ausdifferenzierten Bindegewebe Veradnderungen des elastischen
Bindegewebes z.B. nach UV-Einstrahlung zu beobachten (Bernstein et al., 1994),
jedoch auch bei verschiedensten Erkrankungen zum Beispiel dem Lungenemphysem
(Pierce et al., 1995). Oft liegt der Minderwertigkeit des Gewebes eine abhanden
gekommene Regenerationsfahigkeit zugrunde. Veranderungen des Bindegewebes als
Ursache des Prolaps uteri werden immer wieder diskutiert. Die Kollagensynthese, aber
auch die Dysbalance zwischen Auf- und Abbau des Kollagens, wird hier besonders
favorisiert (Norton et al., 1992). Elastische Fasern scheinen hier eine besonders
wichtige Rolle zu spielen, vorzugsweise in den gro3eren arteriellen Blutgefa3en und
den spezifischen Ligamenten. Die Bindegewebszellen steuern die Synthese des
Kollagens, Elastins und der anderen extracellularen Matrixproteine (Yamamoto et al.,
2000). Jedoch sind die Faktoren, die zur Formation elastischer Fasern flihren, noch
nicht alle untersucht. Eine wichtige Rolle fir den Verlust der Regeneration von
funktionellen elastischen Fasern scheint das Fehlen wichtiger Zusatzsubstanzen zu
sein, die fur die Bildung suffizienter elastischer Fasern verantwortlich sind z.B. Fibullin
(Zhao und Zhou, 2012) oder der Lysyloxidase (Kagan et al., 2003). Auch in diesen
Untersuchungen wird von insuffizienten nicht-regenerierfahigen elastischen Fasern

ausgegangen.

Bei Patientinnen mit Prolaps uteri kommt es zu einer Anderung des
immunhistochemischen Reaktionsmusters beim Nachweis des Proteins Tenascin C.
Die Wande der Blutgefal3e sind hier stark positiv tingiert. Die Funktion dieses Proteins,
ein Marker fur Zellmigration und Wachstum (Crossin 1996), in der Wand der Arteria
uterina ist noch unklar. Glatte Muskelzellen arterieller GefaRe sind zur
Tenascinproduktion befahigt (LaFleur et al., 1994). Das Glykoprotein Tenascin ist
charakteristischer Bestandteil in der Tunica media der Arteria uterina insbesondere

der aul3eren Zonen. Zur Interna hin nimmt die starke immunhistochemische Farbung
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ab. Auffallig ist in den Untersuchungen der Arteria uterina von Patientinnen mit Prolaps
uteri eine nochmals zunehmende Immunreaktion in der Media, welche die gesamte
Schicht durchdringt.

Dies ist ein Hinweis auf Uberdehnung und Proliferation im Gewebe. Tenascin wird bei
Angiogenesprozessen, in der Embryonalentwicklung, aber auch im schnell
wachsenden Tumorgewebe verstarkt nachgewiesen (Van Obberghen-Schilling et al.,
2011). In den glatten Muskelzellen der BlutgefaBRwande kommt es insbesondere bei
proliferativen Prozessen zu einer verstarkten Tenascinproduktion (Jones and Jones,
2000). Deshalb kann die Tenascinanreicherung beim Prolaps auch als eine Reaktion
des Gewebes auf den Prolaps gewertet werden (Aznal et al., 2012). Diese Resultate
sind fur zukUnftige Interpretationen von Untersuchungsergebnissen beim Prolaps von
grundsétzlicher Bedeutung und zeigen, dass alle bisherigen Befunde auch als Effekt
und nicht ausschlie8lich als Ursache des Prolaps gewertet werden missen.
Fibroblasten verandern z.B. Ihre Matrixproteinexpression bei permanenten Druck von
aussen (Kuiper et al., 2008). Der Strechingeffekt ist aber nur einer von vielen
Uberlegungen als Ursache fiir Bindegewebsalterationen. Auch die Geburtenzahl,
Voroperation und das Koérpergewicht muss bei den Interpretationen mitbeachtet

werden.

In zuklnftigen Analysen missen auch der Hormonstatus, die Polymorphismen der fur
die Matrixproteine verantwortlichen Gene, die Proteasen (MMP, Elastase) und deren
Inhibitoren (TIMP, Alpha-1-Anti-Trypsin) sowie die fir das cross linking mit-
entscheidende Lysyloxidase und alle deren Unterformen bertcksichtigt werden. Dann

sind genauere Aussagen uber den veranderten Bindegewebsmetabolismus mdglich.

102



7.3 Periurethrales Bindegewebe

Zahlreiche Faktoren beeinflussen den Urethraverschlussdruck, hauptséchlich die
neuronale, muskulare und Bindegewebskomponente. Die Untersuchungen lber das
Kollagen, Elastin und Glykoproteine im periurethralen Bindegewebe standen
insbesondere in den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts im Mittelpunkt. Einige
Autoren haben bereits verschiedene Kollagentypen nachgewiesen (Falconer et al.,
1998). Daraus folgend wird der extracellularen Matrix eine wichtige Rolle
zugeschrieben. In den letzten Jahren konzentrierten sich die Arbeitsgruppen
zunehmend auf die Regulatoren des Turn over der Matrixproteine. Aber auch
hormonabhangige Bindegewebsveranderungen, inbesondere mit Beginn der
Menopause, sind beschrieben worden (Chen et al.,, 2003). Bezuglich der alters-
abhangig periurethral sich andernden Kollagenexpression aber auch zu einer
Inkontinenz liegen widerspriichliche Daten vor. Falconer et al. (1998) wiesen einen
erhohten Kollagenanteil mit zunehmendem Alter nach. Sie dokumentieren eine
Uberexpression kollagener Fasern bei inkontinenten Frauen im periurethralen
Bindegewebe. Dagegen sehen andere Autoren eine verminderte Kollagenexpression
bei inkontinenten Frauen (Trabucco et al., 2007). Jedoch sind die Arbeiten meistens
auf den Nachweis von Kollagentyp | und Ill begrenzt (Yucel et al., 2013; Ulmsten und
Falconer, 1999), wahrend in den vorliegenden Untersuchungen Kollagentyp 1, I, IV,
V und VI sowie verschiedene Glykoproteine nachgewiesen werden. Die Beschreibung
bis dahin noch nicht untersuchter Matrixproteine war die Grundlage unserer
Bindegewebsuntersuchungen. Kollagentyp I, III, IV, V und VI wurde in allen Proben
unserer Untersuchungen gefunden, wobei sich Kollagentyp IV Uberwiegend in der
Basalmembran sowie in den BlutgefaRwanden konzentriert. Kollagentyp V ist ein
geringerer Bestandteil der extracellularen Matrix und bildet feine Mikrofibrillen, die sich
vor allem pericellular netzwerkartig lokalisieren. Erstmals wurde Kollagentyp VI im
periurethralen Bindegewebe gefunden, etwas mehr konzentriert um die Blutgefalde.
Jedoch finden wir Kollagentyp VI stark reduziert im periurethralen Bindegewebe
inkontinenter Frauen. Dies betrifft auch Kollagen Typ | und Ill, jedoch hier nicht so
ausgepragt. Weiterhin wurden Fibronektin und Laminin nachgewiesen. Fibronektin
finden wir in erster Linie im Extracellularraum und in den BlutgefaBwanden, Laminin
hauptsachlich in der Basalmembran und in den BlutgefaRwanden.

