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1  Einleitung

Die Endometriose und die Adenomyose sind zwei der hdufigsten gynékologischen
Erkrankungen der reproduktionsfahigen Frau. Wihrend bei der Endometriose Zellen des
Endometriums in extrauterinen Lokalisationen zu finden sind, ist die Adenomyose durch
das Vorhandensein von Endometriumdriisen und Stroma im Myometrium
gekennzeichnet (Clement 2007). Die grundlegenden Kenntnisse iiber die Pathologie und
Atiologie dieser Erkrankungen sind auf J.A. Sampson (1873-1946) zuriickzufiihren
(Sampson 1927). Typische Lokalisationen der Endometriose sind die Ovarien, das
Peritoneum und die Organe des kleinen Beckens, wie zum Beispiel die Blase und das
Rektum (Bulun et al. 2019).

Die ektopen Liasionen sind histologisch durch die Driisenzellen und das gefaBreiche
zellreiche Stroma des Endometriums charakterisiert (Clement 2007). In wie weit diese
ektopen Driisen- und Stromazellen den physiologischen Endometriumzellen in ihrem
Autbau und ihrer Ausstattung dhnlich sind, ist eine zentrale Forschungsfrage vieler
wissenschaftlicher Arbeiten, so auch der Folgenden.

Nicht nur aus pathophysiologischer Sicht werfen die Endometriose und die Adenomyose
noch viele Fragen auf, auch aus klinischer Sicht zdhlen sie aufgrund ihres heterogenen
Erscheinungsbildes zu den schwer zu diagnostizierenden Erkrankungen und gelten als
unterdiagnostiziert (Giudice & Kao 2004). Bis zur Diagnosestellung der Endometriose
vergehen in Deutschland durchschnittlich 10 Jahre (Hudelist et al. 2012). Urséchlich
hierfiir ist zum einen die bereits erwéhnte Vielfalt an unspezifischen Symptomen, zum
anderen ist die Verzogerung mafigeblich darauf zuriickzufiihren, dass laut Leitlinie die
definitive Diagnose zum aktuellen Zeitpunkt nur durch ein invasives Verfahren gestellt

werden kann.

1.1 Epidemiologie der Endometriose und der Adenomyose

Laut Giudice & Kao (2014) liegt die Pridvalenz der Endometriose in der weiblichen
Bevolkerung bei 10%. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Harder
et al. (2023), die in ihrem Review von 36 klinischen Studien zwischen den Jahren 2000-
2023 berichten und eine Prdvalenz von 6,8% angeben. In der Gruppe der
symptomatischen Frauen liegt die Pridvalenz der Endometriose deutlich hoher. Bei Frauen
mit chronischen Unterleibschmerzen betrigt sie 15,4-71,4% und bei den untersuchten

Frauen mit Infertilitét bis zu 68% (Ghiasi et al. 2020).



Die Priavalenzangaben der Adenomyose sind in verschiedenen Studien ebenfalls sehr
unterschiedlich beschrieben und reichen von 2% in der Normalbevdlkerung (Morassuto
etal. 2016) bis zu 24,4% in der Gruppe von Frauen im reproduktionsfdhigen Alter (Puente
et al. 2016). Die erhebliche Diskrepanz der Pravalenzangaben beruht unter anderem auf
der breiten Heterogenitdt der Studien beziiglich den Studienpopulationen, Einschluss-
und Diagnosekriterien und dem Studiendesign (Vigano et al. 2004, Ghiasi et al. 2020,
Harder et al. 2023). Harder et al. (2023) argumentieren, dass die tatsédchliche Pravalenz
insbesondere aufgrund der schweren Diagnosestellung hoher ist als aktuell angenommen,
was zu unzureichender finanzieller Unterstilitzung in der Forschung und der Diagnostik
fiihrt.

Die Symptome der Endometriose und der Adenomyose setzen meist mit Beginn der
Pubertit ein und enden bei der iiberwiegenden Zahl der Patientinnen mit dem FEintritt in
die Menopause (Suvitie et al. 2016). Diese Tatsachen sind laut Bulun (2009) unter
anderem der Ostrogenabhiingigkeit der Erkrankungen geschuldet. So lassen sich bei
postmenopausalen Patientinnen atrophe Endometrioseherde beobachten, die durch
kleine, mit Zysten versehenen Driisen charakterisiert sind (Clement 2007). Das
durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung betrdgt 30-35 Jahre (Ballard et al. 2008,
Haas et al. 2012). In einer Ubersichtsarbeit fassen Parazzini et al. (2017) Faktoren
zusammen, die mit einem erhohten Risiko fiir die Ausbildung einer Endometriose
assoziiert sind. Als Risikofaktoren wurden unter anderem ein junges Alter wihrend der
Menarche, lange Periodenblutungsdauer und Nulliparitdt genannt. AuBlerdem zeigen
verschiedene Studien eine Assoziation von Endometriose und gastrointestinalen und
autoimmunen Krankheiten (Nielsen et al. 2011, Bungum et al. 2014, Parazzini et al.

2017).

1.2 Lokalisation und Klassifikationssysteme

Die vielfiltigen Symptome der Endometriose sind unter anderem durch die multiplen
Manifestationsorte zu erkldren. In einer groen prospektiven Beobachtungsstudie von
Audebert et al. (2018) wurde die anatomische Verteilung der Endometrioseldsionen von
1101 Patientinnen mit laparoskopisch diagnostizierter Endometriose analysiert. Mit
66,9% erweisen sich die Ovarien als hdufigster Manifestationsort, gefolgt von den
uterosakralen Ligamenten mit 45,51%, der Fossa ovarica mit 32,15% und dem

Douglasraum mit 29,25%. Eine tief infiltrierende Endometriose zeigt sich in 14,4% der



untersuchten Félle. Die Harnblase und das Rektum sind die haufigsten Lokalisationen der
tief infiltrierenden Endometriose (Schindler 2007). Koninckx & Martin (1992) definieren
diese Entitdt anhand einer Infiltrationstiefe von mindestens 5 mm. Diese Schwelle wurde
festgelegt, da ab dieser Tiefe die stirkste Schmerzkorrelation festgestellt wurde.
Extrapelvine Manifestationen sind in der Literatur nur vereinzelt beschrieben, kdnnen
jedoch sehr vielfaltig sein. Neben dem Zwerchfell (Redwine 2002) und Operationsnarben
konnen die Leber, die Niere, das Pankreas, die Knochen und das Gehirn betroffen sein
(Bourgioti et al. 2017).

Die meist verbreitete Klassifikation der Endometriose ist der Score der American Society
of Reproductive Medicine, der rASRM Score. Die erste Version dieser Klassifikation
wurde 1979 von der damals noch anders benannten American Fertility Society
verdffentlicht (The American Fertility Society 1979). Es folgte eine Uberarbeitung im
Jahre 1985 (Revised American Fertility Society classification of endometriosis 1985) und
eine Umbenennung im Jahre 1996 (Revised American Society for Reproductive Medicine
classification of endometriosis 1997). Dieses Punktesystem basiert auf der Beurteilung
der makroskopischen Ausdehnung, des Befallmusters und der daraus resultierenden
Zuordnung zu einem von vier Auspragungsstadien (Haas et al. 2013). Das Ergebnis des
rASRM Scores korreliert nur schwach mit der Auspridgung der Schmerzen und der
Sterilitdt der Patientinnen, was ein Nachteil dieser Klassifikation ist (Vercellini et al.
1996). Die rASRM Klassifikation ist zudem nur fiir ovarielle und peritoneale
Endometrioseldsionen, sowieso Adésionen an Ovarien und Tuben anwendbar, nicht
jedoch fiir die tief infiltrierende Endometriose und die Adenomyose.

Deshalb wurde 2005 die ENZIAN Klassifikation eingefiihrt (Tuttlies et al. 2005). Die
ENZIAN Klassifikation beschrieb zuerst nur die Morphologie der tief infiltrierenden
Endometriose, bis 2021 eine Erweiterung stattfand und der #ENZIAN Score seitdem fiir
ein umfassendes Klassifikationssystem mit Erfassung aller Entitidten der Endometriose
steht. Der Score ermdglicht eine strukturierte, einheitliche und exakte Beschreibung der
Morphologie der Lésionen, analog zur TNM Klassifikation von malignen Tumoren (Haas
et al. 2013). Wie bereits zu den Anfingen der ENZIAN Klassifikation werden die
Liasionen der tief infiltrierenden Endometriose drei Kompartimenten zugeteilt (4: Septum
rectovaginale, Vagina, B: Ligamentum sacrouterinum, Beckenwand, C: Rektum,
Sigmoid) und der Ausdehnungsgrad anhand der Grofe und der Infiltrationstiefe
bestimmt. Zusétzlich werden mdgliche Herde am Peritoneum (P), Zysten am Ovar (O)

oder Adhésionen und Verwachsungen an den Tuben (7) beurteilt. Andere Lokalisationen
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werden mit einem F betitelt, zum Beispiel FA4 steht fiir die Adenomyose oder mit FU
wird die Infiltration des Ureters beschrieben. Eine weitere wichtige Ergdnzung des
#ENZIAN Scores ist die Methode zur Erhebung. Die Klassifikation kann sowohl
intraoperativ  (s=surgical) als auch pridoperativ mittels Ultraschall (u#) oder
Magnetresonanztomographie (m) angewandt werden.

Eine weitere aber eher veraltete Klassifikation der Endometriose ist die Einteilung der
makroskopisch erhobenen intraoperativen Befunde in rote, weile und schwarze Lasionen
(Revised American Fertility Society classification of endometriosis 1985). Die
immunhistochemische Untersuchung der roten Lédsionen ergab eine starke
Vaskularisierung und eine hohe mitotische Aktivitit. Somit sind rote Lisionen Zeichen
fiir eine hohe Krankheitsaktivitdt und weisen auf ein friihes Stadium nach Implantation
der Endometriose in extrauterinem Gewebe hin (Nisolle et al. 1993). Die weillen
Liasionen zeichnen sich durch wenig Vaskularisierung und eine niedrige mitotische
Aktivitdt aus, weshalb dieser Befund eher fiir eine inaktive Endometriose spricht (Nisolle
et al. 1993).

2010 stellten Adamson & Pasta den Endometriosis Fertility Index (EFT) als klinisches
Tool zur Vorhersage einer Schwangerschaft nach intraoperativ bestétigter Endometriose
vor. Dieser Score beruht auf den makroskopisch zu beobachtenden endometriotischen
Veridnderungen der Adnexe und den anamnestischen Informationen beziiglich der Dauer

der Sterilitdt und vorangegangenen Schwangerschaften (Adamson & Pasta 2010).

1.3 Symptome und leitliniengerechte Diagnostik der Endometriose und Adenomyose

In einer groBen retrospektiven Studie erfragte Sinaii et al. (2008) die Symptome von 940
Patientinnen mit histologisch bestitigter Endometriose. Mit 79% ist die Dysmenorrhoe
das am haufigsten genannte Symptom, gefolgt von chronischen Unterleibsschmerzen mit
69%. In der klinischen Studie von Konrad et al. (2023) berichten sogar 97% der
Patientinnen mit Endometriose iiber Dysmenorrhoe. In dieser Studie wurde aulerdem
gezeigt, dass die Schmerzintensitit im Vergleich zu gesunden Frauen hoher und die
Schmerzdauer um die Phase der Menstruation ldnger ist. Es wurde bestétigt, dass eine
signifikant hohere Zahl an Frauen mit Endometriose an chronischen Unterleibsschmerzen
leidet im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (46% vs. 21%). Je nach Lokalisation
der Endometrioseherde kdnnen auch weitere, oft zyklusabhingige Schmerzmodalitéten,

wie Dysurie, Dyspareunie und Dyschezie auftreten (Sinaii et al. 2008). FEin sehr



belastendes Symptom ist die oft mit der Endometriose oder Adenomyose einhergehende
Infertilitat. Laut der oben zitierten Studie von Sinaii et al. (2008) leiden 26% der Frauen
mit Endometriose daran.

Die Symptome der Adenomyose dhneln denen der Endometriose. Die Adenomyose ist
als eine der héaufigsten Ursachen fiir die Hypermenorrhoe und die Menorrhagie bekannt
(Gordts et al. 2018). In einem Drittel der Fille ist die Adenomyose asymptomatisch
(Graziano et al. 2015).

Wie beschrieben, ist das Erscheinungsbild der Endometriose und der Adenomyose als
sehr heterogen zu bezeichnen. Deshalb vergeht bei dem Grofteil der betroffenen Frauen
eine sehr lange Zeit bis die Diagnose gestellt und eine entsprechende Therapie eingeleitet
wird. Dariiber hinaus berichten Ballard et al. (2006) iiber die unzureichenden Kenntnisse
und das mangelnde Bewusstsein von Hausdrzten iiber das Krankheitsbild der
Endometriose, was spite Uberweisungen an spezialisierte Fachirzte zur Folge hat.
Hadfield et al. befragten 1996 betroffene Frauen in Selbsthilfegruppen in den USA und
im Vereinigten Konigreich tiber den Zeitraum zwischen dem Auftreten ihrer Symptome
und der Diagnosestellung. Das Ergebnis der Befragung ergab eine Zeitspanne von 7,9 bis
11,9 Jahren. In Deutschland und Osterreich betrigt dieses Intervall im Durchschnitt 10,4
Jahre (Hudelist et al. 2012). Diese Aspekte fiihren zu langen Schmerzperioden,
herabgesetzter Lebensqualitit und starker psychischer Belastung (Nnoaham et al. 2011,
Bourdel et al. 2019). So leiden die Patientinnen nicht nur unter den oben beschriebenen
somatischen Beschwerden, sondern haben auch ein erhohtes Risiko psychische
Symptome zu entwickeln. In einer Follow-up Studie von Chen et al. (2016) wurde
gezeigt, dass Patientinnen im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe ein erhohtes Risiko
fiir die Entwicklung von Depressionen (Hazard Ratio 1,56) und Angststérungen (Hazard
Ratio 1,44) besitzen. Um die Leidenszeit der Patientinnen bis zur Diagnosestellung zu
verkiirzen, entwickelte Konrad et al. (2023) einen klinischen Fragebogen zur Erfassung
typischer Schmerzmuster. Mit einer Sensitivitit von 90,4% und einer Spezifitit von 75%
kann hierdurch eine Endometriose praoperativ korrekt diagnostiziert werden. Es konnte
herausgearbeitet werden, dass nicht ein einzelnes Symptom, sondern vielmehr spezifische
Schmerzmuster fiir die nicht-invasive Diagnosestellung entscheidend sind. Speziell die
Kombination aus Dysurie und Schmerzausstrahlung in die Oberschenkel besitzt einen
hohen pridiktiven Aussagewert (Konrad et al. 2023). Zum aktuellen Zeitpunkt ist im
klinischen Alltag die Laparoskopie noch Goldstandard in der Diagnostik und der
Therapie der Endometriose (AWMEF Leitlinie Diagnostik und Therapie der Endometriose
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2020). Durch die Visualisierung der Lidsionen konnen diese im Bezug zu ihren
Nachbarstrukturen beurteilt, die Lasionen operativ entfernt und histologisch spezifiziert
werden. Die Invasivitit dieser Methode und die damit verbundenen Operationsrisiken
filhren jedoch hdufig zu einer weiteren Verzogerung der Diagnosestellung. Deshalb
wurde im Mai 2024 von der internationalen Gesellschaft fiir Ultraschall in der
Frauenheilkunde und Geburtshilfe ein Consensus Statement veroffentlich, dass die
Wichtigkeit und Dringlichkeit einer non-invasiven Diagnosestellung und Klassifikation
mittels ausfiihrlicher Anamnese, korperlicher Untersuchung und nicht-invasiver
Bildgebung betont (Condous et al. 2024). Beziiglich der Anamnese wurde in der hiesigen
Arbeit bereits der vielversprechende Fragebogen von Konrad et al. (2023) angesprochen.
In der korperlichen Untersuchung konnen Auffélligkeiten bei der Spekulumeinstellung
und der bimanuellen Palpation erste Hinweise auf eine Endometriose geben. Bei der
Bildgebung wird der transvaginale Ultraschall aufgrund der ubiquitdren Verfligbarkeit,
der Kosteneftizienz und der fehlenden Invasivitit als erste Methode empfohlen (Condous
et al. 2024). Insbesondere die tief infiltrierende Endometriose am Rektum, im
rektovaginalen Septum und in der Blase ldsst sich mittels dieser Methode spezifisch
untersuchen. So berichten Hudelist et al. (2011) von einer Sensitivitit von 91% und einer
Spezifitit von 98% fiir die Erkennung einer Endometriose am Rektum mittels
Sonographie. Im Bereich des Parametriums und der uterosakralen Ligamente hingegen,
wird die Magnetresonanztomographie als ergéinzende Bildgebung empfohlen (Condous
et al. 2024). Diese Empfehlung basiert auf der Cochrane Analyse von Nisenblat et al.
(2016), welche eine signifikant hohere Sensitivitit (86%) und Spezifitit (84%) der MRT
im Vergleich zum transvaginalen Ultraschall (Sensitivitdt 64%) zur Detektion der tief
infiltrierenden Endometriose im Bereich der uterosakralen Ligamente aufzeigt.
Ergidnzend empfiehlt die AWMF Leitlinie (2020) bei Verdacht auf eine tief infiltrierende
oder ovarielle Endometriose eine beidseitige Nierensonographie zur Abkldrung eines
moglichen Harnstaus. AuBlerdem sollte gegebenenfalls eine weiterfiihrende
symptomorientierte Diagnostik angeschlossen werden (AWMEF Leitlinie Diagnostik und
Therapie der Endometriose 2020). So sollten beispielweise Patientinnen mit einer
Dysurie und chronischer Mikrohdmaturie eine Zystoskopie und Patientinnen mit einer
Dyschezie eine Kolo-/Rektoskopie zur differenzialdiagnostischen Abklirung erhalten. In
der Diagnostik der Adenomyose war lange Zeit die histologische Untersuchung des
Uterusgewebes nach Hysterektomie die einzige definitive Diagnosestellung. Mit

Verbesserung der Bildgebung, sowohl aus technischer als auch aus Anwendersicht
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gewinnen die transvaginale Sonographie und die Magnetresonanztomographie an
Bedeutung (Selntigia et al. 2024). So erarbeitete 2021 die Morphological Uterus
Sonographic Assesment Gruppe eine Auflistung typischer sonographischer Zeichen
(Harmsen et al. 2022). Unter anderem sind ein diffus vergroBerter Uterus, ein heterogenes
Myometrium und eine verbreiterte Junktionalzone genannt. Durch mehrere Studien, die
die Sensitivitit und die Spezifitit des transvaginalen Ultraschalls und die
Magnetresonanztomographie untersuchten, zeigte sich, dass beide Methoden in der
Diagnostik der Adenomyose sehr spezifisch und zielfiihrend sind (Selntigia et al. 2024).
Welche zu bevorzugen ist, hdangt laut Selntigia et al. (2024) von verschiedenen Faktoren,
unter anderem der Verfligbarkeit, der Erfahrung und den Vorlieben des Untersuchers und

moglichen Kontraindikationen des Patienten ab (Selntigia et al. 2024).

1.4 Leitliniengerechte Therapie der Endometriose und Adenomyose

Die Endometriose und die Adenomyose sind komplexe Krankheitsbilder und erfordern
einen individuellen und interdisziplindren Therapieansatz. Der folgende Absatz orientiert
sich an den Empfehlungen der aktuellen S2-Leitlinie Diagnostik und Therapie der
Endometriose (2020). Um eine erfolgreiche Therapie anzustreben, muss neben dem
vorrangigen Ziel der Schmerzfreiheit und der Reduktion der funktionellen Beschwerden,
auch eine Anpassung an die aktuelle Lebenssituation erfolgen. Die Grundpfeiler der
Therapie sind die chirurgische Intervention sowie die medikamentdse Hormontherapie.
Laut AWMF Leitlinie (2020) ist die operative Entfernung der Endometrioseldsionen der
Goldstandard zur Symptomkontrolle. Aufgrund der mdglichen negativen Folgen einer
chirurgischen Mallnahme, wie Verwachsungen oder intraoperativen Organverletzungen
ist jedoch vor allem bei rezidivierender Endometriose wichtig, dass die Indikation zur
Operation auf strengen und restriktiven Kriterien beruht (Burghaus et al. 2019). Die sich
weiterentwickelnden nicht-invasiven DiagnosemafBBnahmen ermoglichen laut Burghaus et
al. (2019) die Auswahl der Patientinnen, die wirklich eine Operation bendtigen, zu
optimieren. Zur Rezidivprophylaxe nach operativer Endometriosesanierung und als
Alternative zur Reduktion der Endometriose assoziierten Schmerzen steht die
medikamentdse Hormontherapie zur Verfiigung (Grandi et al. 2018). Die hormonelle
Therapie basiert auf der Induktion einer therapeutischen Amenorrhoe und der damit
einhergehenden Reduktion der Endometriose assoziierten Beschwerden (Grandi et al.

2018). Laut der Leitlinie (2020) und Grandi et al. (2018) gelten der Einsatz von oralen



Gestagenen, zum Beispiel von Dienogest und kombinierten oralen Kontrazeptiva als first
line Therapie. Durch die negative Riickkopplung im Rahmen der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse kommt es zu niedrigen Ostrogenspiegeln und damit zur Reduktion
der Lasionsgrofe und -aktivitdt. Grandi et al. (2018) wiesen durch den Einsatz von reinen
Gestagenpraparaten und oralen Kontrazeptiva eine signifikante Schmerzreduktion nach.
Der Einsatz von Gestagenpraparaten ist im Vergleich zu den GnRH-Analoga mit deutlich
weniger unerwiinschten Nebenwirkungen verbunden. In der Leitlinie (2020) wird
ausdriicklich darauf hingewiesen, dass aufgrund des Nebenwirkungsspektrums der GnRH
Analoga mit klimakterischen Beschwerden und Osteoporose diese Behandlung nur als
second line Therapie gilt und in der Regel auf einen Zeitraum von 3-6 Monaten zu
beschrdnken ist. Rund ein Drittel der an Endometriose erkrankten Patientinnen berichtet
tiber Infertilitit (Bonavina & Taylor 2022). Aufgrund der Komplexitdt der Ursachen und
der verschiedenen Therapiemdglichkeiten sollte die Behandlung dieser Frauen in
Zusammenarbeit mit einem Zentrum fiir Reproduktionsmedizin erfolgen. Faktoren wie
das Patientenalter, die Dauer der Infertilitdt, die ovarielle Reserve, die Auspriagung der
Endometriose-assoziierten Beschwerden und die Lésionsgroe beeinflussen die
Therapieentscheidung (AWMF S2k-Leitlinie, Diagnostik und Therapie der Endometriose
2020). Bei Kinderwunsch ist von einer Hormontherapie abzusehen. Es wird empfohlen,
durch verschiedene Verfahren der reproduktiven Medizin den Kinderwunsch zu
realisieren. Eine Meta-Analyse hat jedoch gezeigt, dass die erfolgreiche Befruchtungsrate
durch assistierte Reproduktionstechniken bei Patientinnen mit Endometriose geringer ist
als im Vergleich zu gesunden Frauen (Horton et al. 2019). Bei erfolglosen Aussichten
wird im weiteren Schritt die operative Therapie empfohlen. Es konnte nachgewiesen
werden, dass durch die Entfernung peritonealer und tief infiltrierender
Endometrioseherde die Schwangerschaftsraten verbessert werden konnten (Bianchi et al.
2009).

In der Therapieplanung der Adenomyose spielen das Alter und der Kinderwunsch eine
entscheidende Rolle. Je nach aktueller Lebenssituation der Patientin ist die
medikamentose Hormontherapie auch in der Adenomyose eine Option (AWMF S2k-
Leitlinie, Diagnostik und Therapie der Endometriose 2020). Die bereits genannten
Substanzklassen unterscheiden sich nicht in ihrer Effektivitét (Selntigia et al. 2024). Laut
AWMF Leitlinie (2020) ist bei abgeschlossener Familienplanung die Hysterektomie die
first line Therapie. Bei Patientinnen mit Kinderwunsch ist die supportive Therapie mit

nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR) die erste Therapieoption (Selntigia et al. 2024).

8



Bei fokaler oder zystischer Erscheinungsform der Adenomyose ist gegebenenfalls eine
uteruserhaltende isolierte Exzision in Betracht zu ziehen. Interventionelle
Behandlungsoptionen, wie die Arterienembolisation oder die Hochfrequenzablation
werden zum aktuellen Zeitpunkt nur im Rahmen von Studien eingesetzt, versprechen aber
effektive Ergebnisse beziiglich der Schmerzreduktion (Selntigia et al. 2024).

Ein weiterer wichtiger Therapiebaustein beider Erkrankungen, der in der AWMF
Leitlinie (2020) behandelt wird, sind die bereits angesprochenen supportiven
MaBnahmen. Beziiglich des hdufig auftretenden chronischen Schmerzes und der damit
einhergehenden Einschrinkung der Lebensqualitit und der Entwicklung somatischer
Schmerzstorungen sollte den Patientinnen neben bedarfsgerechten Analgetika auch eine
psychosomatische Betreuung angeboten werden. Ebenso wichtig ist die medizinische und
soziale Rehabilitation, die den Frauen einen Austausch mit anderen Betroffen und die
Entwicklung von Krankheitsbewéltigungskompetenzen ermoglicht. Die symptomatische
Analgetikatherapie der Endometriose und Adenomyose umfasst den Einsatz von nicht-
steroidalen Antirheumatika und die bei nicht ausreichender Schmerzkontrolle

angewandte Erweiterung nach dem WHO-Schema mittels Opioiden.

1.5 Atiologie der Endometriose und Adenomyose

Die Entstehungsprozesse der Endometriose sind bis heute nicht vollstindig geklért und
unter anderem Thema der vorliegenden Arbeit. Im Folgenden werden die wichtigsten
Konzepte mit ihren Grundaussagen vorgestellt. Die allgemein am meisten anerkannte
Entstehungstheorie ist die Transplantationstheorie nach Sampson (1927). Diese
Theorie besagt, dass im Rahmen einer retrograden Menstruation Teile des abgestof3enen
Endometriums durch die Tuben in die Peritonealh6hle gelangen, wo es zur Anheftung
und zur Implantation der Zellen kommt und so zur Entstehung von extrauterinen
Endometrioseldsionen. Fiir diese Theorie spricht, dass die Endometriose am hédufigsten
bei menstruierenden Frauen auftritt (Bulun et al. 2019). Es konnte in Tierversuchen
gezeigt werden, dass die im Menstruationsblut vorhandenen Endometriumzellen die
Eigenschaft besitzen, sich an extrauterinem Gewebe festzusetzen und
Endometrioseldsionen zu entwickeln (D’Hooghe et al. 1995). Halme et al. (1984)
beschreiben die retrograde Menstruation als einen sehr hiufig vorkommenden und
physiologischen Vorgang bei 90% der Frauen mit durchgidngigen Tuben. Dennoch

entwickelt nur jede zehnte Frau eine Endometriose. Dies zeigt, dass es weitere Faktoren



geben muss, die zur Entwicklung dieser Erkrankung beitragen (Giudice & Kao 2014).
Neben der Annahme von komplexen immunologischen und inflammatorischen
Reaktionen und Einfliissen durch die peritoneale Umgebung (Young et al. 2013) gibt es
zahlreiche weitere Hypothesen, wie die Einwirkung von oxidativem Stress, genetischen
und epigenetischen Verdnderungen (Koninckx et al. 2019), die versuchen diese Tatsache
zu erklaren. Die Entstehung von Endometrioseherden auflerhalb des Bauchraums erkléart
Sampson {iber den Transport von Endometriumzellen iiber Venen und Lymphgefale
(Sampson 1927).

Laut der Metaplasie-Theorie nach Meyer (1919) entwickeln sich Endometrioseldsionen
aus metaplastisch verdnderten Zellen des pluripotenten Zdlomepithels. Die Metaplasie
wird durch unspezifische Stimuli, unter anderem hormoneller, infektioser oder
umgebungsbedingter Art ausgelost. Fiir diese Theorie spricht das Auftreten der
Endometriose bei Minnern, prapubertiren Médchen und bei Patienten mit Mayer-
Rokitansky-Kiister-Hauser Syndrom (Nisolle & Donnez 1997, Batt & Mitwally 2003,
Mok-Lin et al. 2010). Eine kritische Bewertung dieser Literatur zeigte jedoch, dass die
Beweise fiir eine Assoziation von Uterusagenesie und Endometriose nur selten
histologischer Art sind, sondern die Aussagen auf MRT-Befunden basieren (Konrad et
al. 2019). Somit sind die Evidenz und die Aussagekraft dieser Fallberichte im Hinblick
auf Beweise fiir die Metaplasietheorie als unzureichend zu beurteilen. Eine weitere
potentielle Einschrinkung dieses Modells besteht in der Vorstellung, dass an
verschiedenen Manifestationsorten immer wieder die identisch aufgebauten
endometriotischen Lésionen mit Driisen- und Stromazellen entstehen. Die seltene
Manifestation aullerhalb des Bauchraums und die duflerst geringe Inzidenz bei Ménnern
widersprechen ebenfalls der Annahme einer metaplastischen Entstehung. Metaplasien
werden héufig im Zusammenhang mit Alterungsprozessen und kumulativen
Schéadigungen beobachten. Der fehlende Inzidenzanstieg im Alter spricht folglich
zusitzlich gegen die Metaplasie-Theorie (Sasson & Taylor 2008).

In Anlehnung an die Implantationstherapie und die Metaplasie-Theorie ergédnzten
Koninckx et al. (1999) die Endometriotic Disease Theory, welche den Fokus auf
zelluldre Verdnderungen legt. Laut den Autoren beschreiben die Implantations- und die
Metaplasietheorie lediglich die Entstehung von Endometrioseldsionen, nicht jedoch das
Wachstum und die Entwicklung in eine schwerwiegende Erkrankung mit
unterschiedlichsten Erscheinungs- und Auspriagungsformen. Die Progression vergleicht

er mit der Entstehung eines gutartigen Tumors. Durch epigenetische Verdnderungen und
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genetische Mutationen entflichen die endometriotischen Zellen den regulierenden
Faktoren der Peritonealfliissigkeit und entwickeln dadurch ein erhohtes Invasivitdts- und
Proliferationspotential. Die Art der zelluldren Verdnderungen und die Zusammensetzung
des Microenvironment bestimmen die Morphologie und den Ausprigungsgrad der
endometriotischen Lasion. Eine mdgliche Ursache fiir die genetischen und epigenetischen
Mutationen ist laut Koninckx et al. (2019) der oxidative Stress, den die Zellen im Uterus
wéhrend der Menstruation und nach der Verschleppung in die peritoneale Hohle erfahren.
Eine weitere Entstehungstheorie ist die Tissue-Injury-and-Repair-Theorie nach
Leyendecker & Wildt et al. (2009), ein weiterentwickeltes Konzept der Archimetra-
Theorie nach Leyendecker et al. (1998). In dieser Theorie wird der Uterus ebenfalls als
Ausgangspunkt der Erkrankung angesehen. Die zentralen Vorgidnge der Theorie basieren
auf einer lokal erhohten Ostrogenkonzentration im Endometrium. Ostrogen fiihrt unter
anderem zur Sekretion von Oxytocin und wirkt somit peristaltikfordernd. Durch eine
erhohte Konzentration dieses Hormons kommt es zu einer Hyper- und Dysperistaltik des
Uterus, wodurch es zu mechanischem Stress und zu Mikrotraumata der Archimetra, der
Einheit aus Endometrium und dem darunterliegendem Stratum subvasculare des
Myometriums kommt. An dieser Stelle ist jedoch zu nennen, dass sich das
Archimetrakonzept international nie etabliert hat, unter anderem weil die Hauptannahme,
dass nur die Archimetra paramesonephrischen Ursprungs ist, wihrend die &uBleren
Muskelschichten einen anderen Ursprung haben, schwer zu belegen ist und der géngigen
embryologischen Lehrmeinung und vor allem auch der Entstehungstheorie nach Sampson
(1927) widerspricht (Habiba et al. 2023). Vergleichbar mit der Transplantationstheorie
postuliert das TIAR-Konzept, dass es zu einem retrograden transtubdren Transport der
durch die Mikrotraumata abgeschilferten Zellen kommt und dies als primérer
Mechanismus fiir die Implantation endometrialen Gewebes in der Bauchhohle fungiert.
Durch die Mikrotraumata kommt es zur Aktivierung inflammatorischer Prozesse und
Reparaturvorgénge, welche durch die Ausschiittung von Zytokinen und
Wachstumshormonen zu dauerhaft erhdhten Ostrogenwerten und damit zu einem
Circulus vitosus fiihren. Durch die inflammatorischen Prozesse ist das infiltrative
Potential zur Einnistung in extrauterinen Geweben erhoht. Auch iatrogene
Gewebsverletzungen, zum Beispiel im Rahmen einer Ablation konnen die Dislokation
von Endometriumzellen zur Folge haben. Die Infertilitdt erkldren Leyendecker & Wildt
et al. (2009) durch den durch die Dysperistaltik bedingten gestdrten Spermientransport.
Habiba et al. (2023) unterziehen das TIAR-Konzept in ihrer aktuellen Arbeit einer
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kritischen Uberpriifung. Neben der kritischen Betrachtung der Annahme, dass die
Endometriose und die Adenomyose eine gemeinsame Pathogenese teilen und die
Endometrioseherde nur aus der Basalis entstehen, ist ein zentraler Kritikpunkt die bisher
fehlenden Daten zur epidemiologischen Evidenz. Die Autoren hinterfragen insbesondere
die Rolle der Hyper- und Dysperistaltik in der Pathogenese der Endometriose. Sie
argumentieren, dass das allgegenwértige Phdnomen der Uterusperistaltik die Relevanz
dieser Faktoren beziiglich der Kausalitit in Frage stellt (Habiba et al. 2023).

Die Stamm- und Progenitorzelltheorie basiert auf der Identifizierung von jenen Zellen
im physiologischen Endometrium und im Menstruationsblut (Sasson & Taylor 2008). Die
Stammzelltheorie nimmt Bezug auf die Implantationstheorie nach Sampson und geht
ebenfalls von einer retrograden Menstruation und einer transtubaren Zellverschleppung
von uterinen Zellen aus. Durch die Analyse von Markerproteinen konnten in diesem
Zellgemisch Zellen mit Stammzellcharakter und Differenzierungspotential identifiziert
werden. Laut den Beflirwortern dieser Theorie kommt es im Rahmen der Thelarche und
dem damit einhergehendem Anstieg des Ostrogenspiegels zur Differenzierung der
Stammzellen in epitheliale und stromale Zellen und damit zur Bildung von
Endometrioseldsionen (Gargett et al. 2014, Maruyama 2022).

Beziiglich der Entwicklung der Adenomyose gibt es aktuell im Wesentlichen zwei
vorherrschende Theorien, die in weiten Teilen den Entstehungstheorien der Endometriose
dhneln. Die wahrscheinlichste Theorie ist die Invaginationstheorie, bei der es zur
Expansion des basalen Endometriums in Richtung Myometrium kommt. Die exakten
Mechanismen, die diesen Prozess auslosen, sind nicht vollstindig geklért. Das bereits
angesprochene TIAR-Konzept bietet durch dysregulierte Gewebeheilung einen
moglichen Erklarungsansatz. Allerdings unterstreichen Habiba et al. (2023), dass dieses
Konzept weiterer empirischer Uberpriifung bedarf.

Die Metaplasietheorie besagt, dass sich adenomyotische Léisionen de novo aus
embryonalen pluripotenten Uberresten der Miillerschen Ginge entwickeln (Garcia-
Solares et al. 2018). Alternativ entwickeln sich die Lésionen aus endometrialen
Stammzellen, die in Richtung des Myometriums auswandern (Guo 2020). Diese beiden
Konzepte sind jedoch kritisch zu hinterfragen aufgrund der nur schwer vorstellbaren
Annahme, dass sich aus den genannten pluripotenten Zellen an diversen Lokalisationen
morphologisch identische Lésionen, bestehend aus stromalen und epithelialen Zellen

ausbilden.
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2 Zielsetzung und Auswahl der Antikorper

Obwohl die Endometriose und die Adenomyose zu den héufigsten gynédkologischen
Krankheitsbildern zdhlen und weitreichende Auswirkungen auf die Lebensqualitit
betroffener Frauen haben, sind die Atiologie und Pathophysiologie dieser Krankheiten
noch nicht vollstindig erforscht. Durch das Verstehen der pathophysiologischen Ablaufe
kann die Diagnosestellung der Endometriose sowie der Adenomyose beschleunigt und
standardisiert werden, sodass den betroffenen Frauen ein langer Leidensweg erspart
bleibt.

Um die zentralen pathophysiologischen Mechanismen des Ablosens und der
Abwanderung aus dem endometrialen Zellverband besser zu verstehen, wurden in der
folgenden Arbeit die Expressionsmuster von Proteinen analysiert, die bei der Ausbildung
von Zell-Zell-Kontakten eine wichtige Rolle spielen. Die Ausstattung an Zell-Zell-
Kontakten ist ein wichtiges Charakteristikum jeder Zelle und definiert unter anderem die
Rolle im Zellverband. Hierfiir wurden drei Proteine ausgewaihlt, die zu der Familie der
Claudine gehoren, wichtige Bestandteile der Tight Junctions in verschiedensten
Epithelien sind, jedoch im Uterus und vor allem in Bezug auf das Krankheitsbild der
Endometriose und der Adenomyose noch nicht ausreichend untersucht wurden: Claudin
1, 5 und 10. Neben einer ausgiebigen Literaturrecherche war eine moglichst spezifische
immunhistologische Farbung Grundlage fiir die Auswahl der einzelnen Biomarker. Die
drei oben genannten Claudine zeigten in Vorexperimenten eine hohe Anzahl an gefiarbten
Epithelzellen und wenige unspezifische Anfiarbungen von Stroma, Muskulatur und

BlutgefaB3en.

2.1 Familie der Claudine

Die Familie der Claudine umfasst 27 Mitglieder, die dhnlich aufgebaut sind und von
denen 26 auch im Menschen nachgewiesen wurden (Grund & Griimmer 2018). Claudine
sind die Bausteine der Tight Junctions. Diese Strukturen sind am oberen Teil der lateralen
Zellmembran lokalisiert und sind wie ein Giirtel um die Epithelzelle angeordnet. Indem
sie ein reilverschlussartiges Proteinnetzwerk bilden, regulieren sie neben dem
intrazellularen Transport unter anderem auch den parazelluldren Fluss von lonen, Wasser
und anderen Molekiilen (Grund & Griimmer 2018). Die meisten Claudine, unter anderem

Claudin 1, 3, 5, 11, 14 und 19 tbernehmen hierbei eine Barriere-bildende Funktion,
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wohingegen andere Claudine an der Bildung von Poren beteiligt sind. Hier sind die
Claudine 2, 10, 15 und 17 zu nennen (Krug et al. 2012).