Interessant war fir uns der Nachweis des Glykoproteins Vitronektin, vornehmlich

aufgrund der bekannten adhasiven Fahigkeiten und einer Assoziation zum elastischen
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Bindegewebe (Liakka und Autio-Harmainen, 1992). Invitro bindet dies an Kollagentyp
I, 11, 1V, V, VI (Gebb et al., 1986). Bei den kontinenten postmenopausalen Frauen zeigt
sich eine hoch positive Vitronektinexpression. Bei den Patientinnen mit
Belastungsinkontinenz  wurde ein  deutlich verminderter Nachweis von
vitronektinpositiven Fasern gesehen. Oft sind diese Fasern stark fragmentiert bzw. nur
noch als vereinzelte Inselgruppen zu visualisieren. Das entspricht auch dem Bild bei
elastischen Fasern. Bekanntermalf3en ist Vitronektin an elastischen Fasern gebunden
und scheint offensichtlich eine wichtige Rolle bei der Entstehung der
Belastungsinkontinenz zu spielen. Eingeschrankt muss man sagen, dass alle
untersuchten Patientinnen einen Prolaps entwickelt haben, aufgrund dessen sie
operiert wurden. Jedoch fanden wir erstmalig hinsichtlich der Kollagen Typ VI — Ex-
pression und erstmalig beim Vitronektinnachweis deutliche Unterschiede bei post-
menopausalen Frauen mit und ohne Inkontinenz. Somit ist auch das periurethrale
Bindegewebe ein komplexes Netzwerk verschiedener Kollagentypen und Glyko-
proteine. Dieses unterliegt bemerkenswerten Veranderungen. Unsere Daten stlitzen
die Theorie einer Bindegewebskomponente fur die Entwicklung einer Belastungs-
inkontinenz. Fur den Vitronektin- und Kollagentyp VI - Nachweis fehlen Vergleichs-

daten anderer Autoren.

Ein weiterer Aspekt unserer Untersuchungen waren die elastischen Fasern. Sie lagern
sich dicht an Kollagenfasern, Fibrozyten und glatte Muskelzellen. Fur die Erhaltung
der Elastizitat des Bindegewebes sind sie von herausragender Bedeutung (Cleary und
Gibson, 1983). Beziiglich des Urethradruckmechanismus wird hier der Kontakt zu den
Muskelzellen herausgestellt (Dorschner et al., 2001). Ein ausdifferenziertes komplexes
System von elastischen und Kollagenfasern sowie Muskelzellen um die Harnréhre halt
die Balance zwischen Dehnbarkeit des Gewebes und mechanischer Resistenz. Die
Harnréhre ist natdrlich bei der Geburt oder der Fillung der anderen
Beckenbodenorgane einer besonderen Belastung ausgesetzt (Kdlbl, 2001). Enhdrning
(1961) hat die korrekte anatomische Position der Urethra als Hauptfaktor fiir den Erhalt
der Kontinenz beschrieben. Seine Uberlegungen betrafen die Transmission des
erhohten intraurethralen Drucks auf die Blase, jedoch auch auf die proximale Urethra.
Findet sich die Urethra nicht mehr in dieser Position, kommt es zu einer ungeniigenden
Drucktransmission und damit zu einer Entwicklung der Inkontinenz. Die elastischen
Fasern spielen fur den Erhalt der Drucktransmission eine ausschlaggebende Rolle.

Deshalb vermuten wir, dass insuffiziente elastische Fasern fir die Entwicklung einer
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Stressinkontinenz bzw. einen abnehmende Urethraverschlussdruck verantwortlich
sein konnten. Unterstitzt wird dies von der Arbeitsgruppe Soderberg et al. (2010) die
das fur die Elastinfaserstrukur funktionell wichtige Fibrillin-1 bei Frauen mit
Belastungsinkontinenz vermindert nachwies. Sie vermuten als Ursache fur die
weibliche Stressinkontinenz ein insuffizientes Elastinfasergerist. Eine altersabhangige
Abnahme elastischer Fasern kénnen Stadler und Orfanos (1978) und Rodrigues et al.
(1990) in anderen anatomischen Strukturen z.B. der Haut sowie in der Fascia
transversalis des Menschen nachweisen und mit einer insuffizienten Funktionalitat in
Zusammenhang bringen. Offensichtlich spielt durch zunehmenden Abbau von
elastischen Fasern die eingeschrankte Funktion der glatten Muskelzellen eine Rolle.
Die Kontraktionskraft wird nicht mehr auf die Bindegewebsfasern tGbertragen und kann
damit den Urethraverschluss beeinflussen. Wir missen andererseits festhalten, dass
sich bei &lteren vorrangig postmenopausalen Frauen das Fasergewebe signifikant
verandert. Die Belastungsinkontinenz ist bekanntermaf3en ein Problem der &lteren
Frauen. Wir gehen davon aus, dass durch den Hormonabfall ausgel6ste
Veranderungen im Bindegewebe die Funktionalitat und Integritat des periurethralen
Bindegewebes beeinflusst ist und folglich auch der Urethraverschluss. Das Kollagen-
und Elastinfasergerist erfahrt durch die estrogenabhéngige TIMP-Reduktion einen
MMP-Anstieg und folglich einen Kollagen- und Elastinabbau (Chen et al., 2003). Fur
die Lysyloxidase sind des Weiteren eine reduzierte Expression unter Estrogenabfall
beschrieben worden. Ein abnehmender Urethraverschlussdruck aufgrund dieser

Bindegewebsveranderungen kann zu einer weiblichen Belastungsinkontinenz fuhren.

In unseren elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten wir nun belegen,
dass sich mit abnehmendem Urethraverschlussdruck (hypotone Urethra) zerstorte
elastische Fasern darstellen im Vergleich zu Frauen mit normotoner Urethra. In Bezug
auf Veranderungen bei normo- und hypotoner Urethra gibt es keine vergleichbaren
Arbeiten anderer Autoren. Ein Zusammenhang zwischen dem klinischen Bild einer
schweren Belastungsinkontinenz mit hypotoner Urethra und dem ultrastrukturellen
Nachweis von Verdnderungen im elastischen Fasersystem ist neu. Aus der
Embryonalentwicklung wissen wir, dass paraurethrales Bindegewebe im weiblichen
Feten noch nicht voll ausgebildet ist. Lichtmikroskopisch lasst sich in ihnen kein
elastisches Material nachweisen (Fritsch, 1993). In den von uns untersuchten
Strukturen aus dem Beckenbindegewebe von Frauen im Alter zwischen 32 und 81

Jahren konnten wir jedoch ultrastrukturell Anteile des elastischen Fasersystems
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sichtbar machen. Unsere Analysen lassen auch erkennen, dass hauptsachlich im
hoheren Alter im paraurethralen Bindegewebe das elastinhaltige Material starker
vertreten ist, jedoch nicht als kompakte Faserstruktur. Ein méglicher Zuwachs an
elastinhaltigen Faserstrukturen zwischen fetalem und erwachsenem Alter wurde flr
die Ligamenta vocalia und die Arteria basilaris (Chopard et al., 1998) beschrieben. In
spateren Lebensabschnitten bleibt der Gehalt dieser zuletzt genannten Strukturen an
elastischem Material weitestgehend konstant. Das Verteilungsmuster elastischer
Fasern, welche sich durch ihren unterschiedlichen Gehalt an Mikrofibrillen und Elastin
differenzieren lassen (Cotta-Pereira et al., 1976), ist abh&ngig von der mechanischen
Beanspruchung eines Gewebes. Die Eigenschaften des Elastins garantieren die nach
Krafteinwirkung eintretende Rickkehr des Gewebes in den Ausgangszustand. In den
nun vorliegenden Untersuchungen ist zwar eine Zunahme von Elastin im Alter zu
verzeichnen, jedoch fehlt eine komplexe Faserstruktur. Dies lasst sich nicht mit der
hormonabhangigen Supression der Tissue Inhibitor Metalloproteinasen erklaren. Hier
werden offensichtlich fir den Aufbau einer elastischen Faser wichtige Zusatzstoffe
vermindert exprimiert. Dies betrifft das Fibrillin-1 (Séderberg et al., 2009) als auch die
Lysyloxidase (Kagan et al., 2003). Bei der Belastungsinkontinenz sind auch oft
Polymorphismen an den Hormonrezeptoren nachgewiesen worden. Chen at al. (2003)
wiesen eine geminderte = Hormonrezeptorsensibilitat bei  Frauen  mit
Belastunginkontinenz nach. Dies ist auch die Ursache familiarer Haufigkeiten als auch
der Wirkungslosigkeit einer Hormontherapie bei einigen Betroffenen. Die Existenz des
elastischen Fasersystems mit ihren Verbindungen zu anderen Strukturen des
Beckenbindegewebes wie zu kollagenen Fasern, glatten Muskelzellen oder
Fibrozyten, lasst eine optimale Anpassung an mogliche Fullungs- oder
Kontraktionszustande der Beckeneingeweide erwarten. Die auftretenden Druck- und
Zugkrafte werden von den Beckenbindegewebsstrukturen abgefangen (Stadtler und
Orfanos, 1978). Nach Ulmsten et al. (1987) kbénnen Veranderungen der kollagenen
Fasern im weiblichen Beckenbindegewebe zu Stérungen des urethralen
Verschlussmechanismus und zur Stressharninkontinenz fuhren. Wir finden nun in
unseren Untersuchungen erstmals auch elektronenmikroskopisch Veranderungen im
elastischen Fasersystem. Bei Frauen mit hypotoner Urethra zeigen sich vollig zerstérte
elastische Fasern im Gegensatz zum periurethralen Gewebe normotoner Frauen.
Damit wird die Theorie des insuffizienten Bindegewebes um die Harnrohre als Faktor

fur die Entwicklung einer weiblichen Belastungsinkontinenz unterstitzt (DelLancey,
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1994). Weitere Untersuchungen werden sich auf den gestorten Elastinmetabilismus
konzentrieren. Das betrifft zum einen die Elastase, die bei Proben von Frauen mit
Belastungsinkontinenz deutlich erhdht ist (Chen et al., 2007).

Auch MMP sind in der Lage, Elastin abzubauen und sollten weiter analysiert werden.
Die vermehrte Elastaseaktivitat lasst sich auch im Serum bei Frauen mit Inkontinenz
nachweisen (Mathrubutham et al., 1999). Dagegen nimmt die Aktivitdt des
Elastaseinhibitors Alpha-1 Anti-Trypsin ab (Chen et al., 2007). Die insuffizienten
Fasern im periurethralen Gewebe von Frauen mit hypotoner Urethra sollen vermutlich
kompensiert werden durch massive Produktion elastischen Fasermaterials. Trotzdem
kommt es nicht zur Ausbildung intakter Fasern und damit zu einer Gewebeinsuffizienz.
Die Ursachen sind nicht endgultig geklart (Chen et al., 2012). Auch ein
Zusammenhang mit vorausgegangen Geburten und Hormonmangel kdnnen zu
Beeintrachtingen des periurethralen Elastinmetabolismus mit Bildung nicht intakter
elastischer Fasern fihren (Lin et al., 2010). Die Imbalance zwischen der
Elastasenaktivitat und deren Inhibitor sowie die auch fir den Kollagenstoffwechsel
verantwortlichen Matrix Metalloproteinasen sowie Tissue Inhibitor Metalloproteinasen
kann fir das schwache periurethrale Bindegewebe ursachlich sein. Das Fehlen
weiterer wichtiger Substanzen fur das Bindegewebsfasergerist wie Fibrillin-1
(Soderberg et al., 2010) und des Glykoproteines Vitronektin (Goepel et al., 2003)
konnten dafiir mitverantwortlich sein. Ahnliche Vermutungen wurden auch fir das
Glykoprotein Fibulin 5 postuliert (Budatha et al., 2013; Zhao and Zhou, 2012). Die
morphologischen Veranderungen der Periurethralregion wie der Zerfall elastischer
Fasern konnen ein Hinweis auf eine tragende Bindegewebskomponente bei der
Entstehung einer Stressharninkontinenz mit hypotoner Urethra sein. Unabhéngig von
der klinischen Diagnose einer Belastungsinkontinenz scheint der verminderte
Nachweis intakter elastischer Fasern einherzugehen mit einem abnehmenden
Urethraverschlussdruck. Dies unterstreicht die Bedeutung intakter Bindegewebsfasern
fur den Urethraverschlussmechanismus.

Weitere Untersuchungen zum Proteinstoffwechsel der an der Bindegewebs-

faserbildung beteiligten Faktoren werden folgen.
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8 Zusammenfassung

Die weibliche Beckenbodeninsuffizienz geht nachweislich mit einer eingeschrankten
Lebensqualitat einher. Obwohl sie nicht lebensbedrohlich ist, sind die Auspragung
eines Prolaps und einer Belastunginkontinenz fur die Betroffenen mit einem z.T. hohen
Leidensdruck verbunden. Der Deszensus vaginae bzw. Prolaps geht mit einer
Senkung in mindest einem Kompartiment des weiblichen Beckenbodens einher. Oft ist
dies mit einer Belastungsinkontinenz vergesellschaftet (Lowder et al., 2010). Fast 24%
aller Frauen Uber dem 20. Lebensjahr sind von einer Beckenbodeninsuffizienz
betroffen, 16% von Ihnen leiden unter einer Belastungsinkontinenz, ca. 3 Prozent unter
einem Prolaps (Nygaard et el., 2008). Die Ursachen fiur eine Beckenbodeninsuffizienz
sind vielfaltig (Moalli et al., 2003).

Der Anteil der Betroffenen steigt mit zunehmendem Alter, Hormonabfall und
ausgetragenen Schwangerschaften, jedoch scheinen bei der Prolapsentstehung noch
andere Faktoren, wie z.B. Nervenlasion im Beckenboden und die Sphinkterschadigung
eine Rolle zu spielen, welche eher nicht mit einer Inkontinenz einhergehen. Unter
anderem deshalb ist von zwei unterschiedlichen Erkrankungen auszugehen. Buckley
und Lapitan (2010) sehen die Haufigkeit in jeder Altersgruppe, jedoch ist ein Anstieg
der Pravalenz zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr zu verzeichnen.