Die Anordnung der Tight Junctions flihrt dazu, dass zwei funktionelle Bereiche der
Epithelzellen geschaffen werden: der apikale und der basale Pol. Diese Zellpolaritt ist
essentiell fiir die Integritét eines Zellverbandes (Liillmann-Rauch 2009). Ein abnormes
Expressions- und Lokalisationsmuster von Claudinen wurde bereits bei vielen
pathophysiologischen Prozessen beobachtet, unter anderem auch bei neoplastischen
Vorgingen. Hierbei gibt es iiber die Auswirkungen der verdnderten Claudin-Expression
jedoch kontroverse Beobachtungen. Es gibt einige Studien, die zeigen, dass der Verlust
der Zelladhdsionen ein zentraler Bestandteil der malignen Transformation ist. So konnte
beispielsweise eine reduzierte Expression von Claudin 1 in Mamma- (Kramer et al. 2000)
und Kolonkarzinomen aufgezeigt werden (Resnick et al. 2005). Eine verringerte
Proteinexpression von Claudin 7 im Endometriumkarzinom wurde mit einer erhéhten
Proliferation und Metastasierung assoziiert (Li et al. 2013). Andere Studien beschreiben
jedoch eine Korrelation der Hochregulation von Claudinen mit einer erhohten
Invasionsbereitschaft und einem erhohten Potential zur Metastasierung von Krebszellen.
In differenzierten Schilddriisentumoren konnte eine erhohte Expression von Claudin 10
beobachtet werden (Aldred et al. 2004), in invasiven Mammakarzinomen (Kominsky et
al. 2003) und Kopf-/Halstumoren (Al Moustafa et al. 2002) eine erhéhte Expression von
Claudin 7. Unabhéngig von den Auswirkungen einer abnormen Expression der Claudine
in Tumorzellen haben sie eine klinische Relevanz in der Onkologie, denn man schreibt
einigen Claudinen die Funktion als Prognosemarker zu. So ist Claudin 10 ein
Prognosemarker fiir hepatozelluldre Karzinome (Cheung et al. 2005), Claudin 18 fiir
Magenkarzinome (Sanada et al. 2006) und Claudin 1 fiir cholangiozelluldre Karzinome

(Resnick et al. 2005).

2.2 Claudin 10

Im menschlichen Genom ist Claudin 10 von 6 Exons kodiert und man unterscheidet die
zweil Hauptisoformen Claudin 10 a und b (Krug et al. 2012). Diese zwei Isoformen
entstehen durch alternatives Spleiflen und unterscheiden sich in ihrem ersten Exon, was
zu Abweichungen im ersten transmembranen und ersten extrazelluliren Segment fiihrt
(Krug et al. 2012). So ist Claudin 10a an der Bildung und Regulation von Anionen-
selektiven und Claudin 10b an Kationen-selektiven Kandlen beteiligt (Krug et al. 2012).
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Die Expression von Claudin 10a ist auf die Niere und den Uterus beschrankt (Krug et al.
2012). Im Gegensatz dazu wird Claudin 10b in vielen Geweben exprimiert, unter anderem
in Lunge, Gehirn und Niere (Krug et al. 2012). Claudin 10a erhdht als Anionen-selektives
Kanal-formendes Protein die Permeabilitit fiir CI" und NO™ (Krug et al. 2012). Die von
Claudin 10b gebildeten Kandle zeigen eine starke Priaferenz fiir monovalente Kationen,
wie Natrium, Lithium und Kalium und in der Komplexbildung mit anderen Claudinen
eine geringere Permeabilitit fiir divalente Kationen, wie Ca?" und Mg? (Milatz 2019). Fiir
Molekiile groBer als 4 kDa sowie fiir Wasser besitzen die durch Claudin 10b gebildeten
Kanile eine Impermeabilitit (Krug et al. 2012). Die funktionelle Rolle von Claudin 10
wird beispielsweise von Breiderhoff et al. (2012) durch ein Claudin 10 Knockout Maus
Model verdeutlicht. Zu beobachten waren eine parazelluldr reduzierte Natrium-
Permeabilitdt und eine erhdhte Magnesium- und Calcium-Permeabilitit im diinnen
aufsteigenden Teil der Henlesche Schleife. Dies fithrte zu einem Defekt bei der
Harnkonzentration, begleitet von einer Polyurie, Hypokalzurie, Hypermagnesidmie und

Nephrokalzinose (Breiderhoff et al. 2012).

2.3 Claudin 1

Claudin 1 ist vermutlich das prominenteste und élteste Mitglied der Claudin Familie und
wurde 1998 von Furuse erstmalig beschrieben (Furuse et al. 1998). Das Protein ist aus
211 Aminoséduren aufgebaut und 22 kDa schwer (Reinhold & Rittner 2017). Es bindet
iiber die PDZ-Doméne (PSD95/SAP90, Discs large, Zonula occludens-1), einem
zentralen Gerlistprotein, an ZO-1 (Zonula occludens-1) und damit an das Aktinskelett der
Zelle (Reinhold & Rittner 2017). Claudin 1 wird in den verschiedensten Geweben
exprimiert, unter anderem in der Leber und dem Intestinaltrakt (Reinhold & Rittner
2017). Auch in der Haut spielt Claudin 1 eine grof3e Rolle, was an Claudin 1-Knockout
Maiusen deutlich wird, die an einer Dehydratation aufgrund des Wasserverlustes {iber die
Epidermis sterben (Furuse et al. 2002). AuBlerdem kommt Claudin 1 eine besondere
Bedeutung im zentralen und peripheren Nervensystem zu, wo es an der Aufrechterhaltung
der Blut-Hirn-Schranke und der Blut-Nerven-Schranke beteiligt ist (Reinhold & Rittner
2017). Die Herunterregulation von Claudin 1 geht mit einem Barriereverlust einher und
ist mit einigen neurologischen Erkrankungen assoziiert, zum Beispiel der chronisch
inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie (Kanda et al. 2004). In den

peripheren Nerven findet sich Claudin 1 vor allem im Perineurium (Reinhold & Rittner
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2017). Das Perineurium ist die periphere Fortsetzung der Arachnoidea und umschlief3t
einen Faszikel, ein Biindel aus mehreren Axonen. Es bildet zusammen mit den
endoneurinalen Blutgefdfen die Blut-Nerven-Schranke und reguliert das infrafaszikuldre

Milieu (Pifia-Oviedo & Ortiz-Hidalgo 2008).

24 Claudin 5

Claudin 5 ist ein 31,6 kDa schweres Protein und wurde 1999 erstmals von Morita et al.
(1999) ndher beschrieben. Im Endothel wird die parazelluldre Barriere und Permeabilitét
vorrangig von VE-Cadherin und Claudin 5 reguliert (Hata et al. 2014). VE-Cadherin ist
ein wichtiger Baustein der Adhdrenskontakte, wahrend Claudin 5 am Aufbau der Tight
Junctions beteiligt ist. Eine verringerte Expression von Claudin 5 und VE-Cadherin ist
mit einer erhohten parazelluldren Permeabilitdt von Endothelzellen assoziiert (Hata et al.
2014). Aufgrund dieser Barrierefunktion spielt Claudin 5 unter anderem bei der Erhaltung
der Blut-Hirn-Schranke eine wichtige Rolle und sichert hierbei die Impermeabilitit
gegeniiber Makromolekiilen (Morita et al. 1999). Claudin 5 wird hiufig als endotheliales
Claudin charakterisiert, es ist aber auch in den Epithelien verschiedenster Organgewebe
zu finden, unter anderem wiahrend der Entwicklung des Pigmentepithels der Retina
(Kojima et al. 2002), im Epithel der Luftwege (Coyne et al. 2003), im intestinalen Epithel
(Amasheh et al. 2005) und in uterinen Driisenepithelzellen der Ratte (Mendoza-
Rodriguez et al. 2005).

2.5 Claudine in der Endometriose

Ein biologischer Mechanismus, bei dem es unter anderem zu dem Verlust der
angesprochenen Zellintegritdt und Zellpolaritit durch Verdnderung der Zell-Zell
Kontakte kommt, ist die epithelial-mesenchymale Transition (EMT). Sie spielt in
zahlreichen physiologischen Vorgingen, unter anderem der Embryoimplantation, der
Embryogenese und der Wundheilung eine zentrale Rolle. Jedoch wird sie hdufig auch in
pathologischen Prozessen, wie Entziindung, Fibrose und Metastasierung von Neoplasien
beobachtet (Kalluri & Weinberg 2009). Die EMT ist ein komplexer, mehrstufiger
Vorgang, bei dem es zum Verlust der epithelialen Zellstruktur kommt und dem Zugewinn
mesenchymaler Zellmarkern und damit auch zur Fahigkeit zum Abwandern aus dem
physiologischen Epithelverband (Kalluri & Weinberg 2009, Konrad et al. 2020). Es

wurden bereits einige Studien publiziert, die eine EMT als zentralen Mechanismus in der
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Entstehung der Endometriose vermuten (Matsuzaki & Darcha 2012, Bartley et al. 2013,
Young et al. 2013, Furuya et al. 2017, Owusu-Akyaw et al. 2018). Diese Hypothese
beruht auf dem Verlust von epithelialen Markern, wie E-Cadherin und Beta-Catenin und
einem Zugewinn an N-Cadherin, Snail, Slug und Vimentin (Konrad et al. 2020). Dieser
Cadherin-Switch konnte auch in der Adenomyose beobachtet werden (Chen et al. 2010,
Qi et al. 2015). Claudine sind wie angesprochen wichtige Bausteine der Tight Junctions
und damit unerlésslich fiir die Integritit eines Zellverbandes. Laut De Wever et al. (2008)
ist der Verlust dieser Zell-Zell-Adhédsion ein zentrales Zeichen fiir das Vorliegen einer
EMT. Folglich ist die Claudinforschung wichtig zur Untersuchung einer mdglichen
Beteiligung der EMT in der Pathogenese der Endometriose. Fiir die Claudine 2,3,7 und
11 konnten in den bisher durchgefiihrten Studien keine signifikanten Unterschiede des
eutopen Endometriums von gesunden und an Endometriose erkrankten Frauen dargestellt
werden (Horné et al. 2019, Hoerscher et al. 2020). Wohingegen Gaetje et al. (2008) und
Pan et al. (2009) von einer Herunterregulation von Claudin 3 in endometriotischen
Lasionen berichten, weisen Hoerscher et al. (2020) keine Unterschiede von Claudin 3 und
2 in den endometriotischen Lédsionen verglichen zum Endometrium nach. In den
Experimenten von Gaetje et al. (2008) zeigt sich Claudin 7 in der Endometriose ebenfalls
herabreguliert, was von Horné et al. (2019) jedoch durch serologische und
immunhistologische Untersuchungen nicht bestéitigt werden konnte. Unter anderem
vergleicht Gaetje et al. (2008) die Proteinexpression von Claudin 1 in eutopen
Endometrien mit der Expression in peritonealen Endometrioseldsionen mittels
verschiedener Methoden. In der Microarray-Analyse zeigt sich eine erhohte Expression
von Claudin 1 in peritonealen Lisionen im Vergleich zum eutopen Endometrium. Diese
Erhohung konnte aber in der PCR Untersuchung und in der Immunhistochemie nicht
bestdtigt werden und wurde auf die starke Expression von Claudin 1 in den
Mesothelzellen im Peritoneum zuriickgefithrt. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
ausfiihrliche Literaturrecherche zeigte, dass es bisher zu keiner vollumfinglichen
vergleichenden Analyse der Claudin 1 Expression in uterinen und extrauterinen Entidten
kam, weshalb dies Bestandteil der vorliegenden Forschungsarbeit sein wird.

Da Claudin 10 als etablierter Marker fiir Zell-Zell-Adhésion gilt und seine Expression in
Endometriumzellen bereits beschrieben wurde (Krug et al., 2012), jedoch bisherige
Studien die Expression in Endometriose- und Adenomyosegewebe vernachldssigt haben,

entschieden wir uns fiir eine zusitzliche Analyse dieses Proteins.
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Im Rahmen der Claudinforschung wurde die Proteinexpression von Claudin 5 ebenfalls
bereits in endometrialen Epithelzellen des Menschen und der Ratte untersucht (Mendoza-
Rodriguez 2005, Gaetje et al. 2008). Gleichzeitig wird Claudin 5 jedoch auch in
Endothelzellen exprimiert. Eine Untersuchung des Endometriums und der Endometriose
in Hinblick auf die Expression von Claudin 5 in den Endothelzellen wurde nach aktuellem
Wissensstand bisher nicht durchgefiihrt und ist deshalb ebenfalls Thema der vorliegenden

Forschungsarbeit.

2.6  Fragestellung

Durch die vergleichende Analyse der Expressionsmuster von Claudin 1, 5 und 10 erfolgt
eine phédnotypische Charakterisierung des endometrialen Gewebes sowie der
pathologischen Lésionen. Hierdurch konnen Fragen beziiglich Verdnderungen der
Zellausstattung und des Zellverbands vor und nach der Implantation und folglich {iber
mogliche Ursachen und Folgen des Ablosens beantwortet werden. Bei der Analyse dieser
moglichen Veridnderungen soll der Fokus auf der Untersuchung eines moglichen Verlusts
des epithelialen Phénotyps im Rahmen einer epithelial-mesenchymalen Transition liegen.
Die EMT ist unter anderem ein zentraler pathophysiologischer Vorgang in vielen
malignen Erkrankungen mit hohem Invasions- und Metastasierungspotential. Aufgrund
des dhnlich ablaufenden Ablosens der Endometriumzellen aus ihrem Zellverband im
Endometrium wird von einer Vielzahl von Autoren ein Auftreten einer EMT auch im
Rahmen der Endometriose und der Adenomyose vermutet. Ziel dieser Arbeit ist es, durch
die Untersuchung von klassischen Tight Junction-Proteinen valide Aussagen iiber
Verdnderungen des epithelialen Zelltyps zu treffen und somit die Hypothese einer EMT
zu iiberpriifen. Neben dem weiteren Ziel, Argumente fiir oder gegen die unterschiedlichen
Entstehungstheorien zu finden, erlaubt die Analyse des endothelialen Proteins Claudin 5
vergleichende Aussagen iiber das Ausmal} der Vaskularisierung in physiologischem und
pathologischem Gewebe. Bekannterweise ist fiir einen aktiven Zellstoffwechsel eine gute
Versorgung mit Néahrstoffen Voraussetzung. Dies ldsst vermuten, dass flir die
Auswanderung der Endometriumzellen, deren Implantation in ektopes Gewebe und das
anschlieBende Uberleben und Wachsen eine Angiogenese notwendig ist. In der Literatur
wird héufig eine Angiogenese des ektopen Gewebes postuliert. Diese Hypothese wird in
der vorliegenden Arbeit anhand der Expression des endothelialen Proteins Claudin 5

tiberpriift.
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Materialien

2.7 Patientenkollektiv und Gewebeproben

Fiir die vorliegende Forschungsarbeit wurde auf die Gewebedatenbank der Frauenklinik
des Uniklinikums Gieen zugegriffen. Die Zustimmung fiir die Arbeit mit diesen Daten
wurde von der Ethikkommision der Justus-Liebig-Universitit GieBen am 2. Juli 2009
erteilt und ist unter dem Aktenzeichen 95/09 vermerkt. Der aktualisierte Antrag, speziell
fiir die Analyse der Claudine wurde am 25. Januar 2017 eingereicht und am 7. Mirz 2017
bewilligt. Die Gewebeproben stammen aus operativen gynédkologischen Eingriffen, unter
anderem Hysterektomien und Laparoskopien, die im Zentrum fiir Frauenheilkunde und
Geburtshilfe des Universitatsklinikums Gielen durchgefiihrt wurden. Die Patientinnen
wurden ausfiihrlich iiber das Forschungsprojekt informiert und willigten durch eine
schriftliche Einverstindniserklirung der Aufnahme in die Datenbank ein. Fiir die
vorliegende Dissertation wurden neben Uteruspriaparaten von Frauen mit Endometriose
auch Gewebeproben mit Endometrioseldsionen aus Ovarien, Peritoneen und Organen des
kleinen Beckens untersucht. Die vergleichende Kontrollgruppe setzt sich aus
endometrialen Proben von Frauen ohne Endometriose zusammen. Die histopathologische
Beurteilung der Gewebeproben und die Diagnosestellung der Endometriose erfolgte
durch die Pathologen des Instituts fiir Pathologie des Universititsklinikums GieBen. Die
Zuordnung der Priparate zur proliferativen oder sekretorischen Phase beruhte zum einen
auf der bereits erwihnten histologischen Befundung der Pathologen und zum anderen auf
den Angaben der Patientinnen beziiglich des Zyklustages am Entnahmezeitpunkt.