Die mit dem Ehlers-Danlos- und Marfan-Syndrom oft einhergehende Inkontinenz bzw.
Prolapsentwicklung liel3 schon lange eine ursachliche Bindegewebskomponente
vermuten (Carley und Schaffer, 2000). Dies betrifft weiterhin die haufig gleichzeitig
auftretende Hernienentstehung (Sergev et el.,, 2009). Ebenso sind Varizen und
Hamorrhoiden bei Prolapspatientinnen haufiger zu beobachten (Miedel et al., 2009).
Kim et al. (2007) geben ein Lebenalter tber 70 Jahre, mehr als drei Spontangeburten
und die Menopause als unabhangige Risikofaktoren an. Biochemische
Veranderungen und ihre genetische Determinatoren sind neben den klassischen
Risikofaktoren ursachlich fir die Entstehung eine Belastungsinkontinenz bzw. eines
Prolaps verantwortlich (Campeau et al., 2011).

Auch familiare Haufungen sind zu beobachten. Ein simultanes Auftreten bei Zwillingen
von Prolaps und Belastungsinkontinenz wurde bei der Auswertung der Daten eines
schwedischen Zwillingsregisters von Altman et al. (2008) beobachtet und unterstreicht
die genetische Determination. McLennan et al. (2008) zeigen ein 1,4fach erhdhtes

Risiko fur eine Prolapsentwicklung bei positiver Familienanamnese von Inkontinenz,
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Prolaps oder Hernien. Dies bestatigt auch Buchsbaum et al. (2006) bei biologischen
Schwestern und deren  &hnlicher  Kontinenzstatus  unabhéangig einer
vorausgegangenen vaginalen Spontangeburt. Bezlglich einer Prolapsentwicklung
scheint jedoch die vaginale Entbindung das Risiko fur Frauen einen Prolaps zu
entwickeln, noch einmal zu erhéhen (Buchsbaum et al., 2005). Nikolova et al. (2007)
vermuten einen autosomal dominanten Ubertragungsmechanismus. Jedoch ist die

Datenlage zu diesem Thema nur durch sehr wenige Studien untermauert.

Der weibliche Beckenboden ist ein anatomisch komplexes Geriist, bestehend aus
glatter und quergestreifter Muskulatur, Ligamenten und Fascienstrukturen.
Hauptbestandteil der Ligamente ist die extracellulare Matrix, bestehend aus
Glykoproteinen, Proteoglykanen, Kollagen (hauptsachlich Kollagen Typ | und Ill) sowie
Elastin. Dies garantiert Stabilitat, aber auch die nétige Elastizitat vor allem wahrend
der Geburt. Ebenso ist die extracellulare Matrix einem standigen Umbau mit Synthese
und Abbau unterworfen. Kollagen Typ | ist der stabilisierende Anteil in der
Bindegewebsfaser. Kollagen Typ 1ll, welches héaufig an der Oberflache der Faser zu
finden ist, gewahrleistet dagegen die Elastizitat (Fleischmajer et al., 1990). Fir die
Entstehung eines Prolaps bzw. einer Inkontinenz spielen pathophysiologische
Veranderungen im Bindegewebe der Frau eine entscheidende Rolle. Die
Stutzfunktionen des Beckenboden werden hierdurch beeinflusst und ziehen
Funktionseinschrankungen nach sich. Verschiedene Autoren haben das Bindegewebe
von Frauen mit Prolaps oder Inkontinenz untersucht. Salman et al. (2010) konnten
lichtmikroskopisch im Ligamentum cardinale bei Frauen mit Prolaps uteri zwar dickere,
aber insgesamt nur sparlich auftretende Fasern visualisieren im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe ohne Prolaps. Immunhistochemisch nimmt der Gehalt an Kollagen Typ
[l bei Frauen mit Prolaps in der vorderen Vaginalwand ab (Lin et al., 2007). Ebenso
sinkt der Anteil von Kollagen Typ | und Ill im Ligamentum sakrouterinum sowie die
HOXA 11 Expression bei Frauen mit Prolaps (Connell et al., 2008).

Die Abnahme des Kollagenanteils bei Frauen mit Prolaps wird bereits seit einigen
Jahren postuliert (Chen et al., 2004; Chen et al., 2002; Ulmsen et al., 1987). Dies
betrifft auch Regionen aulRerhalb des Beckenbodens und unterstreicht die These einer
allgemeinen Bindegewebsschwache (Bakas et al., 2004). Auch wenn die Datenlage

heterogen und zum Teil widersprichlich ist, zeigt sich doch mehrheitlich eine
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veranderte Zusammensetzung der kollagenen und elastischen Fasern (Campeau et
al., 2011).

Auch die hormonelle Beeinflussung der Enzymaktivitat ist bereits postuliert (Shynlova
et al., 2013). Der komplexe Prozess des Zusammenspiels zwischen Enzymen,
Proteinen und Molekdlen ist noch nicht endgultig geklart.

Auch bei der Belastungsinkontinenz zeigt sich periurethral eine gestorte
Kollagenfasertextur (Trabucco et al., 2007). Dies wird unter anderem dem veranderten
Proteoglykangehalt angelastet (Song et al., 2007; Séderberg 2009). Allerdings sind in
allen Arbeiten oft nur sehr wenige Biopsien ausgewertet worden, so dass eine
endgultige Aussage noch nicht getroffen werden kann.

Kollagen wird hauptsachlich in den Fibroblasten produziert. Die Alpha-Ketten,
synthetisiert im endoplasmatischen Retikulum, werden durch Lysin und Proline zu der
bekannten Triple-Helix geformt. Dieses Prokollagen gelangt nun in den extracellularen
Raum und bildet Kollagenfibrillen und Fasern. Die Ergebnisse zahlreicher Studien bei
der Beckenbodeninsuffizienz sind oft nicht einheitlich, aber ein verminderter
Kollagengehalt bzw. erhdhter Kollagenabbau bei Inkontinenz bzw. Prolaps ist
anzunehmen. Der Gehalt an Elastin nimmt ebenso bei den betroffenen Frauen ab.
Edwall et al. (2008) beschrieben bei Frauen mit Prolaps eine Zunahme der
Kollagensynthese. Die Autoren erklaren dies mit einer Reaktion der Fibroblasten auf
den vermehrten Kollagenabbau.

Biopsien am Ligamentum sakrouterinum bei Frauen mit Prolaps und
Belastungsinkontinenz zeigen eine Abnahme von Hydroxyprolin und damit des
Kollagengehaltes im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. Andere Kollagen-
synthesemarker, die im Serum untersucht wurden, zeigten dagegen keine
Unterschiede (Suzme et al., 2007). Auch beztiglich der Belastungsinkontinenz konnten
Autoren wie Chen et al. (2004) keine Unterschiede in der Kollagensynthese
herausarbeiten.

Noch kann keine endgiltige Aussage getroffen werden, ob eine
Bindegewebsinsuffizienz Folge eines gesteigerten Kollagenabbau ist oder eine
insuffiziente Kollagensynthese bzw. Proteinexpression die Gewebeschwéche

hervorruft.

Den Kollagenabbau gewahrleisten die Matrix-Metalloproteinasen (MMP). Als Pro-

Enzyme sezerniert, kdnnen sie in eine aktive Form umgewandelt werden. Die Aktivitat
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der 23 bisher bekannten unterschiedlichen Typen werden durch die TIMP (Tissue
derived Inhibitor Metalloproteinasen) reguliert. Jackon et al. (1996) wiesen bei
Patienten mit Prolaps eine erhéhte MMP-2 und MMP-9-Aktivitdt nach. Fur MMP-2
fanden auch andere Autoren (Connell et al., 2008; Gabriel et al., 2006; Phillips et al.,
2008) eine zunehmende Aktivitat in den untersuchten Proben von Frauen mit Prolaps
im Vergleich zu den Kontrollgruppen.