Die Tabellen 1 bis 6 geben einen Uberblick iiber die Gewebeproben, welche fiir die
Analysen von Claudin 1, 5 und 10 verwendet wurden. Die Anzahl der Proben fiir die
immunhistochemischen Farbungen mit Claudin 5 ist im Vergleich zu den verwendeten
Proben fiir die Experimente mit Claudin 1 und 10 geringer, da fiir die Auswertung des
Expressionsmusters von Claudin 5 eine gut erhaltene Gewebestruktur der Schnitte

Voraussetzung war.
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Tabelle 1: Uterine Gewebeproben fiir Claudin 10

Endometrium Endometrium AM- AM-
ohne EN mit EN Patienten Patienten

ohne EN mit EN

Alle Proben (n) 23 24 21 17

Alter (MW=SD) 4248,0 37+7,5 44+4.8 33+6,7

Proliferationsphase 12 9 9 8

(n)

Alter MW=SD) 4349,6 32+45,5 43+5,47 44439

Sekretionsphase 11 15 12 9

(n)

Alter MW=SD) 41+6,1 39+7,4 434448 39+3.5

Leiomyom (n) 16 9 11 8

Abkiirzungen: EN = Endometriose, AM = Adenomyose, MW = Mittelwert, SD =

Standardabweichung
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Tabelle 2: Extrauterine Gewebeproben fiir Claudin 10

OMA

SPE

TIE

Vorexperimente

Alle Proben (n)
Alter MW=SD)

27(28)*
3346,7

18

35+4,5

21

36+6,8

4
39+0

Blase

Colon

Rektum

Sigma

Spatium
rektovaginale
Spatium
paraurethrale
Douglasraum
Ligamentum
sakrouterinum
Beckenwand
Ligamentum
rotundum
Fossa ovarica
Blasenperitoneu
m
Physiologisches
Ovar
Physiologische

Tuba uterina

Abkiirzungen: MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, *= 28 Proben von 27

Patientinnen (rechtes und linkes Ovar von derselben Patientin), OMA =

Ovarialendometriose, SPE = peritoneale Endometriose, TIE = tief infiltrierende

Endometriose

21



Tabelle 3: Uterine Gewebeproben fiir Claudin 1

Endometrien Endometrien AM- AM-
ohne EN mit EN Patienten Patienten

ohne EN mit EN

Alle Proben (n) 23 25 21 17

Alter (MW=SD) 41+8,3 37+£7,4 43+4,8 41+4,4

Proliferationsphase 12 9 9 8

(n)

Alter MW=SD) 4349,6 32+45,5 4345,5 44439

Sekretionsphase 11 16 12 9

(n)

Alter MW=SD) 40+6,8 40+7,1 43445 39+3.5

Leiomyom (n) 15 9 11 8

Abkiirzungen: EN = Endometriose, AM = Adenomyose, MW = Mittelwert, SD =

Standardabweichung
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Tabelle 4: Extrauterine Gewebeproben fiir Claudin 1

Ovarielle Peritoneale Tief infiltrierende

Endometriose Endometriose Endometriose
Alle Proben (n) 19 22 23
Alter MW=SD) 34+7,1 33+5,0 35+6,9
Blase 3
Colon 2
Rektum 10
Sigma 1
Spatium rektovaginale 4
Spatium pararektale 2
Spatium paraurethrale 1
Douglasraum 5
Ligamentum 10
sakrouterinum
Beckenwand 2
Ligamentum 2
rotundum
Ligamentum 1
suspensorium ovarii
Fossa ovarica 1

Blasenperitoneum

Abkiirzungen: MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung
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Tabelle 5: Uterine Gewebeproben fiir Claudin 5

Endometrien = Endometrien AM- AM-
ohne EN mit EN Patienten Patienten
ohne EN mit EN
Alle Proben (n) 19 19 19 14
Alter (MW=SD) 43472 37+£7,1 43+4,5 41+4,7
Proliferationsphase 11 7 9 6
(n)
Alter MW=SD) 44+8.9 33+4,9 43+5,5 44+4.6
Sekretionsphase (n) 8 12 10 8
Alter MW=SD) 42 +4,5 39 +74 43+3,8 39+3,6
Leiomyom (n) 14 7 9 7

Abkiirzungen: EN = Endometriose, AM = Adenomyose, MW = Mittelwert, SD =

Standardabweichung
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Tabelle 6: Extrauterine Gewebeproben fiir Claudin 5

Ovarielle Peritoneale Tief
Endometriose Endometriose infiltrierende
Endometriose
Alle Proben (n) 11 16(17)* 17
Alter MW=SD) 36+6,9 35+6,2 35+6,8
Blase 4
Vagina 1
Rektum 7
Sigma 1
Spatium rektovaginale 2
Spatium pararektale 2
Douglasraum 2
Ligamentum 8
sakrouterinum
Beckenwand 3
Ligamentum 1
rotundum
Ligamentum latum 1
uteri
Blasenperitoneum 2

Abkiirzungen: MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, *= 17 Proben von 16

Patientinnen (Lig. sakrouterinum rechts und links derselben Patientin)
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2.8 Verwendete Primir- und Sekundérantikdrper

Der folgenden Tabelle 7 sind die Stammdaten der verwendeten Primir- und

Sekundérantikorper zu entnehmen. Fiir die Primérantikdrper sind neben den herstellenden

Firmen, die Klonalitit, die Spezies, die entsprechenden Verdiinnungen und die

Férbezeiten mit der Diaminobenzidin Substratlosung (DAB) aufgelistet.

Tabelle 7: Primér- und Sekundérantikorper

Hersteller Klonalitdit ~ Verdiinnung  Firbezeit Spezies
Primérantikorper
Claudin 1 LSBio Polyklonal  1:100 25 sec Rabbit
Claudin 5 Invitrogen Monoklonal 1:100 3 min Mouse
Claudin LifeTechnologies Polyklonal  1:100 1 min 25 Rabbit
10 sec
Sekundirantikorper
Anti- Dako IgG
Rabbit EnVision + System- HRP Labelled
Anti- Dako IgG Polymer
Mouse

2.9 Chemikalien und Puffer

Im nachfolgenden Abschnitt erfolgt die alphabetische Auflistung der verwendeten

Chemikalien und Puffern mit der jeweiligen Zusammensetzung und der Herstellerfirma.

Bouin’sche Losung der Firma Morphisto
BSA-Losung (Blockpuffer): 1g BSA (proteasefreie Albumin Fraktion V der
Firma Roth) in 70ml PBS-Puffer mit 21ul Triton-X 100 der Firma Merck
Citratpuffer: 25ml der Losung B in 275ml Aqua dest., Einstellung auf einen pH
von 6,0 durch Zugabe von Losung A
- Losung A: 0,1Mol Citronenséure (21,01g Citronensdure der Firma Merck
in 1000ml Aqua dest)
- Losung B: 0,1Mol Natriumcitrat (29,41g Natriumcitrat der Firma Merck
in 1000ml Aqua dest)
DAB: 1 Tropfen Chromogen in 1 ml Substrat Puffer, Firma Dako
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Ethanol der Firma Otto Fischer GmbH und Co.

Eukitt der Firma Fluka Analytical

H:0: (30%) der Firma Roth

0,3% H20: (Blockierungslosung): 45ml Methanol -20°C der Firma Roth und 5ml
H20: (30%) der Firma Roth

Héamatoxylin nach Mayer der Firma Morphisto

Methanol der Firma Roth

NeoClear der Firma Merk

Paraffin der Firma Prolab

0,02 M PBS-Puffer (Waschpuffer): 2 PBS-Tabletten der Firma Gibco by Life
Technologies in 1000ml Aqua dest.

Real Antibody Diluent der Firma Dako

Triton der Firma MERK

Xylol der Firma Roth

2.10 Gerite, Verbrauchsmaterial und Computerprogramme

In der folgenden Auflistung werden Laborgerite, Computerprogramme und

Verbrauchsmaterialien genannt, welche fiir die Erstellung dieser Arbeit verwendet

wurden.

Aqua dest. Anlage Elix 3 der Firma Merck Millipore

Befundungsmikroskop Dialux 20 der Firma Leica

Deckgldser in den GroBen 22x22 mm, 24x26 mm und 24x36 mm der Firma R.
Langenbrinck

Eiswiirfelmaschine Flake Line der Firma Wessamat

Farbekammern und -gestelle der Firma Roth

Fettstift Liquid Blocker der Firma Science Services

Fotomikroskop Leica DM 2000 LED der Firma Leica Microsystems

GIMP 2.10.20, Bildbearbeitungssoftware

Gourmetgarer MultiGourmet plus FS20R der Firma Braun

GraphPad Prism 6.01, statistisches Analyseprogramm

Handschuhe Sterling Nitrile Gloves der Firma Kimtech

Image J 1.53a, Wayne Rasband, National Institutes of Health USA,

Bildbearbeitungssoftware
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Inkubator Heratherm compact Microbiological Incubator der Firma Thermo

Scientific

Kimwipes der Firma Kimberly Clark

Kiihlschrank 20°C der Firma Bosch

Kiihlschrank 4°C der Firma VWR International
Kiivetten der Firma Roth

Labor-pH-Meter CG841 der Firma Schott

Laborwaage 1219 MP der Firma Sartorius

Leica Application Suite Version 4.9.0, Leica Microsystems
Lichtmikroskop Leitz Laborlux S der Firma Leica
Magnetriihrer Variomag der Firma Thermo Scientifics™
Microsoft Office 2010

Mini-Zentrifuge der Firma Sprout

Mund-Nasen-Schutz Procedure Face Mask der Firma ECOMA

Objekttrager SuperFrost Plus der Firma R. Langenbrinck

Paraffineinbettungsautomat TP1050 der Firma Leica Biosystems

Pipetboy acu der Firma Integra Biosciences

Pipetten Research plus und Pippetenspitzen der Firma Eppendorf

Rotationsmikrotom mit Wasserbad der Firma Leica Biosystems

Schiittelgerdt VRX Vibrax der Firma IKA

Vortex-Genie 2 der Firma Scientific Industries
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3 Methode

3.1 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine immunologische Methode zum Nachweis spezifischer
Proteine mithilfe von Antikorpern. Sie fiihrt nicht nur zur Identifizierung, sondern auch
zur visuellen Darstellung von Gewebsantigenen. Das Grundprinzip der
Immunhistochemie dhnelt dem bekannten Schliissel-Schloss-Prinzip: Ein hochaffiner
Antikorper ist gegen ein spezifisches Ziel gerichtet und bildet mit diesem zusammen die
charakteristische ~ Antikorper-Antigen-Bindung aus. Die zwei  wichtigsten
Verfahrensarten der Immunhistochemie sind die direkte und indirekte Methode. Die
direkte Methode beschreibt den Vorgang, bei dem der Antikdrper, der an ein spezifisches
Antigen bindet, direkt mit einer Substanz konjugiert ist, die im Mikroskop sichtbar ist
(z.B. Fluorochrom) oder iiber eine Farbreaktion sichtbar gemacht werden kann (z.B.
durch ein Markerenzym). Die indirekte Methode ist ein mehrstufiger Vorgang bei dem
mit zwei Antikorpern gearbeitet wird. Hierbei bindet der spezifische aber unkonjungierte
Primdrantikrper an das Antigen. In einem weiteren Schritt gibt man einen
Sekundérantikdrper dazu, der an den Fc-Teil des Primédrantikorpers bindet und diesen und
das gebundene Antigen durch ein Markerenzym oder durch ein Fluorochrom sichtbar
macht. Ein groBer Vorteil dieser indirekten Methode ist, dass ein sehr viel starkeres Signal
und damit eine stirkere Farbung erreicht werden kann, da mehrere Sekundérantikorper
an einen Primdrantikdrper binden kdnnen. In dieser Arbeit wurde das Nachweissystem
EnVision™ System der Firma DAKO verwendet. Dies ist ein System, bei welchem die
sekunddren Antikorper an Dextranpolymere gekoppelt sind, welche wiederum mit HRP
(Horseradish-Peroxidase) besetzt sind. Das Markerenzym HRP reagiert in einem spateren
Schritt der Immunhistochemie in einer chromogenen Reaktion mit Diaminobenizidin,
filhrt so zur Braunfarbung und damit zur visuellen Darstellung der Antigene. Fiir die
Anwendung der Immunhistochemie miissen die operativ gewonnenen Proben fixiert und
in Paraffin eingebettet werden. Dieser Vorgang und die Arbeitsschritte der

Immunhistochemie sollen im Folgenden nédher beschrieben werden.
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3.1.1 Herstellung der Paraffinschnitte

Die Gewebeproben wurden direkt nach Entnahme, noch im Operationssaal, in Falcon-
Rohrchen gegeben und mit Bouin'scher Losung, einer hdufig verwendeten Fixierlosung
aufgefiillt. Die Fixierzeit betrug 48 Stunden. Wihrend dieser Zeit wurden die Falcon-
Rohrchen auf dem Rollmischer geschwenkt, um eine optimale Fixation der
Gewebeproben zu erreichen. Die Eindringtiefe der Bouin'schen Losung ins Gewebe
betrdgt 1 mm in 2 Stunden. Nach der zweitdgigen Fixierung erfolgte die tigliche Spiilung
mit 70%igem Ethanol an drei darauffolgenden Tagen. Die darauthin anstehende
Paraffinierung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Veterindr-Anatomie der Justus-
Liebig-Universitit Gielen. Hier wurde das fixierte Gewebe mithilfe eines
Paraffineinbettungsautomat zu Paraffinblocken verarbeitet. Im ersten Schritt erfolgte die
Entwésserung des Gewebes, um es damit zugénglich fiir das Paraffin zu machen, welches
in einem weiteren Schritt zugegeben wurde. Der gesamte Vorgang der Paraffinierung

erfolgte nach dem folgenden Protokoll:

1. Entwisserung: 2 h in Ethanol (80 Vol%) bei RT
2 h in Ethanol (96 Vol%) bei RT
3x fiir je 3 h in Ethanol (100 Vol%) bei RT

2. Klérung: 1 hin Xylol (100 Vol%) bei RT
2x fiir je 45 min in Xylol (100 Vol%) bei RT
3. Einbettung: 3x in Paraffin fiir je 40 min bei 59°C

Abkiirzung: RT=Raumtemperatur

Bis zur Weiterverarbeitung der Paraffinblocke wurden diese bei 4°C gelagert. Der
Zuschnitt der Gewebeproben erfolgte mit dem Rotationsmikrotom von Leica, welches
die gekiihlten Paraffinblocken in 5 pm dicke Scheiben schneidet. Die Gewebeschnitte
wurden von einem Wasserbad (RT) aufgefangen und darauthin in ein weiteres
Wasserbad, dem sogenannten Streckbad, iiberfiihrt, in dem sich die Proben bei einer
Temperatur von 45°C wieder ausdehnten. Die Schnitte wurden im Anschluss auf
Objekttrager aufgezogen und iiber Nacht bei 47°C getrocknet, um ihnen das restliche

Wasser zu entziehen.
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3.1.2  Protokoll der Immunhistochemie

Entparaffinierung

Um die Paraffinschnitte fiir die Immunhistochemie nutzen zu kénnen, mussten diese
zundchst mittels NeoClear, einem Xylolersatzstoff, entparaffiniert werden. Hierfiir
wurden die Schnitte fiir 20 Minuten bei 40°C inkubiert und nochmals zwei weitere Male
fiir jeweils 20 Minuten mit NeoClear bei Raumtemperatur behandelt. Anschlieend

erfolgte die Rehydrierung der Schnitte nach dem folgenden Protokoll:

1. Zweimalige Inkubation in 100%-igem Ethanol fiir 5 min
2. Zweimalige Inkubation in 96%-igem Ethanol fiir 5 min

3. Zweimalige Inkubation in 70%-igem Ethanol fiir 5 min

Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden dann fiir 5 Minuten in

destilliertem Wasser unter Schiitteln gewaschen.

Antigendemaskierung

Nach der oben geschilderten Entparaffinierung und Rehydrierung erfolgte anschlieBend
die Antigendemaskierung durch Hitze. Diese ist notwendig, um mogliche
Querverbindungen aufzubrechen, die bei dem Prozess der Fixierung und der Einbettung
entstehen und um somit die Zuginglichkeit fiir die Antikorper zu verbessern. Fiir die
Hitzedemaskierung wurden die Schnitte in einem Dampfgarer in einem auf 100°C
vorgeheiztem Citratpuffer fiir 20 Minuten erhitzt. AnschlieBend kiihlten die
Gewebeschnitte in der Pufferlosung unter Raumtemperatur fiir weitere 20 Minuten ab

und wurden dreimal fiir 5 Minuten mit 0,02 M PBS-Puffer unter Schiitteln gewaschen.

Blockierung endogener Peroxidasen und unspezifischer Proteinbindungen

Nach der Hitzedemaskierung erfolgte die Peroxidaseblockierung, bei der die Schnitte fiir
30 Minuten in einem Wasserstoffperoxid- Methanol-Gemisch (45ml Methanol und 5ml
3%-igem H202) geschiittelt wurden. AnschlieBend erfolgte erneut ein dreimaliges
Waschen mit 0,02 M PBS-Puffer fiir jeweils 5 Minuten. Auf diese Weise wird die
Reaktion des Chromogens mit endogenen Peroxidasen blockiert und damit unerwiinschte
Hintergrundfarbungen vermieden. Um weitere unspezifische Proteinbindungen des
Primérantikdrpers zu verhindern, wurde in dieser Arbeit eine zusdtzliche Blockierung
mittels BSA (Bovines Serum Albumin) durchgefiihrt. Dies ist ein Serum, welches nicht

mit den nachzuweisenden Antigenen immunisiert wurde, also keine spezifischen
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Antikdrper gegen das gesuchte Antigen enthilt. Das BSA fiihrt zur Abséttigung freier
Proteinbindungsstellen und damit zur Vermeidung unspezifischer Anfarbungen. Hierfiir
wurde 1g BSA in 70 ml 0,02 M PBS-Puffer und 21 pl Triton geldst und die Schnitte fiir
20 Minuten in diesem 1,5% BSA Gemisch geschiittelt.

Antikorperbindung

Die iiberschiissigen Pufferreste wurden vorsichtig vom Objekttrager abgeklopft und diese
mit Zellstoff rund um das Gewebe vorsichtig trockengewischt. Im Anschluss wurden auf
jeden Gewebeschnitt 95 pul der verdiinnten priméren Antikdrperlosung pipettiert (Tab. 7)
und tiber Nacht bei 4°C in einer feuchten dunklen Kammer inkubiert. Zuvor wurde das
Gewebe mit einem Fettstift (DAKO-Pen) umkreist, der das Verteilen der
Antikorperlosung auf dem gesamten Objekttrager verhindert. Der erste Schritt am
nichsten Tag umfasste das Abkippen der Primérantikorperlosung auf Zellstoff und das
dreimalige Waschen der Schnitte fiir je 5 Minuten mit 0,02 M PBS-Puffer, um nicht
gebundene Primarantikorper zu entfernen. AnschlieBend wurden jeweils 2-3 Tropfen des
sekunddren Antikorpers der entsprechenden Spezies auf die Gewebeschnitte pipettiert

(Tab. 7) und fiir 30 Minuten in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.

Substratreaktion

Fiir die anschlieBende Farbereaktion lies man die Sekundarantikorperldsung auf Zellstoff
ablaufen und spiilte die Schnitte erneut dreimal fiir je 5 Minuten mit PBS-Puffer. Es
wurden 2-3 Tropfen der DAB-Losung auf die Schnitte gegeben und unter
lichtmikroskopischer Kontrolle fiir jeden Antikérper die optimale Farbedauer ermittelt
(Tab. 7). Bei optimaler Intensitéit der Braunfarbung erfolgte das Waschen mit Aqua dest.
und damit das Stoppen der Substratreaktion. Hierfliir wurden die Schnitte drei weitere
Male fiir 5 Minuten in einer Kiivette mit Aqua dest. geschiittelt. Die ermittelte Féarbezeit
wurde im Folgenden bei jeder Farbung exakt eingehalten um eine Vergleichbarkeit zu
ermoglichen. Die anschlieBende Gegenfarbung erfolgte mit Himalaun von Mayer fiir 15
Minuten in der feuchten Kammer. Dieses wurde mit destilliertem Wasser abgespiilt und
unter flieBendem Leitungswasser erfolgte fiir 15 Minuten die Bldauungsreaktion der

Gewebeschnitte.
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Dehydrierung und Eindeckung der Gewebsschnitte

Im Anschluss daran wurden die Schnitte der aufsteigenden Ethanolreihe unterzogen und
damit dehydriert, um sie schlielich Eindecken zu kdnnen. Sie wurden hierfiir zweimal
fiir 2 Minuten in 70%-igem Ethanol und zweimal fiir 2 Minuten in 96%-igem Ethanol
inkubiert. Dieser Ablauf wurde in 100%-igem Ethanol wiederholt. Hiernach erfolgte die
Inkubation der Schnitte in 100%-igem Xylol fiir 2 Minuten und anschliefend nochmals
flir 5 Minuten. Die dehydrierten Schnitte konnten nun mittels Eukitt und den
entsprechenden Deckgldschen eingedeckt werden. Hierfiir wurden sie zundchst mit
faserfreien Tiichern trockengewischt. Nach der Eindeckung verblieben die Schnitte zur
Aushértung fiir ca. zwei weitere Stunden unter dem Abzug und wurden dann histologisch

beurteilt.

3.2  Auswertung

Fiir die detaillierte histologische Auswertung der immunhistochemisch gefarbten
Gewebeschnitte wurden diese unter einem Lichtmikroskop in verschiedenen
Vergroflerungen betrachtet und ausgewdhlte représentative Bildfelder mit der Olympus
FSX 100 Digitalmikroskop-Kamera dokumentiert. Es wurde analysiert, welche
Strukturen angefdrbt und ob spezielle Farbemuster der einzelnen Antikoérper zu erkennen
sind. Vor allem die typischen endometrialen Driisen und das umliegende Stroma wurden
detailliert betrachtet und gezielt danach untersucht, welche Anteile der einzelnen Zellen
angefarbt sind. Bei den immunhistochemischen Firbungen fiir Claudin 5 erfolgte
zusdtzlich die detaillierte Analyse der Endothelanfiarbungen. Bei der Auswertung von
Claudin 1 lag der Fokus neben der Betrachtung der endometrialen Strukturen auf den

nervalen Strukturen.

3.2.1 H-Score

Die Quantifizierung der genannten Beobachtungen erfolgte anhand von zwei Parametern.
Zum einen wurde der Prozentsatz an gefdrbten Driisenzellen bestimmt und zum anderen
wurde der Histological Score (H-Sore) berechnet. Fiir die Quantifizierung der
Proteinexpression mittels H-Score werden, wie von Ornek et al. (2008) beschrieben, vier

Intensitdtsgrade der Farbungen festgelegt:

0 = keine Féarbung

1 = schwache Farbung
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2 = moderate Farbung

3 =intensive Farbung

Alle Driisen und Zysten des Priparats wurden gezéhlt und jede einzelne hinsichtlich der
Intensitét beurteilt. Hierdurch lies sich schlieBlich der H-Score anhand der folgenden

Formel errechnen:

H-Score = [1x(%Driisen*™")] + [2x(% Driisen™92%)] + [3x(% Driisen™1")]

Die Analyse der Proteinexpression mittels H-Score wurde fiir die Farbungen mit Claudin

1 und Claudin 10 angewandt.

3.2.2 Lokalisationsscore

Fir die Auswertung der Claudin 10 Proben wurde dariiber hinaus ein Score zur
Quantifizierung der Lokalisation entwickelt, bei dem je nach Lokalisationsmuster Punkte
verteilt und diese anschlieBend verrechnet wurden. Eine apikale, sich als regelrechte
herausstellende Lokalisation wurde mit fiinf Punkten beurteilt. Je weiter die Lokalisation
von dieser reguldren apikalen Expression abwich, desto niedriger war der vergebene
Punktewert. Die detaillierte Auflistung der Punktevergabe mit beispielhaften
Abbildungen erfolgt im Ergebnisteil von Claudin 10. Ein dhnlicher Score wurde bereits
von Horné et al. (2019) fiir die quantitative Auswertung der Lokalisation von Claudin 11

genutzt.

3.2.3 Vaskularisierungsscore

Eine hiufig angewandte Methode zur Quantifizierung der Vaskularisierung in
immunhistochemischen Gewebeschnitten ist die Bestimmung des MVDs, der
Microvessel Density. Erstmalig wurde der MVD von Weidner et al. (1991) beschrieben.
Weidner detektierte fiir die Bestimmung des MVDs zuerst die am stérksten
vaskularisierte Bereiche, die hot spots, des Gewebeschnittes. In diesen Bereichen erfolgte
die manuelle Zdhlung der Gefdfle und die Beurteilung der Gefdf3dichte mit einem Wert
von 1-4 (Weidner et al. 1991). Da die Auswahl der Aot spots eine sehr subjektive Methode
ist und stark vom Untersucher abhingig ist, haben einige Autoren zur Bestimmung des
MVD zufillige Bildausschnitte, zum Beispiel drei bis fiinf an der Zahl, gewéhlt (Inan et
al. 2003, Liu et al. 2016). Um die Reliabilitit dieser Methode zu erhdhen, greifen vielen

Autoren auf computergestiitzte Bildanalysesysteme zuriick (Charpin et al. 1995, Simpson
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et al. 1996). Um neben dem Aspekt der Quantifizierung der Vaskularisierung mehr iiber
die Qualitit der Gefdlle zu erfahren, wird hdaufig neben dem MVD auch die Intensitit der
immunhistochemischen Farbung bestimmt, so entwickelte zum Beispiel Mahzouni et al.
(2010) den von Willebrand factor vessel index, ein Produkt aus MVD und Farbeintensitét.
Woznialis et al. (2016) bestimmten mithilfe der Image-Pro Software von Media
Cybernetics die Flache der angefarbten Gefifle und multiplizierten diese mit der
Firbeintensitit. Ahnlich gingen Uil et al. (2019) vor, die den MVD mithilfe von Image J
bestimmten. Sie verwendeten den Gesamtprozentsatz der CD31-positiven Pixel pro
analysiertem Gewebeschnitt als MalB3 fiir die durchschnittliche Dichte der Geféle.
Angelehnt an die Methode von Uil et al. (2019) wird in der vorliegenden Arbeit das Open-
Source-Programm Image J in der Version 1.53a fiir die Analyse der
immunhistochemischen Férbungen mit Claudin 5 genutzt. Image J ist ein auf Java
basierendes Bildbearbeitungsprogramm, das von Wayne Rasband, einem Mitarbeiter des
National Institute for Mental Health in Maryland entwickelt wurde (Schneider et al.
2012). Es wird gerne zur wissenschaftlichen Bildverarbeitung und Bildanalyse genutzt.
Die vielseitige Funktionalitit des Programms kann durch die kostenlose Installation von
mehreren hundert verschiedenen Plugins erweitert werden (Collins 2007). Fiir die
Analyse der Claudin 5 Proben mit Image J wurden die repriasentativen Fotografien nach
einem speziellen Muster ausgewidhlt, um eine objektive Vergleichbarkeit zu
gewdhrleisten. Das Expressionsmuster von Claudin 5 wurde in Endometrien,
Myometrien, Adenomyosen, Myometriumbereiche um  Adenomyoseldsionen,
extrauterinen Endometrioseldsionen und gesunden Organen des kleinen Beckens
untersucht. Pro Zielstruktur wurden mit der Olympus FSX 100 Digitalmikroskop-Kamera
fiinf Bilder in 200-facher VergroBerung, wie bereits von anderen Autoren vorgeschlagen
(Liu et al. 2015), aufgenommen. Die fotografierten Gewebsausschnitte wurden so
ausgewahlt, dass zwei Bilder stark vaskularisierte Bereiche, zwei Bilder schwach
vaskularisierte Bereiche und ein Bild einen reprisentativen Bereich der Zielstruktur
widerspiegeln. Bei sehr wenigen Gewebeschnitten war das Erstellen von fiinf Bildern
aufgrund von schlechtem Gewebeerhalt oder unpassendem Gewebeschnitt erschwert.
Diese Prédparate wurden mit der hochstmoglichen aber oftmals geringeren Anzahl von
Bildern festgehalten. Die Fotografien der Endometrien, der Adenomyosen und der
Endometrioseldsionen in extrauterinen Geweben wurden nach ihrer Aufnahme mit der
Bildbearbeitungssoftware GIMP bearbeitet. Die Bilder wurden vertikal in der Mitte

geteilt um sicherzustellen, dass das zu analysierende Bild nur das fiir uns interessante
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Gewebe darstellt. In den folgenden Abbildungen soll dieser Vorgang bildlich verdeutlicht

werden.

& Skript-Fu: Neue Hilfslinie (in Prozent)

Richtung: Vertikal

Position (in %

Abbildung 1: Ausschnitt einer tief infiltrierenden Endometrioseldsion in der Vaginalwand
einer 29-jdhrigen Patientin. In Ausschnitt A ist die unbearbeitete Fotografie mit der
Olympus FSX 100 Digitalmikroskop-Kamera in einer 200-fachen VergroBerung zu
erkennen. Mithilfe dem Tool Neue Hilfslinie in Prozent wurde die Fotografie entlang
einer vertikalen, mittig positionierten Hilfslinie zerlegt, sodass in Ausschnitt B moglichst

nur die Endometrioseldsion mit Driisenverband und Stroma abgebildet ist.

Die vorbereiteten Fotografien wurden nun mithilfe des Programms Image J hinsichtlich
der gefirbten endothelialen Fldche und der Férbeintenstitit analysiert. Die

Flachenbestimmung erlaubt Aussagen liber das Ausmall der Vaskularisierung in den
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entsprechenden Geweben und tiber die Intensititsbestimmung konnen sich Informationen
zu der Funktion von Claudin 5 als beteiligtes Protein an der Regulation des parazelluldren
Transports ergeben. Fiir die quantitative Bestimmung der gefirbten Areale wurde die
Funktion Colour Threshold genutzt. Die Anwendung dieser Funktion umfasste das
Einstellen einer Farbschwelle und damit die Definition eines begrenzten spezifischen
Farbbereichs. Oberhalb der Farbschwelle liegende Areale wurden als positiv erkannt und
in die Berechnung miteinbezogen, wohingegen Areale unterhalb der Farbschwelle
eliminiert wurden. Diese Funktion ermdglichte eine maximale Erfassung der spezifisch
gefarbten Fldche bei gleichzeitiger Minimierung der félschlichen Erfassung von
unspezifischen Hintergrundfarbungen. Um eine Vergleichbarkeit der Prédparate zu
gewihrleisten, wurde fiir alle Claudin 5 Préparate derselbe Schwellenwert (Colour
Treshold 125-130) definiert. Alle in diesen spezifischen Farbbereich fallende Pixel
wurden durch das Programm markiert, hinsichtlich der Fldche bemessen und ein Wert in
der Einheit pixel® ausgegeben. Diese Methode zur Auswertung immunhistochemischer
Farbungen wurde bereits in &dhnlicher Weise von anderen Autoren vorgeschlagen
(Meusch 2016). Die ausgewihlte Fliche wurde in einem nichsten Schritt ins Verhéltnis
zur Gesamtpixelanzahl des Bildes gestellt, um letztendlich den Anteil der gefirbten

Fliache in Prozent bezogen auf die Gesamtfldache des fotografierten Priparats zu erhalten:

__ gefarbtes Areal in pixel 2x100

% an gefarbter Flache =

Gesamtfliche in pixel?

Die Gesamtpixelanzahl einer unbearbeiteten Fotografie betrug 55,99 pixel?; die eines in
der vertikalen Mitte geteilten Bildes 27,99 pixel*> (Abb. 1). Die Angabe eines
Flachenanteils in Bezug auf eine Gesamtfliche ist ein anerkanntes Mittel in der
wissenschaftlichen Arbeit (Bulut & Sahin 2009).

Fiir die Bestimmung der Farbeintensitit wurde mit einem Plugin, dem IHC Profiler
gearbeitet. Der IHC Profiler bietet einen Algorithmus fiir die automatische digitale
Bestimmung der Férbeintensitit im dargestellten Gewebeausschnitt an (Varghese et al.
2014). Der IHC Profiler bestimmt die Férbeintensitét jedes Pixels, ordnet den Pixel einer
von vier Farbstufen zu (high positive, positive, low positive, negative) und gibt dies als
Prozentsétze an. In Anlehnung an den H-Score wurden die vom IHC-Profiler bestimmten
Prozentsitze mit der jeweiligen Intensitétsstufe verrechnet und die daraus entstandenen

Produkte addiert:
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Intensitétsbestimmung = [1x(% Pixel®¥ Psitive)] + [2x(% PixelP*1¢)] + [3x(% Pixel Meh

positive)]

Im letzten Schritt der Auswertung der Claudin 5 Proben wurden die Ergebnisse der beiden
Parameter multipliziert, um somit den Vaskularisierungsscore zu erhalten, der die
endotheliale Fliche und Intensitét beriicksichtigt. Dieser Schritt wurde bereits in einigen

Publikationen in dhnlicher Weise angewandt (Mahzouni et al. 2010, Usuda et al. 2018).

Vaskularisierungsscore= Farbeintensitit x endotheliale Flache

In einem weiteren Ansatz wurde der Flicheninhalt der einzelnen Gefifle in den
Endometrien gesunder und an Endometriose erkrankter Frauen untersucht. Auch die
Préaparate mit Adenomyose- und extrauterinen Endometrioseldsionen wurden hinsichtlich
dieses Parameters analysiert. Grund fiir die Analyse der Gefaf3fliche war unter anderem
Ota et al. (1998), der die groBeren Gefallflichen in den Priparaten von Patientinnen mit
Adenomyose als moglichen Grund fiir die begleitende Hypermenorrhoe ansieht. Pro
Priparat wurden jeweils zwei Fotografien mithilfe von Image J und der Funktion Polygon
selection analysiert. Zuerst wurde anhand der Funktion Set Scale und der Mal3stabsangabe
im rechten unteren Bildrand die entsprechende Skalierung festgelegt (Abb. 2A).
Darauthin wurden alle auf der Fotografie abgebildeten Gefd3e beziiglich ihrer Flache in
um? analysiert und der Mittelwert berechnet (Abb. 2B). Abbildung 2B zeigt eine
Fotografie des Stromas einer Adenomyoselésion einer 48-jahrigen Patientin. Mithilfe des
Tools Polygon selection des Programms Image J wurde beispielhaft eines der
abgebildeten GefiBe umrandet, durch den griinen Pfeil markiert, und die umrandete
Fliche in pm? berechnet. In dem dargestellten Beispiel ergab die Messung eine
GefiBfliche von 2710pum?. Diese Berechnung wurde fiir alle abgebildeten GefiBe dieser
Fotografie angestellt und darauthin ein Mittelwert dieser errechneten GefdBflichen

ermittelt, welcher in der Abbildung 2B 327 pm? betrug.
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Abbildung 2: Ausschnitt aus dem endometrialen Stroma einer 48-jahrigen Patientin mit
Adenomyose. VergroBerung 200-fach. GroBenmalistab 100um. In Ausschnitt A ist der
Schritt der Skalierung durch die Verwendung des Tools Set Scale zu erkennen. Mithilfe
des Mafstabs im rechten unteren Bildrand, markiert durch den orangenen Pfeil, konnte
die entsprechende Skalierung, 4,65 pixels/um, eingestellt werden. In Ausschnitt B ist die
GrofBenmessung eines Gefdlles, markiert durch den orangenen Pfeil, beispielhaft
aufgezeigt. Mithilfe des Tools Polygon selection wurde das Gefal3 entsprechend markiert

und die umrandete Fliche und damit die GeféBgroBe in pm? berechnet.
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3.3 Statistische Analyse

Fiir die statistische Auswertung der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten wurde das
Programm GraphPad Prism 6.01 genutzt. Alle Werte wurden als Mittelwerte oder
Mediane mit dazugehoérigem Standardfehler oder Standardabweichung dargestellt. Die
Ergebnisse der zu vergleichenden Gruppen wurden zuerst mithilfe des F-Tests auf eine
Normalverteilung gepriift und durch eine One-Way Analysis of Variance (ANOVA)
ndher beschrieben. Der finale Vergleich zweier Gruppen wurde mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney Test durchgefiihrt. Bei einem Vergleich von mehr als
zwel Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test angewandt. Als signifikant wurden p-
Werte <0,05 angesehen.
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4  Ergebnisteil

Mit dem Ziel weitere Erkenntnisse iiber die Pathophysiologie und die Atiologie der
Endometriose und der Adenomyose zu erlangen, wurden in der vorliegenden
Forschungsarbeit die Expressionsmuster von drei Proteinen aus der Claudin-Familie,
Claudin 1, 5 und 10, ndher untersucht. Die drei ausgewéhlten Proteine weisen in der
Immunhistochemie ein spezifisches Muster mit wenigen unspezifischen Anfarbungen
auf. Diese spezifischen Expressionsmuster werden sowohl aus qualitativer als auch
quantitativer Sicht in den folgenden Kapiteln genauer analysiert. Hierflir wurden neben
der Prozentsatzbestimmung an positiven Driisen, die H-Score Analyse und die
computerunterstiitzte Fldchenanteilsbestimmung angewandt. Die Analyse der drei
Proteine erfolgte einerseits im physiologischen Endometrium der Kontrollgruppe und
andererseits in pathologisch verdndertem Gewebe. Neben den Lisionen der Adenomyose
wurden extrauterine endometriotische Liasionen auf die Expression der Claudine
untersucht. Die Gewebeproben fiir diese Analysen wurden vorwiegend durch minimal
invasive Verfahren in der Universititsklinik Gieen operativ entnommen und durch das
Institut der Pathologie histologisch beurteilt. Alle drei untersuchten Claudine sind fiir den
Aufbau von Tight Junctions unerldsslich und wurden im Endometrium und in
endometriotischen Lésionen bisher nicht genauer untersucht. In den folgenden Kapiteln

sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen ausfiihrlich dargestellt.

4.1 Qualitative und quantitative Analyse von Claudin 10

4.1.1 Vorexperimente zur Spezifitit des Claudin 10 Antikdrpers

Im Folgenden wurde das Expressionsmuster von Claudin 10 in gesunden Endometrien
und in Endometrien von Patientinnen mit Endometriose mittels Immunhistochemie
untersucht. Im Anschluss wurden diese miteinander und mit dem Proteinmuster in
Adenomyoseldsionen und extrauterinen Endometrioseldsionen verglichen.

Zuvor wurden, um die Spezifitit des Antikorpers fiir Claudin 10 genauer zu untersuchen,
unter anderem gesunde Ovarien gefarbt. Auller der Anfarbung der Oozyten, als Teil der
Follikel, konnte keine Féarbung fiir Claudin 10 beobachtet werden. Die stromalen Zellen
des Ovargewebes und das einschichtige kubische Oberflichenepithel stellten sich fiir die
Féarbung mit Claudin 10 negativ dar (Abb. 3). Diese Erkenntnisse waren fiir die korrekte

Beurteilung der Gewebeschnitte mit ovarieller Endometriose wichtig.
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Abbildung 3: Nachweis von Claudin 10 in einem gesunden Ovar. Vereinzelte
Anfarbungen der Oozyten sind zu erkennen (A). Oberflichenepithel (B),
GefédBanschnitte, Rinde und Mark des Ovars sind Claudin 10-negativ. A: Vergroflerung
100-fach, GroBBenmalBstab 500 um; B: VergroBerung 200-fach, GroBenmalstab 100 um

AuBerdem wurde Gewebe der Tuba uterina auf die Expression von Claudin 10 untersucht.
In der gesamten Tube war eine apikale Féarbung der luminalen Epithelzellen zu
beobachten, jedoch nicht im Kern der Epithelzellen oder im Stroma. Im Bereich der
Ampulle war die apikale Farbung am stirksten ausgepréigt (Abb. 4). Im Infundibulum
prasentierten sich die Claudin 10-Farbungen als Plaque-dhnlich. Die apikalen Farbungen
der Epithelzellen nahmen in den Krypten an Intensitdt zu und waren zur Mitte hin
schwiécher ausgeprigt (Abb. 5). Eine dhnliche Beobachtung wurde bereits von Inai et al.
(2005) gemacht, die die Claudin 10 Expression in den Krypten des Kolons untersuchten.
Die durchgefiihrten Farbungen der Tubenpriparate mit dem Antikorper fiir Claudin 10
zeigten ein spezifisches Expressionsmuster von Claudin 10 in Epithelzellen auf. Auch in
den Abbildungen von Tube und Endometrium des Human Proteinatlasses war dieses
Muster zu finden und zeigte, dass der verwendete AntikOrper filir eine
Reihenuntersuchung verwendbar ist (Human Protein Atlas, Knut and Alice Wallenberg

Foundation, 2022).
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Abbildung 4: Nachweis von Claudin 10 in der Ampulle einer Tube einer 39-jdhrigen
Patientin. Zu beobachten ist eine strikt auf den apikalen Zellpol begrenzte Farbung des
einschichtigen  Flimmerepithels der Ampulle. Angrenzende Muskel- und
Stromaschichten und angeschnittene Gefdle sind negativ. Abbildung B ist eine
VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. A: VergroBerung 100-fach,
Grofenmalstab 500 um; B: VergroBerung 200-fach, GréBenmal3stab 100 um

Abbildung 5: Nachweis von Claudin 10 im Infundibulum einer Tube einer 39-jdhrigen
Patientin mit plaquedhnlicher Anfarbung des apikalen Pols des einschichtigen
zilientragenden Epithels (Pfeil). Die basalen Abschnitte der Tube zeigen eine deutliche
Expression von Claudin 10, wohingegen die Expression zur Mitte hin schwicher ist. Das
umgebende Gewebe und die GefdBanschnitte sind negativ, Blutreste im Lumen sind
unspezifisch gefdrbt. Abbildung B ist eine Vergroferung des in Abbildung A markierten
Bereichs. A: VergroBBerung 100-fach, GroBenmaBstab 500 um; B: VergroBerung 200-
fach, GroBenmaBstab 100 pm
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4.1.2  Analyse des uterinen Expressionsmusters von Claudin 10

Die uterinen Zellen wurden mittels Immunhistochemie auf die Expression von Claudin
10 untersucht und analysiert. In der Kontrollgruppe, bestehend aus gesunden
Patientinnen, zeigten nahezu alle der endometrialen Driisen eine spezifische Farbung fiir
Claudin 10 (Tab. 8). Es zeigte sich eine auf den apikalen Zellpol begrenzte
zytoplasmatische und membrandse Anfiarbung der glanduliren Epithelzellen,
wohingegen das umgebende endometriale Stroma, das angrenzende Myometrium und die

angeschnittenen Gefidf3e frei von Farbung waren. In den représentativen Ausschnitten der

Abbildung 6 ist dieses Expressionsmuster dargestellt.