Fur MMP-1 beschrieben Chen et al. (2002) eine vermehrte Aktivitdt bei Frauen mit
Belastungsinkontinenz und Prolaps. Sie fanden aufRerdem eine verminderte TIMP-1
Sekretion (Chen et al., 2003). Sie postulieren eine verminderte MMP-
Aktivitatshemmung durch einen niedrigeren TIMP-Level. TIMP 4 und Lysyloxidase 2
ist bei postmenopausalen Frauen mit Prolaps ebenso deutlich erniedrigt (Shynlova et
al., 2013)

Kollagenabbauprodukte wie z.B. das Helikalpeptid Alpha 1 wird bei Frauen mit
Belastungsinkontinenz vermehrt im Urin ausgeschieden (Kushner et al., 2004). Edwall
et al. (2005) konnten eine verminderte Kollagensynthese bei Frauen mit
Stressinkontinenz dokumentieren.

Die Rolle der MMP-Aktivitat und damit des Kollagenabbau ist bei Patientinnen mit
Prolaps und Inkontinenz somit gut dokumentiert. Die genetische Determination dieser
Enzyme kann z.B. familiare Haufigkeiten erklaren. Der TIMP-Aktivitdten bedirfen noch
weiterer Analysen.

Elastin als ebenso wichtige Komponente der extracellularen Matrix gewéhrleistet die
Elastizitat der Bindegewebsstrukturen und damit die Moglichkeit, nach Dehnung
wieder den Ausgangszustand zu erreichen. Abnormer Elastinmetabolismus ermdglich
die Auspragung z.B. eines Emphysems oder eines Aortenaneurysma.

Lysyloxidasen beeinflussen die Bindung zwischen Elastin und Kollagen und damit die
Stabilitait der Bindegwebsfasern. So sind extreme Grol3enveranderungen im
weiblichen Genitaltrakt z.B. unter der Geburt und in der Rickbildungsphase mdglich.
Im Ligamentum sakrouterinum sind elastische Fasern bei Frauen mit Prolaps deutlich
geringer anzutreffen (Goepel et al., 2008, Karam et al., 2007). Ebenso kann eine
verminderte Lysyloxidasenexpression bei Frauen mit Prolaps beschrieben werden
(Klutke et al., 2008, Klutke et al., 2010, Alarab et al., 2010).

Zong et al. (2010) fanden bei Frauen mit Prolaps einen erhthten Anteil an
Tropoelastin, einer Vorstufe des Elastins. Die fur den Abbau des Elastin

mitverantwortlichen MMP zeigen unterschiedliche Aktivitaten. Wahrend MMP-9 bei
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Frauen mit Prolaps vermehrt nachgewiesen wird, sinkt hier die MMP-2-Expression.
Die Autoren erklaren dies mit den spezifischen regenerativen Gewebeaktivitdten nach
mechanischer Belastung. Auch in unseren Uberlegungen spielt die veranderte
Gewebezusammensetzung, insbesondere der vermehrte Tenascinnachweis im
Ligamentum sakrouterinum bei Prolaps uteri, als Folge einer mechanischen Belastung
eine Rolle.

Trotz aller Fortschritte bei den Analysen der Enzymaktivitaten wies die Arbeitsgruppe
Man et al. (2009) auf eine notwendige Standardisierung der Gewebeproben bzw.
deren Lokalisation hin. Ihnen fiel auf, dass z.B. die Lysyloxidaseaktivitat zwischen den
Gewebeproben der vorderen und hinteren Scheidenwand der gleichen Patientin mit
Prolaps z.T. deutlich schwankt. Dies sollte bei zukiinftigen Studien mehr Beachtung
finden.

Die Elastase-Aktivitat ist bei Frauen mit Stressinkontinenz deutlich erhoht
(Mathrubutam et al., 1999, 2001). Dies bedeutet sowohl Elastin- als auch
Kollagenabbau. Der Verlust von elastischen Fasern stimuliert dagegen wieder die
Elastin- als auch die Kollagenproduktion (Chen et al., 2007). Dies wird weiterhin Uber
die Elastase-Inhibitoren gesteuert, &hnlich der MMP und TIMP-Aktivitaten bei
Kollagenstoffwechsel.

Die Imbalance zwischen einer Elastase-Aktivitat und deren Inhibitoren kann auch zu
einem gestorten Elastinfasergertist und damit zu einem insuffizienten Bindegewebe
fuhren, wie im periurethralen Bindegewebe inkontinenter Frauen bereits beschrieben
(Soderberg et al., 2010).

Trotz unterschiedlicher Daten der jeweiligen Arbeitsgruppen ist ein Trend zu einem
verminderten Elastingehalt bei Frauen mit Beckenbodeninsuffizienz zu beobachten.
Zukunftige Projekte sollten sich weiterhin auf die Marker der Elastinsynthese (z.B.
Lysyloxidase), des Elastinabbau (z.B. Neutrophil-Elastase) und der Elastase-
inhibitoren (z.B. Alpha-1 Antitrypsin) konzentrieren (Campeau et al., 2011).

Der Einfluss der Sexualhormone auf den Metabolismus der extracellularen Matrix ist
ebenso vielfaltig. Die Estrogene aktivieren die TIMP (Tissue Inhibitor Matrix-
Metalloprotenasen) und hemmen damit die MMP (Matrix-Metalloproteinasen) bzw.
den Abbau des Kollagens und der elastischen Fasern (Edwall et al., 2009; Chen et al.,
2003).. Dies erklart die positiven Effekte der Estrogensubstitution auf die Prolaps- und
Inkontinenzentwicklung bzw. das verstarkte Auftreten in der Postmenopause

(Shynlova et al., 2013). Dies betrifft insbesondere die lokale Estrogentherapie. Die
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systemische Hormonersatztherapie mit konjugierten Estrogenen kann diese postiven
Effekte nicht zeigen. Hier ist sogar von einer Verschlechterung aller Inkontinenzformen
die Rede (Hendrix et al., 2005; Townsend et al., 2009; Townsend et al., 2009), jedoch
nicht statistisch signifikant fur die Belastungsinkontinenz.

Deshalb wurden die Hormonrezeptoren als Vermittler der Wirkung der Estrogene auf
das Gewebe untersucht. Hier fanden Ewies et al. (2004) unterschiedliche
Progesteronrezeptoraffinititen bei Patientinnen mit Prolaps im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe. Bestimmte Polymophismen an den Rezeptoren (SNP - Single
nucleotide polymorphism) kénnen Progesteronrezeptorgene verandern. Bei einem
bestimmten Genotyp ist der Prolaps haufiger anzutreffen (Chen et al., 2009). Ahnliche
Mechanismen lassen sich auch bei den Estrogenrezeptorgenen beobachten (Chen et
al., 2008).

Des Weiteren scheinen die Hormone postmenopausal nicht den gleichen Effekt auf
das Bindegewebe zu haben wie pramenopausal. Die unterschiedlichen Effekte auf
MMP und TIMP in den Patientengruppen scheinen das zu bestatigen.

Bei der Stressinkontinenz sind die Ergebnisse auch nicht mehr eindeutig. Zwar lassen
sich bei Frauen mit Belastungsinkontinenz ein geringerer Estrogenlevel feststellen (Xie
et al., 2007; Bai et al., 2004; Lang et al., 2003), jedoch reagieren die Fibroblasten nicht
mit einer erhdohten Kollagensynthese bei Estrogengabe. Dies erklart sich mit einer
nachlassenden Sensitivitat der Estrogenrezeptoren in dieser Patientengruppe (Edwall
et al., 2009; Chen et al., 2003). Die nun nicht mehr ausreichende TIMP-Expression
fuhrt zur MMP-Aktivierung und resultierend in einen weiteren Kollagenabbau bei
Frauen mit Belastungsinkontinenz.

Testosteron hemmt dartber hinaus die MMP-Produktion und damit den Kollagen-
abbau (Ishikawa et al., 2007),

Auch auf andere Vorgange wie z.B eine vermehrte Vaskularisation haben Estrogene
einen EinfluB. So ist unter lokaler Estrogengabe eine vermehrte periurethrale
Vaskularisation zu beobachten (Long et al.,, 2006). Dies erhoht auch den
Urethraverschlussdruck und bringt damit eine Besserung der Stressinkontinenz
(Klutke et al., 1995).

Trotz der allgemeinen Annahme, das Sexualhormone und deren veranderter Level in
die Entstehungsmechanismen von Stressinkontinenz und Prolaps involviert sind, ist

die Datenlage noch nicht ausreichend (Campeau et el., 2011).
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Aufgrund familiarer Pradispositionen sind weiterhin die Untersuchungen zu Mutationen
oder Polymorphismen intensiviert worden. Bei der Bindegewebsschwéche betrifft das
die Polymorphismen der Gene der dazugehorigen Matrixkomponenten. Dies sind die
Gene der Proteine, Proteasen und deren Regulatoren sowie der Rezeptoren.
Mutationen kénnen damit die Kollagen- oder Elastinsythese als auch deren Abbau
beeinflussen.

Die Transkription des Gen vom Kollagentyp Ill ist das COL3A1. Ein Single Nukleotid
Polymorphismus wird hier bei Patientinnen mit Prolaps festgestellt (Kluivers et al.,
2009). Fur das Gen COL1A1, welches verantwortlich fir die Kollagen Typ I-
Transkription ist (Rodriques et al.,, 2008), sind solche Unterschiede im
Polymorphismus nicht auffallig bei den verglichenen Untersuchungsgruppen mit und
ohne Prolaps (Cho et al., 2009).

Gen-Polymorphismen sind bei Frauen mit Prolaps weiterhin fur die MMP-9-Gene
(Chen et al., 2010), MMP-3-Gene (Skorupski et al.,, 2013) und MMP-1-Gene
(McKenzie et al., 2010) entdeckt worden.

Aufgrund der bereits vorliegenden Ergebnisse eroffnet dies Moglichkeiten der
Gentypisierung, um Risikogruppen besser zu erkennen (Allen-Brady et al., 2009).
Neben dem Erkennen von allgemeinen Risikofaktoren konnen die praventiven
Therapiemdoglichkeiten gezielter angewendet werden.

Im Hinblick auf die operativen Therapien spielen diese Erkenntnisse Uber die
Gewebeschwache ebenso eine wichtige Rolle. Dieses schwache Bindegewebe erklart
unter anderem die hohe Rezidivrate nach der klassischen Kolporrraphie-Operation zur
Behebung der Zysto- oder Rektozele (Mangera et al., 2013). Dies fuhrte bereits 1955
zu Operationen mit Einsatz von Fremdmaterial zur Stabilisierung der einzelnen
Kompartimente (Moore et al.,, 1955), jedoch mit hohen Komplikationsraten. Auch
sogenannte  Biomesh-Implantate mit einem Anteil von Rinder- oder
Schweinehautkollagen wurden zeitweise eingesetzt, ohne jedoch eine langfristige
Verbesserung der postoperativen Resultate im Vergleich zur klassischen
Kolporrhaphie-Operation zu erreichen (Mescia et al., 2007, Gopel et al., 2005, Gopel
et al., 2006).
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In den 1990-er Jahren begann die Weiterentwicklung der Polypropylenenetze zum
Einsatz in der rekonstruktiven Beckenbodenchirurgie. Erfreulicherweise sank die
Rezidivrate, da auf Stabilisierung mit dem korpereigenen schwachen Gewebe
verzichtet wurde (Jia et al., 2008). Aber die Komplikationsrate (z.B. vaginale
Erosionen) durch die alloplastischen Materialen stieg rasant an (Abed et al., 2011).
Partiell absorbierbare Materialien konnten zumindest eine etwas niedrigere

Erosionsrate aufweisen (Farthmann et al., 2013).

Deshalb muss auch unter Beachtung der Erkenntnisse der Bindegewebsforschung
nach weiteren verbesserten Therapiemdglichkeiten gesucht werden.

In Zukunft werden die Stammzelltherapien (Tissue engineering) an Bedeutung
gewinnen. Sie kbnnten eine echte Therapieoption unter Nutzung der Erkenntnisse der
Vorgange zum Auf- und Abbau der extrazellularen Matrixproteine sein (Boennelycke
et al., 2012).

In den kommenden Jahren wird somit das Verstandnis Uber den defekten
Bindegewebsstoffwechsel bzw. die Imbalance des Matrixproteinmetabolismus, den
Hormoneinfluss sowie die genetischen Ursachen die Therapie der weiblichen

Beckenbodeninsuffizienz entscheidend beeinflussen.
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9 Schlussfolgerung und Ausblick

Es wurden signifikante Bindegewebsveranderungen bei Frauen mit Prolaps bzw.
Inkontinenz beschrieben. Wir fanden deutliche Unterschiede beim Nachweis von
Kollagentyp | und Il und insbesondere bei Kollagentyp VI bei Patientinnen mit Prolaps
uteri. Die Tinktion ist deutlich schwacher im Vergleich zu Frauen ohne Prolaps uteri.
Diese Resultate unterstreichen die Rolle der kollagenen Fasern bei der
Prolapsentwicklung. Dies gilt auch fur die in den vorliegenden Arbeiten untersuchten
Glykoproteine. Zum ersten Mal wurde Tenascin im Bindegewebe der Frau bei
Patientinnen mit und ohne Prolaps untersucht. Tenascin wird bei Patientinnen mit
Prolaps deutlich starker positiv nachgewiesen im Vergleich zu Frauen ohne Prolaps
im Ligamentum sakrouterinum. Das Glykoprotein Tenascin ist hauptsachlich fur
Zellwachstum und Zellmigration verantwortlich. In der extracellularen Matrix
ausdifferenzierten Gewebes ist es oft nur temporarer Bestandteil, insbesondere bei
der Wundheilung und proliferativen Prozessen. Wir kdnnen uns den erhéhten Anteil
von Tenascin nur durch ein Gewebetrauma und Uberdehnung erklaren, jedoch scheint
die zunehmende Tenascinprodukion zumindest eine Involvierung dieses
Glykoproteins in die Prolapsentstehung zu bedeuten. Der Vitronektin- und Elastinanteil
dagegen nimmt bei Frauen mit Prolaps ab. Bezlglich der elastischen Fasern gibt es
in der Literatur widersprichliche Angaben. Eine vermehrte Elastinproduktion, wie es
einige Autoren gesehen haben, ist offensichtlich nur durch eine Uberregulation des
Kdrpers mit insuffizientem Elastin zu erklaren. Dies wirde auch die Abnahme des fur
den Aufbau dieser Fasern so wichtigen Vitronektins exemplifizieren, welches unsere
immunhistochemischen Farbungen zeigten. Insgesamt differieren die Ergebnisse der
Autoren zur Bindegewebsschwache und sind zum Teil auch kontrovers. Tendenziell
ist aber von einer Kollagen- und Elastinabnahme bei Frauen mit Prolaps und
Inkontinenz auszugehen. Deshalb wurde auch die Arteria uterina von Frauen mit und
ohne Prolaps in die Studien mit einbezogen. Die Blutgeféal3e sind jedoch nicht fur die
Prolapsentwicklung urséchlich, eher nur in Mitleidenschaft gezogen z.B. durch
Uberdehnung. Wir konnten unerwartet &hnliche Veranderungen in der
Zusammensetzung der extracellularen Matrix in der Wand der Arterie uterina
beschreiben. Dies betraf insbesondere die Abnahme von Kollagentyp VI, des
Glykoproteins Vitronektin, Elastin und die Zunahme von Tenascin in der Arteria uterina