Abbildung 6: Nachweis von Claudin 10 im proliferativen Endometrium einer gesunden
47-jdhrigen Patientin. Abgebildet sind die typischen endometrialen Driisenverbdnde mit
der apikal betonten zytoplasmatischen Firbung aller Epithelzellen. Stroma (*),
Myometrium (**) und GefdBe (***) sind negativ. Die Markierung von Stroma,
Myometrium und GefdBen erfolgt exemplarisch fiir alle folgenden Abbildungen.
Abbildung B ist eine VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. A:
Vergroferung 100-fach, Grofenmallstab 500 um; B: Vergroferung 200-fach,
GroBenmalstab 100 um

Zum Vergleich wurden Endometrien von Patientinnen mit Endometriose untersucht und
ein sehr dhnliches Expressionsmuster gefunden. 97-98% der endometrialen Driisen von
Patientinnen mit Endometriose zeigten die bereits dargestellte spezifische apikal betonte
zytoplasmatische und membranose Lokalisation von Claudin 10. Umgebendes Stroma,
angrenzendes Myometrium und GefaBanschnitte waren Claudin 10-negativ (Tab.8, Abb.

7).
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Abbildung 7: Nachweis von Claudin 10 im sekretorischen Endometrium einer 37-
jéhrigen Patientin mit Endometriose. In diesem repriasentativem Gewebeschnitt konnte in
jeder endometrialen Driise das spezifische Expressionsmuster von Claudin 10, eine apikal
betonte zytoplasmatische Farbung, beobachtet werden. Stroma, Myometrium und Gefaf3e
zeigten keine Féarbung. Abbildung B ist eine Vergroferung des in Abbildung A
markierten Bereichs. A: VergroBerung 100-fach, GroBenmafstab 500 pm; B:
VergroBBerung 200-fach, GroBBenmal3stab 100 pm

Die Intensitit der Fiarbung wurde mittels H-Score quantifiziert. Sowohl in der
vergleichenden H-Score Analyse als auch im Vergleich der Prozentsitze an positiven
Zellen zeigten die Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose keine
signifikanten Unterschiede (Tab. 8).

Weiterhin konnten keine zyklusabhingigen Unterschiede beziiglich der Expression von
Claudin 10 in der proliferativen und der sekretorischen Phase bei gesunden Frauen als

auch bei Patientinnen mit Endometriose nachgewiesen werden (Tab. §).
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Tabelle 8: Vergleich der Endometrien von Frauen ohne und mit Endometriose anhand

des H-Scores und des Prozentsatzes an positiven Driisen fiir Claudin 10

Endometrien

ohne Endometriose

Endometrien

mit Endometriose

Proliferativ Sekretorisch Proliferativ Sekretorisch
Alle Proben (n) 12 11 9 15
Alter (MW=SD) 4349,6 41+6,1 32455 39+7,4
H-Score
Mittelwert 103 106 108 95
SEM 5,5 11,3 14,6 5,0
p-Werte n.s. n.s. n.s. n.s.
% positive Driisen
Mittelwert 98 97 97 98
SEM 1,2 1,7 2,5 1,3
p-Werte n.s. n.s n.s n.s

Abkiirzungen: n.s. = nicht signifikant, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung,

SEM = Standardfehler
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4.1.3 Analyse des Expressionsmusters von Claudin 10 in der Adenomyose

In der vorliegenden Arbeit wurden die Priparate der Kontrollgruppe nicht nur mit Proben
von Patientinnen mit extrauteriner Endometriose verglichen, sondern auch mit Praparaten
von Patientinnen mit Adenomyose, die teilweise zusdtzlich noch eine extrauterine
Endometriose hatten (Tab. 9). Da die Anzahl der Proben nach der Zuteilung zu den zwei
Zyklushilften fiir eine statistische Beurteilung zu gering war, wurde auf eine Aufteilung
in die proliferative und sekretorische Phase in Tabelle 9 verzichtet. Die Analyse zeigte,
dass das Expressionsmuster von Claudin 10 in der Adenomyose dem in den Endometrien
entsprach. Abbildung 8 zeigt reprasentative Ausschnitte aus dem Endometrium und der
Adenomyose einer Patientin. In beiden Ausschnitten ist die charakteristische apikal
betonte zytoplasmatische Expression von Claudin 10 zu erkennen. Das umgebende

endometriale Stroma, das angrenzende Myometrium und die angeschnittenen Gefife

zeigen keine Fiarbung.

Abbildung 8: Nachweis von Claudin 10 im Endometrium (A+B) und in der Adenomyose
(C+D) einer 35-jahrigen Patientin. Sowohl im proliferativen Endometrium als auch in der
Adenomyoseldsion markiert Claudin 10 alle Driisen positiv. Abbildung B ist eine

VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. Abbildung D ist eine
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VergroBerung des in Abbildung C markierten Bereichs. A+C: VergroBerung 100-fach,
GroBenmalstab 500 um; B+D: VergroBerung 200-fach, GroBBenmalstab 100 pm

Bei der quantitativen Betrachtung wurde in den eutopen Endometrien von Patientinnen,
die sowohl an einer Endometriose, als auch an einer Adenomyose litten, eine signifikante
Reduktion des Prozentsatzes an Claudin 10-positiven Driisen beobachtet. Im Vergleich
zu den positiven Zellen in den Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose ergab
die Analyse eine Reduktion von 8% (Tab. 9).

Die endometrialen Driisen der Adenomyoseldsionen zeigten in dieser Gruppe nahezu alle
eine spezifische Expression von Claudin 10 (Tab. 9). Die qualitative Analyse anhand des
H-Scores ergab eine signifikante Erhéhung der Claudin 10 Expression in den

Adenomyoseldsionen von Frauen mit Endometriose gegeniiber den eutopen Endometrien

(Tab. 9).
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Tabelle 9: Vergleich der Endometrien und Adenomyosen von Frauen mit und ohne

Endometriose anhand des H-Scores und des Prozentsatzes an positiven Driisen fiir

Claudin 10
EM EM AM-Pat mit EN AM-Pat ohne EN
ohne EN mit EN
EM EM EM AM EM AM
(©) (d) (e H
Alle 23 24 12 17 15 21
Proben (n)
Alter 42+8.0 3775 42+4.3 41+4.4 43450 44+4 8
MW4+SD
H-Score
Mittelwert 104 100 107 136 97 108
SEM 6,0 6,2 9,0 11,0 4,83 4,8
p-Werte  n.s. 0,054 n.s. 0,054 n.s. n.s.
%positive Driisen
Mittelwert 98 98 90 97 94 96
SEM 1,0 1,2 3,0 1,7 2,4 2,2
p-Werte  n.s. 0,05%¢ 0,05%¢ 0,054 n.s. 0,05%f
0,054
0,05¢f

Abkiirzungen: EN = Endometriose, EM = Endometrium, AM = Adenomyose, AM-Pat =

Patientinnen mit Adenomyose, Abkiirzungen: n.s. = nicht signifikant, MW = Mittelwert,

SD = Standardabweichung, SEM = Standardfehler, >¢ bedeutet b verglichen mit d
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4.1.4 Analyse des Expressionsmusters von Claudin 10 in der extrauterinen
Endometriose

Im néchsten Schritt wurde auf gleiche Weise, durch Quantifizierung der positiven Driisen
und der Bestimmung des H-Scores, die Expression von Claudin 10 in den extrauterinen
endometriotischen Lésionen bestimmt. Nahezu alle ektopen endometrialen Driisen
zeigten eine deutliche Positivitdt fiir Claudin 10 (Tab. 10). Allerdings fielen bei der
Analyse der extrauterinen Gewebeproben Abweichungen zu dem bekannten apikal
betonten Férbemuster auf. Auf diese Unterschiede wird in Kapitel 5.1.5 genauer
eingegangen. Abbildung 9 zeigt beispielhaft die Expression von Claudin 10 in der
ovariellen Endometriose. Die ovarielle Endometriose prasentiert sich hdufig in Form von
Zysten, welche im klinischen Alltag Schokoladenzysten genannt werden, da sie oftmals
durch Einblutungen mit brauner Fliissigkeit gefiillt sind. Zu erkennen ist ein starke
zytoplasmatische und membrandse Farbung der gesamten epithelialen Zelle. Die Analyse
der Firbeintensitidt ergab eine signifikante Erhohung des H-Scores der ovariellen

endometrialen Driisen gegeniiber den uterinen Endometriumdriisen (Tab. 10).

Abbildung 9: Nachweis von Claudin 10 im Ovar einer 28-jdhrigen Patientin. 100% der
epithelialen Zellen zeigen eine Féarbung des Zytoplasmas und der lateralen Zellmembran.
Das umliegende Stroma und die angeschnittenen Gefdfle sind Claudin 10-negativ. Zum
Lumen hin sind vereinzelt unspezifische Anfiarbungen von Blut und Zelldetritus zu
erkennen. Abbildung B ist eine VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs.
A: VergroBerung 100-fach, Gréfenmafistab 500 pum; B: VergroBerung 200-fach,
GroBenmafstab 100 pm
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Die nachfolgende Abbildung 10 zeigt einen Ausschnitt aus einem sakrouterinen Ligament
einer 40-jdhrigen Patientin und reprédsentiert die Expression von Claudin 10 in der
peritonealen Endometriose. Ahnlich zu dem Expressionsmuster in der ovariellen
Endometriose zeigt sich ein zytoplasmatisches und membrandses Férbemuster der
gesamten endometriotischen Epithelzelle. Die Analyse der Gewebeproben mit

peritonealer Endometriose ergab eine erhohte, jedoch statistisch nicht signifikant

verdnderte Expression von Claudin 10 im Vergleich zu den eutopen Endometrien. (Tab.

10).

Abbildung 10: Nachweis von Claudin 10 im linken Ligamentum sakrouterinum einer 40-
jéhrigen Patientin. Die epithelialen Zellen zeigen eine Positivitdt fiir Claudin 10 im
Zytoplasma und im Bereich der Zellgrenzen, wohingegen umliegendes Stroma,
angrenzendes Organgewebe und angeschnittene Gefdl3e negativ sind. Abbildung B ist
eine VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. A: Vergroerung 100-fach,
GroBenmalstab 500 um; B: VergroBerung 200-fach, GréoBenmalstab 100 pm

Abbildung 11 zeigt beispielhaft die Verteilung von Claudin 10 in der tief infiltrierenden
Endometriose. Der Gewebeausschnitt stammt aus der Blase einer 33-jdhrigen Patientin
und zeigt stark zytoplasmatisch gefarbte epitheliale Driisenzellen, eingebettet in
zytogenem Stroma. Das Stroma stellt sich grundsétzlich Claudin 10 negativ mit wenigen
unspezifischen Férbereaktionen von Blutresten dar. Die GefdBanschnitte zeigen keine
Féarbung fiir Claudin 10. Die quantitative Analyse mittels H-Score ergab eine signifikant
erhohte Proteinexpression von Claudin 10 in der tief infiltrierenden Endometriose im

Vergleich zur Expression in uterinen Endometriumdriisen (Tab. 10).
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Abbildung 11: Nachweis von Claudin 10 in der Blase einer 33-jdhrigen Patientin. Eine
starke zytoplasmatische und membrandse Farbung der endometriotischen Epithelzellen
ist zu erkennen. Das Stroma, das umliegendes Gewebe und die Gefdfle sind frei von
Féarbung. Abbildung B ist eine VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs.

A: VergroBerung 100-fach, GroBenmaBstab 500 pm; B: VergroBerung 200-fach,
Grofenmalstab 100 um
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Tabelle 10: Vergleich der eutopen und ektopen endometrialen Driisen anhand des H-

Scores und des Prozentsatzes an positiven Driisen flir Claudin 10

EM EM OMA SPE TIE
ohne EN mit EN (©) (d) (e)
(@ (b)
Alle Proben (n) 23 24 27 (28) 18 21
Alter (MW+SD) 42+8,0 37£7,5 33+6,7 3544,5 36+6,8
H-Score
Mittelwert 104 100 170 136 130
SEM 6,0 6,2 8,4 13,2 8,0
p-Werte 0,001%¢ 0,001°¢ 0,001%¢ n.s. 0,05%¢
0,05%¢ 0,001°¢
% positive Driisen
Mittelwert 98 98 99 98 99
SEM 1,0 1,2 0,4 1,4 0,5
p-Werte n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Abkiirzungen: EN = Endometriose, EM = Endometrium, OMA = Ovarialendometriose,
SPE = peritoneale Endometriose, TIE = tief infiltrierende Endometriose, n.s. = nicht
signifikant, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, SEM = Standardfehler, ¢

bedeutet a verglichen mit d

4.1.5 Analyse der Lokalisationsverschiebung von Claudin 10

Neben der quantitativ erhdhten Proteinexpression von Claudin 10 konnte in den
extrauterinen Endometrioseldsionen eine weitere interessante Beobachtung gemacht
werden. Die Analyse zeigte in den extrauterinen Endometrioseldsionen eine
Verschiebung der Lokalisation von Claudin 10, weg von der priferentiellen apikalen

Lokalisation in eutopen Endometrien.
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Diese Beobachtung wurde mithilfe eines Lokalisationsscores klassifiziert. Da Claudin 10
in den Endometrien gesunder Frauen fast ausschlieBlich apikal in den Epithelzellen
lokalisiert war, wurde diese Lokalisation als reguldr angenommen und mit fiinf Punkten
klassifiziert (Abb. 12A). Vier Punkte wurden fiir eine vorwiegend apikolaterale
Expression vergeben (Abb. 12B) und drei Punkte fiir eine basolaterale Farbung (Abb.
12C). Eine betonte basale Farbung wurde mit zwei Punkten (Abb. 12D) und eine
deutliche Farbung des gesamten Zytoplasmas mit einem Punkt bewertet (Abb. 12E). Fiir
jedes Priparat wurde die liberwiegende Proteinlokalisation erfasst und die entsprechende
Punktzahl zugeordnet. Der Mittelwert aller Proben entsprach dem Lokalisationsscore.

In allen drei Entitdten konnte eine Tendenz zur Verschiebung zu einer mehr basalen und
zytoplasmatischen  Expression  beobachtet werden. Von den  ovariellen
Endometrioseldsionen zeigten 86% der Proben nicht das als reguldr angenommene
apikale Expressionsmuster. Am héufigsten zeigten sich die basolaterale und
zytoplasmatische Proteinlokalisation, sodass der durchschnittliche Lokalisationsscore bei
den Proben mit einer ovariellen Endometriose bei 2,75 lag und sich damit signifikant von
den eutopen Endometrien mit einem durchschnittlichen Wert von 4,55 und den
Adenomyoseldsionen mit einem Wert von 4,61 unterschied (Tab. 11). Die Abbildung
12D zeigt einen Ausschnitt aus einer peritonealen Endometrioseldsion, auf der eine auf
den basalen Pol der epithelialen Zellen beschrinkte Expression von Claudin 10 zu
erkennen ist. Der durchschnittliche Lokalisationsscore der peritonealen Endometriose lag
bei 3,42 (Tab. 11). Die Abbildung 12E représentiert beispielhaft die Lokalisation der
Claudin 10 Expression in der tief infiltrierenden Endometriose. Sie zeigt den Verlust eines
differenzierten lokalisierten Expressionsmusters, stattdessen zeigt sich eine starke
zytoplasmatische Fiarbung der gesamten endometriotischen Epithelzelle. 52% der Proben
mit einer tief infiltrierenden Endometriose wurden mit der Punktzahl eins bewertet. Ein
solches Lokalisationsmuster lag bei keiner der Driisen der eutopen Endometrien und der
Adenomyose vor. Der Tabelle 11 ist zu entnehmen, dass der Lokalisationsscore der tief
infiltrierenden Endometriose im Vergleich zu den Scores der Endometrien von Frauen

mit und ohne Endometriose und den Adenomyosen signifikant vermindert war.
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A= 5 Punkte B=4 Punkte {*

C=3 Punkte - . D=2 Punkte

E=1 Punkt

Abbildung 12: Beispielhafte Darstellung der verschiedenen Proteinlokalisationen von
Claudin 10 und des Lokalisationsscores. A: Nachweis von Claudin 10 in den
endometrialen Driisen einer 41-jdhrigen Patientin. Zu erkennen ist eine auf den apikalen
Pol der Zelle begrenzte Farbung. B: Endometriale Driisen einer 34-jahrigen Patientin und
einer apikolateralen Expression von Claudin 10. C: Endometriale Driisen einer 37-
jahrigen Patientin und einer vorwiegenden basolateralen Farbung. D: Linkes Ligamentum
sakrouterinum einer 40-jdhrigen Patientin mit peritonealer Endometriose. Zu erkennen ist
eine betont basale Expression von Claudin 10. E: Rektum einer 28-jdhrigen Patientin mit
tief infiltrierender Endometriose und kréftiger zytoplasmatischer Farbung der gesamten

Zelle. A-E: Vergroflerung 400-fach, Grolenmalistab S0um

55



Tabelle 11: Vergleich der eutopen und ektopen Driisen anhand des Lokalisationsscores

fir Claudin 10

EM EM AM OMA SPE TIE
ohne EN mit EN (©) (d) (e) ®
(a) (b)
Alle Proben (n) 23 24 38 28 18 21
Alter (MW=SD) 42+8.0 37+7,5 43+4,7 33+6,7 35+4,5 36+6,8
Lokalisationsscore
Mittelwert 4,52 4,58 4,61 2,75 3,42 3,14
SEM 0,14 0,15 0,12 0,26 0,42 0,33
p-Werte 0,00124 0,001%4 0,001°¢ 0,001*¢ n.s. 0,05%f
0,05%f 0,01%f 0,001¢f 0,001>¢ 0,01>f
0,001¢%¢ 0,001%"

Abkiirzungen: EN = Endometriose, EM = Endometrium, AM = Adenomyose, OMA =

Ovarialendometriose, SPE = peritoneale Endometriose, TIE= tief infiltrierende

Endometriose, n.s. = nicht signifikant, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung,

SEM = Standardfehler, ¢ bedeutet a verglichen mit d
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4.1.6 Zusammenfassung des Ergebnisteils von Claudin 10

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Expression von Claudin 10 in nahezu allen
eutopen und ektopen Endometriumdriisen, sowie in nahezu allen Driisen der
Adenomyose nachgewiesen werden. Es konnten keine zyklusabhéngigen Unterschiede
gefunden werden. Auch der Vergleich der Expression von Claudin 10 in
Endometriumdriisen gesunder Frauen und Frauen mit Endometriose lieferte keine
signifikanten Unterschiede. Eine signifikant erhohte Expression von Claudin 10 konnte
in ektopen Driisenzellen der tief infiltrierenden Endometriose, der ovariellen
Endometriose und in den Adenomyoseldsionen von Frauen mit Endometriose gezeigt
werden. AuBlerdem wurde eine signifikante Verschiebung der Lokalisation, von der
apikal betonten Anfiarbung in den Epithelzellen eutoper Endometrien zu einer mehr
basalen Zellanfirbung in ektopen Endometriumdriisen der tief infiltrierenden,

peritonealen und ovariellen Endometriose beobachtet.
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4.2 Qualitative und quantitative Analyse von Claudin 1

4.2.1 Analyse des uterinen Expressionsmusters von Claudin 1

Fiir die vergleichende Analyse der Proteinexpression von Claudin 1 wurden zuerst
Endometrien von gesunden Frauen, der Kontrollgruppe, mithilfe des H-Scores und der
Prozentsatzbestimmung untersucht. Die folgende Abbildung (Abb. 13) zeigt ein
sekretorisches Endometrium einer gesunden Patientin mit den typischen endometrialen
Driisen und dem umliegenden zellreichen Stroma. Die epithelialen Zellen, sowohl vom
luminalen als auch vom endometrialen Typ, zeigten eine spezifische Lokalisation von
Claudin 1 im gesamten Zytoplasma mit Betonung der lateralen Membranen. Die
Zellkerne, das umliegende Stroma und die GefaBanschnitte wurden von Claudin 1 nicht
positiv markiert. Praparate, die in der proliferativen Phase operativ entnommen wurden,
zeigten gegeniiber den Endometrien in der sekretorischen Phase ein sehr dhnliches
Expressionsmuster, sodass sich diese zwei Gruppen weder hinsichtlich des Prozentsatzes
an gefarbten Driisen noch des H-Scores unterschieden (Abb. 14,15; Tab.12). In allen

Priparaten zeigten 100% der Driisen eine deutliche Claudin 1 Positivitdt und einen

dhnlich hohen H-Score mit einer geringen Schwankungsbreite (Tab. 12).