bei Patientinnen mit Prolaps uteri.
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Diese vorliegenden Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Veranderungen der
extracellularen Matrix auch Folge und nicht die Ursache des Prolaps sein kdnnen.
Kritisch missen wir jedoch anmerken, dass die Regulatoren des Turn over sowie die
hormonelle Situation nicht analysiert wurden. Auch vorangegangene Geburten,
Operationen, Gewichtszunahme, Hormonmangel, Alterungsprozesse und statt-
gehabte Entziindungen konnen den Matrixproteinstoffwechsel beeinflussen (Aznal et
al., 2012)

Unsere Untersuchungen kdnnen die Genese des Beckenbodenprolaps nicht eindeutig
klaren. Die Beschreibung von Bindegewebsproteinen reicht daftir nicht aus. Weitere
Informationen Uber die Qualitat des Kollagens, der Kollagenvernetzung, des Auf- und
Abbaus und dessen Verhaltnis zum Prolaps sind notwendig. Die Einbeziehung
jungerer Patientinnen in die Untersuchungsgruppen zur besseren Abgrenzung
altersbedingter Veranderungen sollte Gegenstand zukinftiger Untersuchungen sein.
Des Weiteren wird die Proteasenaktivitdit und deren Inhibitoren weiter analysiert

werden mussen.

Bei der Untersuchung des periurethralen Bindegewebes sind beeindruckende
Unterschiede bei Frauen mit Belastungsinkontinenz bzw. bei Stressinkontinenz mit
hypotoner Urethra zu erkennen. Den Ergebnissen zufolge konnen wir den kollagenen
und elastischen Fasern sowie Glykoproteinen als wichtigen Bestandteil des Stromas
eine Funktion fur den Urethradruckmechanismus zuschreiben. Wir finden eine
Abnahme von Kollagen, insbesondere Kollagen Typ VI sowie des Glykoproteins
Vitronektin bei inkontinenten Frauen.

Mit elektronenmikroskopischen Methoden konnten wir erstmalig bei Frauen mit
hypotoner Urethra zerstorte elastische Fasern im Gegensatz zur normotonen Urethra
darstellen. Diese ultrastrukturell nachweisbaren Veranderungen im periurethralen
elastischen und kollagenen Fasersystem sind als Ursache fur den insuffizienten

urethralen Verschlussmechanismus denkbar.

Schlussfolgernd kdénnen somit folgende bisher in der Literatur bekannte Daten
postuliert werden, die den Metabolismus der Matrixproteine verandern.

Bei Patientinnen mit Prolaps finden die Autoren unter anderem eine Abnahme der
Kollagenfaserdichte (Salman et al., 2010), erh6hte MMP-2 (Connell et al., 2008) und
erhohte MMP-9 Aktivitat (Zong et al., 2010). Ebenso finden wir Polymorphismen in den
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COL3A1-Genen (Kluivers et al., 2009), MMP 9-Genen (Chen et al., 2010), MMP-3-
Genen (Skorupski et al., 2013) und den MMP-1-Genen (McKenzie et al., 2010).

Der Elastingehalt nimmt ab (Klutke et al., 2008), die elastischen Fasern werden
schmaler (Karam et al., 2007), das LOX-Level sinkt (Alarab et al., 2010) und der
Tropoelastingehalt nimmt zu (Zong et al., 2010).

Fur die Stressinkontinenz ist ein niedrigerer Elastingehalt (Chen et al., 2004) und eine
erhohte Ausscheidung von Kollagenabfallprodukten (Kushner et al., 2004)
beschrieben. Ebenso ist eine Verringerung von Elastinfasern (Goepel et al., 2006),
erhohte Neutrophilelastase-Expression (Chen et al., 2007), verminderte alpha 1-Anti-
Trypsin-Aktivitat (Chen et al., 2007) sowie eine zunehmende Elastase-Aktivitat
(Mathurubutam et al., 2001) bei Frauen mit Stressinkontinenz publiziert. Bei
Patientinnen mit Belastungsinkontinenz und Prolaps sind bereits eine erhdhte MMP-
1- und abnehmende TIMP-1-Aktivitat (Chen et al., 2002) sowie ein niedrigerer
Hydroxyprolingehalt (Suzme et al., 2007) bekannt.

Dies beweist sehr eindeutig die Hypothese, dass der sich &ndernde Bindegewebs-
proteinstoffwechsel der extracellularen Matrix in die Pathophysiologie von Inkontinenz
und Prolaps involviert ist. Zwar sind die Studien teilweise widersprtchlich, jedoch
verdichten sich die Daten zu einer allgemein akzeptierten Abnahme von Kollagen und
Elastin bei Frauen mit Prolaps und Stressinkontinenz. Noch ist nicht klar, ob dies durch
eine verminderte Synthese oder verstarkten Abbau zu erklaren ist. Die Rolle der MMP
und deren Regulation (TIMP) ist hier ein wichtiger Aspekt. Die Polymorphismen der
jeweiligen Gene beeinflussen sowohl die Expression der Matrixproteine als auch deren
Abbau.

Des Weiteren spielen die Sexualhormone eine Rolle im Metabolismus der
extracellularen Matrix. Zum einem konnen der Hormonlevel als auch die
Empfindlichkeit der Rezeptoren alterieren.

Ein zunehmendes Verstandnis fiur die Entstehungsmechanismen der Beckenboden-
insuffizienz durch eine Imbalance im Turn over ist auch klinisch relevant. 11-19 % aller
Frauen tragen das Risiko eines Eingriffs zur Behebung eines Prolapses (Smith et al.,
2010). Die Erkennung der Risikogruppen z.B. durch Analyse der Polymorphismen
bzw. Gentypisierung kann praventive Mal3nahmen nach sich ziehen als auch andere

Risikofaktoren bewusst minimieren.
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Ein weiterer Aspekt betrifft die operative Versorgung.

Die Rate an Rezidiven und Folgeeingriffen klassischer Operationsmethoden z.B. mit
Raffung von Nativgewebe (Kolporraphia anterior und posterior) ist mit 17% sehr hoch
(Denman et al., 2008). Deshalb wurde der Einsatz von synthetischen Netzen zur
Behebung eines Prolaps sehr popular (Maher et al., 2011). Die Rezidivrate sank
deutlich und brachte eine verbesserte Stabilitdt und postoperative Erfolgsrate (Altman
et al., 2011). Eine prospektiv randomisierte Studie verglich die anteriore Kolporrhaphie
mit transobturatorischer Netzeinlage bei Zystozele Grad 2 und mehr. 12 Monate
postoperativ war die Erfolgrate mit 89% deutlich besser als die Kolporrhaphiegruppe
mit 64% (de Tayrac et al., 2013).