Abbildung 13: Nachweis von Claudin 1 in einem sekretorischen Endometrium einer 36-
jéhrigen Patientin ohne Endometriose. 100% der Driisen zeigen eine starke membrandse
und zytoplasmatische Férbung fiir Claudin 1. Das Stroma und die GefdBanschnitte sind
negativ. Abbildung B ist eine VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. A:
VergroBerung 100-fach, GroBenmaBstab 500 pm; B: VergroBerung 200-fach,
GroBenmalstab 100 um

Die Analyse der Endometrien von Patientinnen mit Endometriose, unabhidngig von der

Zyklusphase, ergab vergleichbare Ergebnisse (Abb. 14,15; Tab. 12). In allen Priparaten
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zeigten 100% der Driisen eine Positivitit fiir Claudin 1 mit einer ausgeprigten
zytoplasmatischen und membrandsen Anfarbung der epithelialen Zellen im Gegensatz

zum Stroma und den GefdBanschnitten, die sich negativ darstellten (Abb. 14,15). Die H-

Score Analyse ergab ebenfalls fast identische Werte (Tab. 12).

Abbildung 14: Proliferatives Endometrium einer Patientin mit Endometriose und
deutlicher Positivitit von Zytoplasma und Membranen der epithelialen Zellen fiir Claudin
1. Das Stroma und die Gefédl3e sind frei von Farbung. Abbildung B ist eine Vergroflerung
des in Abbildung A markierten Bereichs. A: VergroBerung 100-fach, GroBenmaBstab 500
um; B: Vergroferung 200-fach, GroBenmalstab 100 pm

Abbildung 15: Immunhistochemischer Nachweis von Claudin 1 in einem sekretorischen
Endometrium einer 43-jdhrigen Patientin mit Endometriose. Im vergroferten
Bildausschnitt B ist eine représentative Darstellung des luminalen Epithels mit deutlicher
zytoplasmatischer und membrandser Farbung aufgezeigt. Das endometriale Stroma und
die GefaBe sind negativ. Abbildung B ist eine VergroBerung des in Abbildung A
markierten Bereichs. A: VergroBerung 100-fach, GroBenmafstab 500 pm; B:
Vergroferung 200-fach, GroBenmalstab 100 pm
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Tabelle 12: Vergleich der Endometrien von Frauen ohne und mit Endometriose anhand

des H-Scores und des Prozentsatzes an positiven Driisen fiir Claudin 1

Endometrien Endometrien

ohne Endometriose mit Endometriose

Proliferativ Sekretorisch Proliferativ. ~ Sekretorisch
Alle Proben (n) 12 11 9 16
Alter (MW=SD) 4349,6 40+6,8 32455 40+7,1
H-Score
Mittelwert 162 161 162 173
SEM 11,3 6,8 16,7 8,6
p-Werte n.s. n.s. n.s. n.s.
% positive Driisen
Mittelwert 100% 100% 100% 100%
SEM 0,0 0,0 0,0 0,0
p-Werte n.s. n.s. n.s. n.s.

Abkiirzungen: n.s. = nicht signifikant, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung,
SEM = Standardfehler

4.2.2 Analyse des Expressionsmusters von Claudin 1 in der Adenomyose

Im Folgenden wurde die Expression von Claudin 1 in den Adenomyoseldsionen
untersucht und mit den Ergebnissen der bereits analysierten Endometrien verglichen. Alle
glanduldren Epithelzellen der Adenomyoseldsionen zeigten eine ausgeprigte
zytoplasmatische und membrandse Farbung fiir Claudin 1, wohingegen Stroma und
angeschnittene Gefalle, wie bereits in den Endometrien beobachtet, keinerlei Positivitit
zeigten (Abb. 16). In Tabelle 13 ist die vergleichende Analyse mittels H-Score und

Prozentsatzbestimmung an positiven Driisen dargestellt und deutetet auf ein sehr
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dhnliches Expressionsmuster von Claudin 1 in der Adenomyose und den Endometrien

hin.
- -
- -

Abbildung 16: Nachweis von Claudin 1 im eutopen Endometrium (A+B) und in einer

Adenomyoseldsion (C+D) einer 37-jdhrigen Patientin. In Abbildung A ist eine eventuell
beginnende Adenomyose zu diskutieren. Es zeigt sich ein nahezu identisches
Expressionsmuster von Claudin 1 in beiden Ausschnitten und eine deutliche
zytoplasmatische Farbung der Driisenzellen mit Betonung der lateralen Membranen. Das
Stroma und die GefaBanschnitte sind Claudin 1 negativ. Abbildung B ist eine
VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. Abbildung D ist eine
VergroBerung des in Abbildung C markierten Bereichs. A+C: Vergroferung 100-fach,
Groflenmalstab 500 um; B+D: VergroBerung 200-fach, GroBBenmalstab 100 pm

Der Tabelle 13 ist zu entnehmen, dass die quantitative Expression von Claudin 1, beurteilt
anhand des H-Scores, in den Adenomyosen gegeniiber den eutopen Endometrien

tendenziell leicht erhoht, jedoch nicht statistisch signifikant unterschiedlich war.
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Tabelle 13: Vergleich der Endometrien und der Adenomyosen von Frauen mit

Adenomyose und ohne oder mit extrauteriner Endometriose anhand des H-Scores und

des Prozentsatzes an positiven Driisen fiir Claudin 1

EM EM AM-Pat mit EN AM-Pat ohne EN

ohne mit

EN EN

EM EM EM AM EM AM

p S p S p S p S

Alle 23 25 7 5 8 9 7 11 9 12
Proben
(n)
Alter 41483 37474 44+15 39+1,7 44439 39+3,5 41+1,6 44+14 43455 44445
MW=SD
H-Score
MW 161 169 178 202 183 206 158 188 170 190
SEM 6,6 8 153 19,6 10,0 17,7 7.8 142 7,67 15,4
p-Werte n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s n.s
%positive Driisen
MW 99,7 100 100 100 100 100 100 100 100 100
SEM 0,18 0 0 0 0 003 O 0 0 0
p-Werte n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Abkiirzungen: EN = Endometriose, EM = Endometrium, AM = Adenomyose, AM-Pat =

Patientinnen mit Adenomyose, p= proliferative Phase, s= sekretorische Phase, n.s. = nicht

signifikant, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, SEM = Standardfehler
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4.2.3 Analyse des Expressionsmusters von Claudin 1 in der extrauterinen Endometriose
In einem weiteren Schritt wurden die extrauterinen endometriotischen Léisionen,
eingeteilt in ovarielle, peritoneale und tief infiltrierende Endometriose, hinsichtlich der
Claudin 1 Expression untersucht. Alle drei Entitdten zeigten eine starke Expression von
Claudin 1 in Form einer ausgepragten zytoplasmatischen und membrandsen Féarbung der
Epithelien, welche in Abbildung 17 dargestellt ist. Die Ausschnitte 17A und 17B
imponieren mit stark gefarbten Epithelien glanduldrer Strukturen einer ovariellen
Endometriose. Deutlich zu erkennen ist der nicht angefarbte Zellkern in einem Claudin
1-positiven Zytoplasma der Epithelzellen. Das schmale endometriale Stroma und das
angrenzende Ovargewebe sind ebenfalls frei von Férbung. Im Ligamentum
sakrouterinum, dargestellt in den Ausschnitten 17C und 17D, beeindruckt ein grof3er
peritonealer Endometrioseherd mit charakteristisch stark angefarbtem Driisenverband
und zellreichem negativen Stroma. In dhnlicher Weise prisentiert sich die tief
infiltrierende Endometriose in den Ausschnitten 17E und 17F. Auch in dieser Entitét
zeigten sich das Zytoplasma und die lateralen Zellgrenzen der glanduldren Epithelien
deutlich gefarbt, wohingegen sich das Stroma negativ darstellte.

Bei der H-Score Analyse unterschieden sich die drei endometriotischen Entitdten
untereinander kaum. Im Vergleich zu den eutopen Endometrien jedoch zeigte sich eine
signifikant erhohte Expression von Claudin 1 in allen drei Entititen. Tabelle 14 stellt

diese hochsignifikanten Unterschiede dar.
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Abbildung 17: Reprisentative Farbungen von Claudin 1 in endometriotischen Lésionen.
A+B: Diese Ausschnitte zeigen eine ovarielle Endometriose einer 46-jéhrigen Patientin.
C+D: Zu erkennen sind Ausschnitte eines rechten Ligamentums sakrouterinum einer 33-
jéhrigen Patientin mit peritonealer Endometriose. Die Bildausschnitte E+F zeigen die
Lision einer tief infiltrierende Endometriose in der Blase einer 35-jdhrigen Patientin.
Abbildung B ist eine VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. Abbildung
D ist eine Vergroferung des in Abbildung C markierten Bereichs. Abbildung F ist eine
VergroBerung des in Abbildung E markierten Bereichs. A+C+E: VergroBerung 100-fach,
GroBenmalstab 500 pm; B+D+F: Vergroferung 200-fach, Groenmafstab 100 pm



Tabelle 14: Vergleich der eutopen und ektopen endometrialen Driisen anhand des H-

Scores und des Prozentsatzes an positiven Driisen fiir Claudin 1

EM EM AM-Pat OMA SPE TIE
ohne EN mitEN (¢ (d) (e) )
(a) (b)
EM AM
Alle Proben 23 25 30 38 19 22 23
(n)
Alter 41+8,3 37+7,4 42+0,8 43+0,8 34+7,1 33+5,0 35+6,9
(MW=SD)
H-Score
Mittelwert 161 169 181 187 205 217 197
SEM 6,6 8 7,5 7,0 7 9,9 7,9
p-Werte 0,014 0,05%4 n.s. n.s. 0,014 0,001%¢  0,005%¢
0,001%¢ 0,01b¢ 0,05%4 0,01b¢
0,005>f

%positive Driisen

Mittelwert 99,7 100 100 99,2 100 98,6 98.8
SEM 0,18 0 0 0,76 0 1,1 1,09
p-Werte n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Abkiirzungen: EN = Endometriose, EM = Endometrium, AM = Adenomyose, AM-Pat =
Patientinnen mit Adenomyose, OMA = Ovarialendometriose, SPE = peritoneale
Endometriose, TIE = tief infiltrierende Endometriose, n.s. = nicht signifikant, MW =
Mittelwert, SD = Standardabweichung, SEM = Standardfehler, *¢ bedeutet a verglichen
mit d
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4.2.4 Auffilligkeiten im Expressionsmuster von Claudin 1

Bei der Analyse der Proben hinsichtlich der Claudin 1 Expression konnte in einzelnen
Gewebeausschnitten ein abnormes Expressionsmuster beobachtet werden. Dieses Muster
zeigte sich sowohl in Endometrien (Abb. 18A), Adenomyosen (Abb. 18B) und
extrauterinen Lésionen (Abb. 18C). Es waren einzelne membrands sehr stark angefirbte
Zellen in einem eher schwach angefarbten Epithelverbund zu erkennen. Die betroffenen
Zellen imponierten mit einer starken Claudin 1-positiven Féarbung aller Zellgrenzen und
des Zytoplasmas, nicht jedoch des Zellkerns. Das umliegende Stroma zeigte ebenfalls
keinerlei Farbung. In den Endometrien war hinsichtlich der Hiufung dieser Zellen kein
Unterschied zwischen Basalis und Funktionalis zu erfassen.

Die Abbildung 18A zeigt die Claudin 1 Expression im luminalen Epithel des
Endometriums einer 36-jdhrigen Frau ohne Endometriose. In diesem Préiparat fiel auf,
dass die stark angefirbten Epithelzellen konzentriert im Bereich der Invagination
aufzufinden waren. Der Ausschnitt 18B reprédsentiert das abnorme Expressionsmuster in
der Adenomyose. Zu erkennen ist das Driisenepithel einer Adenomyoselédsion mit starker
Anfarbung der membrandsen Zellgrenzen einzelner Epithelzellen. Bei genauer
Betrachtung konnen bei den Epithelzellen mit Kontakt zum Driisenlumen Kinozilien an
den apikalen Zellpolen erkannt werden. Auch in extrauterinen endometriotischen
Lisionen, beispielhaft dargestellt in Ausschnitt C, konnte das auffillige
Expressionsmuster beobachtet werden. Einzelne Epithelzellen dieser tief infiltrierenden
Endometrioseldsion zeigen eine starke zytoplasmatische und membrandse Expression
von Claudin 1, wohingegen ihre Nachbarzellen eine eher schwache Expression dieses
Tight Junction Proteins aufweisen. Auflerdem ist in Ausschnitt 18C endometriotisches
Driisengewebe im Lumen einer weiteren Driise zu erkennen. Das angrenzende Stroma

erscheint aufgelockert und weist wenige unspezifische Férbereaktionen auf.

66



Abbildung 18: Beispielhafte Darstellungen des abnormen Expressionsmusters von
Claudin 1 im Endometrium (A), in der Adenomyose (B) und in der tief infiltrierenden
Endometrioseldsion im Rektum (C). A+B+C: Vergroerung 400-fach, GroBenmalstab
50 um

4.2.5 Analyse der Co-Lokalisation von Endometrioseldsionen und Nerven

Einzelne Nervenfasern groferer peripherer Nerven sind in Faszikeln zusammengefasst,
welche von einer bindegewebigen Hiille, dem Perineurium, umgeben sind. Diese
Bindegewebshiille dient unter anderem dem mechanischen Schutz der Nerven und hat die
Funktion einer Diffusionsbarriere. Das Perineurium besteht aus mehreren abwechselnden
Schichten von Epithelzellen und Kollagenfibrillen und ist innen und auflen mit einer
Basallamina bedeckt. Wichtig fiir die Funktion als Diffusionsbarriere ist die Ausstattung
der Zellen mit einer hohen Zahl an Tight Junctions (Liillmann-Rauch, 2009). Bei der
Auswertung der immunhistologischen Farbungen mit Claudin 1 fiel auf, dass neben den
glanduldren und luminalen Epithelzellen die Perineurien angeschnittener Nervenbiindel

eine deutliche Positivitit zeigten (Abb. 19).
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Abbildung 19: Nachweis von Claudin 1 im Spatium rektovaginale einer 38-jdhrigen
Patientin mit mehreren angeschnittenen Nervenbiindeln. Zu erkennen ist eine deutliche
Anfirbung der Perineurien der Nervenfasern und keine Anfarbung von umliegendem
Organstroma, Fettgewebe und GefdBanschnitten. Abbildung B ist eine VergroBerung des
in Abbildung A markierten Bereichs. A: VergroBerung 100-fach, GroBenmaBstab 500
um; B: Vergroferung 200-fach, GroBenmal3stab 100 um

Die Anfirbung der Perineurien wurde genutzt um im Folgenden die Co-Lokalisation von
extrauterinen Endometrioseldsionen und peripheren Nervenfasern zu untersuchen. In
dieser Arbeit wurde eine Co-Lokalisation angenommen, wenn Lésion und Nerv auf einem
200-fach vergroBerten Gewebeausschnitt gleichzeitig zu erkennen waren. Eine Co-
Lokalisation von peritonealer Endometrioseldsion und nervaler Struktur wurde bereits
von Mechsner et al. (2007) untersucht und in 74,5% der Proben bestitigt. Im folgenden
Abschnitt wird dargestellt, wie die Proben mit extrauterinen Endometrioseldsionen
zundchst auf eine solche Co-Lokalisation untersucht und in einem weiteren Schritt auf
eine Korrelation von histologischem Befund und Klinik iiberpriift wurden. Der
Periodenschmerz wurde anhand der numerischen Ratingskala ermittelt, bei der 0 Punkte
keine und 10 Punkte die stirkste empfundene Schmerzempfindung darstellten. In
Abbildung 20 ist die Co-Lokalisation von einer tief infiltrierenden Endometrioseldsion
und einer nervalen Struktur grafisch dargestellt. Sie zeigt erneut die deutliche Claudin 1-
Positivitdt des Driisenepithels und der bindegewebigen Hiille der angeschnittenen zwei
Nerven, die im Randbereich des endometriotischen Stromas liegen. In den
Gewebeschnitten mit einer tief infiltrierenden Endometriose wurde eine Co-Lokalisation
von Lasionen und nervalen Strukturen in 21 von 24 Féllen (87,5%) beobachtet (Tab. 15).

Von diesen 21 Frauen mit tief infiltrierender Endometriose und nachgewiesener Co-
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Lokalisation von Lision und Nerv waren von 18 Frauen die Schmerzstirke der
Dysmenorrhoe bekannt. Die durchschnittliche Schmerzstirke der Patientinnen lag bei 7,8
Punkten, der Median bei 9,5 (Tab. 15). Nur vier der 18 Frauen gaben eine
Schmerzempfindung unter 8 Punkten an. Bei den drei Patientinnen mit tief infiltrierender
Endometriose ohne festgestellte Co-Lokalisation waren von zwei Frauen die

Periodenschmerzintensitit bekannt. Der durchschnittliche Schmerz lag bei 5,5 Punkten

(Tab. 15). Der statistische Vergleich dieser beiden Gruppen ergab keinen signifikanten
Unterschied (Tab 15).