In unserer Klinik wurden im Rahmen der multizentrischen Prolift M- und Prosimastudie
ebenso Netzeinlagen zur Starkung des vorderen und hinteren Kompartimentes

durchgefuhrt.

Die Daten der Prolift-M Studie konnten in 86,2% eine Verbesserung der Lebensqualitat
12 Monate postoperativ nachweisen. Die Erosionsrate lag bei 10,2 % (Milani et al.,
2011). In der Prosimastudie konnte in einem Follow up nach 24-34 Monaten (median
29 Monate) eine Verbesserung in 69,1 % erreicht werden. Die Erosionrate lag hier bei
9,1% (Sayer et al., 2012; Zyczynski et al., 2010).

Dementsprechend ist die Rate an vaginalen Erosionen, Schmerzen und Infektionen
unakzeptabel hoch (Jia et al., 2008; De Ridder, 2008; Ostergard, 2011). Dies fuhrte
auch zu einer Warnung durch die FDA 2011. Publizierte Netzerosionsraten reichen
von 4-19% (Vollebregt et al., 2011). Operateure missen bei Einsatz von Netzen von
einer durchschnittlich zu erwartenden Erosionsrate von 10,3 % ausgehen (Abed et al.,
2011). Somit nehmen wir die niedrigere Rezidivrate mit einer etwas erhdhten
Morbiditat in Kauf (de Tayrac et al., 2013).

Deshalb muss unter Berticksichtigung der Ergebnisse der Grundlagenforschung nach

weiteren Alternativen gesucht werden.

Adipose Stammzellfettzellen zeigen bei der Differenzierung zu Fibroblasten eine
vermehrte Produktion von Kollagen Typ I, Il und Elastin. Im Tierversuch fihrt dies zu

einer morphologisch nachweisbaren Starkung des Bindegewebes in der
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Scheidenwand. Resultierend auch aus unseren Erkenntnissen wéare dies eine echte
Therapieoption fur die Zukunft, da sie die direkt an der Hauptursache des Prolaps, der

Gewebeschwéche, angreift (Hung et al., 2013, Mange et al., 2013).

Auch mit Kollagentyp | beschichtete Netze sollen die Bindung der Polypropylenenetze
an die umgebende Matrix verbessern (Guerrete et al., 2009, Siniscalchi et al., 2013).

Somit konnten die Erkenntnisse Uber den Aufbau des Bindegewebes und seiner
Veranderungen die Prolaps- und Inkontinenztherapie der Zukunft z.B. durch

Beeinflussung des Proteinstoffwechsels bzw. der Fibroblastenaktivitat mitbestimmen.
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Thesen

Die immunhistochemischen Analysen der extracellularen Matrix sind
Gegenstand zahlreicher Publikationen. Literaturergebnisse belegen ihre
Bedeutung fur Stabilitat, Wachstums- und Reparaturvorgdnge im
menschlichen Organismus. Das Bindegewebe des Beckenbodens war
bislang selten Gegenstand von systematischen Untersuchungen.

Der extracellularen Matrix wird eine wichtige Rolle bei der Entwicklung eines
Prolaps bzw. einer weiblichen Belastungsinkontinenz zugeschrieben.

Eine Voraussetzung fur Untersuchungen am Bindegewebe des weiblichen
Beckenbodens ist die immunhistochemische und elektronenmikroskopische
Visualisierung von Matrixproteinen. Dies betrifft u. a. die Kollagentypen |, Ill,
IV, V, und VI, Elastin sowie die Glykoproteine Fibronektin, Laminin, Tenascin
und Vitronektin.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die einzelnen Bindegewebsproteine
hinsichtlich ihrer Veranderungen bei Patientinnen mit und ohne Prolaps bzw.
mit und ohne Inkontinenz zu vergleichen.

Im Bindegewebe des weiblichen Beckenbodens lassen sich die
Kollagentypen |, Ill, 1V, V, VI und die Glykoproteine Fibronektin, Laminin,
Tenascin und Vitronektin sowie Elastin darstellen.

Im Ligamtentum sakrouterinum bei Patientinnen mit Prolaps uteri nimmt
Kollagentyp | und Ill und insbesondere Kollagentyp VI bei Patientinnen mit
Prolaps uteri deutlich ab.

Im Gegensatz dazu ist Tenascin vermehrt im Ligamtentum sakrouterinum
nachweisbar bei Frauen mit Prolaps. Dies kann einerseits Ausdruck fir
Bindegewebsveranderungen durch den Prolaps sein. Andererseits kdnnen
Geburten, Voroperationen oder stattgehabte Entzindungen fur das
verstarkte Auftreten dieses Markers flr Zellmigration und Wachstums in
Betracht kommen.

Signifikant ist bei Frauen mit Prolaps eine Abnahme vitronektinpositiver
Fasern sowie eine Verringerung des Elastins.

Bei den untersuchten Kollagentypen IV und V sowie bei der Tinktion der
Glykoproteine Fibronektin und Laminin zeigen sich keine Unterschiede

beider Patientengruppen.
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Bei Untersuchungen der Wand der Arteria uterina sind &hnliche
Veranderungen wie im Ligamentum sakrouterinum zu erkennen.

Kollagen sowie Vitronektin und Elastin sind auffallig schwacher positiv bei
Frauen mit Prolaps in der Arteria uterina. Dagegen nimmt der Tenascinanteil
hauptséachlich in der Tunica media deutlich zu.

Dies lasst den Schluss zu, dass diese veranderte Zusammensetzung der
Matrix auch Folge und nicht nur Ursache des Prolaps sein kann.

Bei Patientinnen mit Inkontinenz lassen sich periurethral beeindruckende
Verdanderungen beim Nachweis von Kollagen und Glykoproteinen sowie
Elastin dokumentieren.

Es ist eine Abnahme von Kollagen, insbesondere Kollagentyp VI, im
periurethralen Bindegewebe bei Patientinnen mit Inkontinenz zu beobachten.
Das Glykoprotein Vitronektin lasst sich bei Inkontinenz periurethral ebenso
kaum noch darstellen.

Es werden elektronenmikroskopisch zerstorte elastische Fasern periurethral
visualisiert bei Patientinnen mit Inkontinenz und hypotoner Urethra. Dies
unterstreicht die Bedeutung intakter Bindegewebsfasern fur den
Urethraverschlussdruck.

Die vorliegenden immunhistochemischen und elektronenmikroskopischen
Befunde stitzen die Auffassung, dass Bindegewebsveranderungen im
Beckenboden der Frau mitverantwortlich fir die Entstehung eines Prolaps
bzw. einer Inkontinenz sind. Fir das System der Grundregulation dirfte
dieses veranderte Reaktionsverhalten der Matrixproteine von funktioneller
Bedeutung sein.

Die Beeinflussung der Veranderungen im Fasersystem begrinden
maoglicherweise neue Therapiekonzepte. Mit dem Einsatz von Stammzellen
kobnnte z.B. der in unseren Untersuchungen nachgewiesene Verlust

kollagener und elastischer Fasern durch eine erhbhte Matrixprotein-
produktion ausgeglichen werden.
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