Abbildung 20: Nachweis von Claudin 1 in der tief infiltrierender Endometrioseldsion im
Rektum einer 37-jdhrigen Patientin mit Anfarbung der endometriotischen Epithelzellen
und der Perineurien angeschnittener Nervenfasern. Die zwei Nervenfasern (schwarze
Pfeile) liegen im Randbereich des Stromas der Endometrioselédsion (gelbe Markierung).
Das Stroma und die Gefd8anschnitte stellen sich negativ dar; teilweise sind unspezifische
Anfarbungen im Rektumgewebe zu erkennen. Abbildung B ist eine VergroBerung des in
Abbildung A markierten Bereichs. A: VergroBerung 100-fach, GroBenmafstab 500 um;
B: Vergroferung 200-fach, GroBenmaBstab 100 pm
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Tabelle 15: Darstellung der Proben mit tief infiltrierender Endometriose und Co-

Lokalisation in Korrelation zum Periodenschmerz

TIE mit Co-Lok ohne Co-Lok Gesamt
Anzahl (n) 21 3 24

Alter MW=SD) 35+6,9 37+5,7 35+6,7
Schmerzstirke

Mittelwert 7,8 (18)* 5,5 (2)* 7,6 (20)*
Median 9,5 (18)* 5,5 (2)* 9 (20)*
SEM 0,8 2,5 0,76
p-Werte n.s. n.s.

Abkiirzungen: TIE=tief infiltrierende Endometriose, Co-Lok = Co-Lokalisation, MW =
Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.s. = nicht signifikant, SEM = Standardfehler,

*7,8 (18) = durchschnittliche Schmerzstirke von 18 Frauen

Bei der Analyse der Proben mit peritonealer Endometriose konnte in 16 von 23 (69,6%)
Fillen eine Co-Lokalisation, wie sie in Abbildung 21 dargestellt ist, beobachtet werden.
Von 13 dieser 16 Frauen war der Periodenschmerz bekannt, welcher durchschnittlich bei
8,5 Punkten und der Median bei 9 Punkten lag (Tab. 16); drei der 13 Frauen gaben
Schmerzen unter 8 Punkten an. Bei den flinf Frauen mit peritonealer Endometriose ohne
bestitigte Co-Lokalisation und bekanntem Periodenschmerz lag die Schmerzstirke
durchschnittlich bei 7,6 und im Median bei 9 Punkten (Tab. 16). Der Tabelle 16 ist zu
entnehmen, dass die statistische Analyse der Schmerzstirke keine signifikanten

Unterschiede zwischen den zwei Gruppen ergab.
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Abbildung 21: Ausschnitt aus dem Blasendach einer Patientin mit peritonealer
Endometriose. Zu erkennen ist eine deutliche Positivitdt des Driisenepithels und der
Perineurien der peripheren Nerven fiir Claudin 1. Einer der angeschnittenen Nerven
(schwarzer Pfeil) liegt in direkter Ndhe, im Randbereich des Stromas, zur
endometriotischen Lésion (gelbe Markierung). Weitere Claudin 1-positive nervale
Strukturen sind im unteren Bildrand von Abbildung B zu erkennen (weiler Pfeil). Das
Stroma der Endometrioseldsion und die abgebildeten GefdBanschnitte sind Claudin 1-
negativ. Abbildung B ist eine VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. A:
Vergroferung 100-fach, GroBenmalstab 500 um; B: VergroBerung 200-fach,
GroBenmalstab 100 um

Tabelle 16: Darstellung der Proben mit peritonealer Endometriose und Co-Lokalisation

in Korrelation zum Periodenschmerz

Perit EN mit Co-Lok ohne Co-Lok Gesamt
Anzahl (n) 16 7 23

Alter MW=SD) 34+6,1 35+£5,4 34+5,8
Schmerzstirke

Mittelwert 8,5 (13)* 7,6 (5) * 8,2 (18) *
Median 9(13)* 9(5* 9(18) *
SEM 0,48 1,9 0,6
p-Werte n.s. n.s.

Abkiirzungen: Perit EN = peritoneale Endometriose, Co-Lok = Co-Lokalisation, MW =
Mittelwert, SEM = Standardfehler, SD = Standardabweichung, n.s. = nicht signifikant,

*8,5 (13) = durchschnittliche Schmerzstirke von 13 Frauen
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In den Gewebeschnitten mit ovarieller Endometriose wurden in nur 15,7% der Proben
eine Co-Lokalisation von Lidsion und Nerv beobachtet. Da die Mehrzahl dieser
Patientinnen laut Pathologie- und Operationsberichten neben der ovariellen
Endometriose auch an einer peritonealen oder tief infiltrierenden Endometriose erkrankt

waren, waren die Angaben beziiglich der Dysmenorrhoe nicht verwertbar.

4.2.6 Zusammenfassung Ergebnisteil Claudin 1

Claudin 1 markierte in allen glanduldren Epithelzellen das Zytoplasma und die
Zellmembranen, vor allem die lateralen Membranen, als positiv. Das endometriale
Stroma und die angeschnittenen Gefalle zeigten keine Farbung fiir Claudin 1. Es lieBen
sich keine Zyklusabhédngigkeiten beziiglich der Claudin 1 Expression finden. Auch die
Endometrien gesunder Frauen und Patientinnen mit Endometriose wiesen hinsichtlich der
Proteinexpression von Claudin 1 keine signifikanten Unterschiede auf. In den
Adenomyoseldsionen und in den extrauterinen Léasionen war eine Tendenz zur erhéhten
Claudin 1 Expression zu erkennen. Nur in den extrauterinen Lésionen zeigte sich dieser
Unterschied als statistisch signifikant. Neben der Anfarbung von Epithelzellen war eine
deutliche Claudin 1 Positivitédt der Perineurien der peripheren Nerven zu beobachten. Dies
wurde genutzt um in 69,6% der peritonealen und 87,5% der tief infiltrierenden
Endometrioseldsionen eine Co-Lokalisation von peripheren Nerven und Lisionen

nachzuweisen.
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4.3 Qualitative und quantitative Analyse von Claudin 5

4.3.1 Vergleichsfarbung mit CD31

Claudin 5 ist ein endotheliales Tight Junction Protein, das zusammen mit Cadherin 5 am
Autbau und an der barrierebildenden Funktion von Geféllen beteiligt ist (Hata et al. 2014).
Wohingegen zum Beispiel Cadherin 5, CD31 und CD34 als etablierte Marker fiir
endotheliale Zellen gelten, wurde Claudin 5 nach aktuellem Wissensstand in den
Endometrien bisher nicht als solcher verwendet. Um mittels Claudin 5 Aussagen iiber die
Vaskularisierung zu treffen, musste zuvor untersucht werden, ob dieses Protein in allen
Endothelien exprimiert wird und somit als Marker hierfiir dienen konnte. Es wurden
Vergleichsfairbungen mit dem Pan-Endothelmarker CD31 durchgefiihrt. CD31, auch
bekannt als platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1), wird in hohen
Maflen an den Verbindungsstellen der Endothelzellen exprimiert, wo es eine wichtige
Rolle beim Erhalt der Integritit der Endothelzellen und der parazelluldren Permeabilitit
spielt (Lertkiatmongkol 2016). Die Vergleichsfiarbungen zeigten, dass alle mit CD31

gefarbten Strukturen auch mit Claudin 5 angefdarbt wurden und somit Claudin 5 ein

potentieller Marker fiir Endothelien und damit fiir die Quantifizierung der

Vaskularisierung ist (Abb. 22, 23).

B: Claudin 5

Abbildung 22: Die Abbildungen A und B =zeigen denselben Ausschnitt eines
sekretorischen Endometriums einer 41-jdhrigen gesunden Patientin. In beiden
Ausschnitten ist eine deutliche Anfarbung aller angeschnittenen Gefédendothelien zu
erkennen. Die endometrialen Driisen und das Stroma sind negativ. A+B: VergroBerung

200-fach, GroBenmalstab 100 um
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B: Claudin 5

C: Claudin 5

Abbildung 23: Vergleich der Lokalisationen von CD 31 (A) und Claudin 5 (B, C) im
selben Myometriumsausschnitt eines Uteruspriparats einer gesunden 30-jdhrigen
Patientin. In beiden Ausschnitten ist eine deutliche Positivitit der Gefd3endothelien zu
erkennen. Das umliegende Binde- und Muskelgewebe zeigt keine Firbung. A+B:
VergroBerung 200-fach, GroBenmalBstab 100 um; C: digitale nachtrdgliche Vergroferung
mittels Bildbearbeitungssoftware GIMP

4.3.2 Analyse des uterinen Expressionsmusters von Claudin 5

Nachdem nachgewiesen wurde, dass Claudin 5 in allen GefaBendothelien exprimiert wird
und analog zu CD31 als endothelialer Marker betrachtet werden kann, wurden
Gewebeproben (Tab. 5,6) mittels Immunhistochemie auf die Expression von Claudin 5
untersucht. Zunédchst wurden endometriale Proben von Frauen ohne und mit
Endometriose mithilfe des Vaskularisierungsscores unter Beriicksichtigung der

angefarbten Fliche als auch der Féarbeintensitét vergleichend analysiert.
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Abbildung 24: Nachweis von Claudin 5 in einem sekretorischen Endometrium einer 42-
jéhrigen Patientin ohne Endometriose. Alle angeschnittenen GefaBBendothelien zeigen
eine Positivitit fiir Claudin 5. Das endometriale Stroma, das Driisenepithel und das
angrenzende Myometrium sind Claudin 5-negativ. Der Vaskularisierungsscore dieses
Préparats betrug 9,4. Abbildung B ist eine VergroBBerung des in Abbildung A markierten
Bereichs. A: Vergroferung 100-fach, GroBenmaBstab 500 um; B: VergroBerung 200-
fach, Grofenmalstab 100 pm

Wie in den reprisentativen Ausschnitten auf den Abbildungen 24 bis 26 zu sehen ist,
markierte Claudin 5 alle endothelialen Zellen der Blutgefafle positiv, wohingegen das
umliegende Stroma und die Driisenepithelien keine Farbung zeigten. Tabelle 17 fasst die
Ergebnisse des Vergleichs der endometrialen Proben von Frauen ohne und mit
Endometriose anhand des Vaskularisierungsscores zusammen. Es wurde hierbei eine
hohe Ahnlichkeit und keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Daneben ist der
Tabelle 17 zu entnehmen, dass die vergleichende Analyse der proliferativen und

sekretorischen Proben ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zeigte.
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Abbildung 25: Proliferatives Endometrium einer 39-jéhrigen Patientin mit Endometriose
als repréasentatives Beispiel fiir Priparate mit einem niedrigen Vaskularisierungsscore.
Alle Gefdendothelien zeigen eine Féarbung fiir Claudin 5. Die Driisenstrukturen, das
Stroma und das Myometrium zeigen keine Expression von Claudin 5. Die Dichte der
GefaBe ist im Vergleich zu den Abbildungen 3 und 5 niedrig und die Intensitit der
Féarbung schwach. Der Score dieses Pridparats lag bei 5,61. Abbildung B ist eine
VergroBBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. A: Vergroferung 100-fach,
GroBenmalstab 500 um; B: VergroBerung 200-fach, GroBenmaRstab 100 pm

Abbildung 26: Nachweis von Claudin 5 in einem sekretorischen Endometrium einer 34-
jéhrigen Patientin mit Endometriose und einem Vaskularisierungsscore von 10,8. Dieses
Préaparat weist eine hohe endometriale Gefa3dichte auf. Die Endothelien der Blutgefille
zeigen eine durchgehende starke Farbung fiir Claudin 5, wéhrend das umgebende Stroma
und die Driisenepithelzellen negativ sind. Abbildung B ist eine Vergroferung des in
Abbildung A markierten Bereichs. A: VergroBBerung 100-fach, Gro8enmalstab 500 um;
B: VergroBerung 200-fach, GroBBenmalstab 100 pm



Tabelle 17: Vergleich der Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose anhand

des Vaskularisierungsscores

Endometrien Endometrien

ohne Endometriose mit Endometriose

Proliferativ  Sekretorisch  Proliferativ  Sekretorisch

Alle Proben (n) 11 8 7 12

Alter MW=SD) 44 £8,9 42+4.5 33+4.9 39+7,4

Vaskularisierungsscore

Mittelwert 10,11 3,66 5,44 8,22
SEM 2,5 0,96 1,7 2,54
p-Werte n.s. n.s. n.s. n.s.

Abkiirzungen: n.s. = nicht signifikant, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung,
SEM = Standardfehler
Da sich bei der Analyse der endometrialen Proben keine signifikanten Unterschiede

ergaben, wurden diese fiir die weitere Betrachtung zusammengefasst.

4.3.3 Analyse des Expressionsmusters von Claudin 5 in der Adenomyose und in der
extrauterinen Endometriose

Im néchsten Schritt erfolgte auf die gleiche Weise die Untersuchung der
Proteinexpression von Claudin 5 in den Lidsionen der Adenomyose. Auch in den
Adenomyoseldsionen zeigte sich eine durchgehende Farbung aller Gefdlendothelien mit
Claudin 5. Abbildung 27 prisentiert reprasentative Ausschnitte aus dem Endometrium
und der Adenomyose. Zwischen den zwei beispielhaft abgebildeten Ausschnitten war
sowohl optisch als auch anhand des Vaskularisierungsscores ein deutlicher Unterschied
der GefaBdichte und der Firbeintensitit zu erkennen (Abb.27 B, D). Diese Beobachtung
lieB sich als signifikanter Unterschied in der vergleichenden Analyse von Endometrien

und Adenomyosen fiir die Farbung mit Claudin 5 darstellen (Tab. 18).
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Abbildung 27: Immunhistochemischer Nachweis von Claudin 5 in einem Uteruspriparat
einer 38-jdhrigen Patientin mit Adenomyose. Sowohl im Endometrium (A+B) als auch in
der Adenomyoseldsion (C+D) zeigen alle GefaBBendothelzellen eine Positivitdt fiir
Claudin 5. Das Ausmaf3 der Vaskularisierung und die Intensitidt der Farbung ist in der
Adenomyose (D) gegeniiber dem Endometrium (B) deutlich erhoht. Die Analyse ergab
fiir das Endometrium einen Vaskularisierungsscore von 16,04 und fiir die Adenomyose
einen Wert von 65,93. Das Driisenepithel, das Stroma und das Myometrium stellen sich
in allen Ausschnitten negativ dar. Abbildung B ist eine VergroBBerung des in Abbildung
A markierten Bereichs. Abbildung D ist eine VergroBerung des in Abbildung C
markierten Bereichs. A+C: Vergroferung 100-fach, GroBenmalstab 500 pm; B+D:
VergroBBerung 200-fach, GroBenmalstab 100 pm

In einem weiteren Schritt wurde die Vaskularisierung in den extrauterinen
Endometrioseldsionen mithilfe des immunhistochemischen Nachweises von Claudin 5
untersucht. Abbildungen 28 bis 30 zeigen reprdsentative Ausschnitte aus den drei
endometriotischen Entitidten. In allen drei Entititen prédsentierte sich Claudin 5 im
bekannten Expressionsmuster, einer selektiven Anfiarbung der Endothelzellen aller

Gefille, unabhingig von der GroBe. Die Proteinexpression in der ovariellen Endometriose
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dhnelte stark der Expression in den Endometrien, wohingegen sich die peritoneale und
die tief infiltrierende Endometriose davon signifikant unterschieden. In Tabelle 18 sind
die Ergebnisse der vergleichenden Analyse anhand des Vaskularisierungsscores
dargestellt. Die Analyse des Vaskularisierungsscores in der peritonealen Endometriose

ergab einen ca. 2,4-fach hoheren und in der tief infiltrierenden Endometriose einen ca. 2-

fach hoheren Wert als in den Endometrien (Tab. 18).

Abbildung 28: Immunhistochemischer Nachweis von Claudin 5 in einer peritonealen
Endometrioseldsion einer 19-jdhrigen Patientin mit teilweise schlecht erhaltener
Driisenstruktur und stark vaskularisiertem Stroma. Das Gefdendothel aller abgebildeter
Gefialle zeigt eine durchgehende deutliche Fiarbung fiir Claudin 5. Die endometrialen
Epithel- und Stromazellen und das angrenzende Organgewebe sind frei von Farbung.
Abbildung B ist eine VergroBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. A:
VergroBerung 100-fach, GroBenmaBstab 500 pm; B: VergroBerung 200-fach,
GroBenmalstab 100 um
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Abbildung 29: Reprisentative Fotografie einer tief infiltrierenden Endometrioseldsion im
Rektum einer 31-jihrigen Patientin fiir Claudin 5 und einem Proteinnachweis in allen
angeschnittenen GefdBendothelien. Zu erkennen ist eine hohe Gefdf3dichte im Stroma der
abgebildeten Endometrioseldsion. Die Driisenepithelzellen, die Stromazellen und das
umliegende Organgewebe weisen keine Positivitit auf. Abbildung B ist eine
VergroBBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. A: VergroBBerung 100-fach,
Grofenmalstab 500 um; B: VergroBerung 200-fach, GroBenmal3stab 100 um

Abbildung 30: Reprisentative Fotografie einer ovariellen Endometriosezyste einer 28-
jéhrige Patientin mit dem typischen Expressionsmuster von Claudin 5. Das einschichtige
Driisenepithel und das schmale umliegende Stroma sind negativ, wohingegen sich alle
GefaBe als Claudin 5-positiv priasentieren. Abbildung B ist eine VergroBBerung des in
Abbildung A markierten Bereichs. A: VergroBerung 100-fach, GroBenmafstab 500 um;
B: VergroBerung 200-fach, GroBenmafstab 100 pm



Tabelle 18: Vergleich der Endometrien, Adenomyosen und extrauterinen

Endometrioseldsionen anhand des Vaskularisierungsscores

EM AM OMA SPE TIE
(@ (b) (© (d) (e)
Alle Proben (n) 60 33 10 16 17
a7*
Alter (MW+SD) 41+6,6 41+4,6 36+7,2 35+6,2 35+6,8
Vaskularisierungsscore
Mittelwert 8,75 29 9,28 20,74 16,72
SEM 1,07 3,59 2,81 3,67 2,19
p-Werte 0,0012° 0,001 0,01°¢ 0,014 0,05%¢
0,05%¢ 0,01°¢
0,014

Abkiirzungen: EM = Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose oder
Adenomyose unabhingig von der Zyklusphase, AM = Adenomyose OMA =
Ovarialendometriose, SPE = peritoneale Endometriose, *= 17 Proben von 16
Patientinnen, TIE = tief infiltrierende Endometriose, MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung, SEM = Standardfehler, *® bedeutet a verglichen mit b
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4.3.4 Analyse des Expressionsmusters von Claudin 5 im Myometrium

Des Weiteren wurde mithilfe des entwickelten Scores die Vaskularisation des
Myometriums untersucht. Speziell die Situation des Myometriumgewebes nahe der
Adenomyose wurde ndher beleuchtet und mit weiter entferntem Myometrium verglichen,
um gegebenenfalls mehr iiber die Atiologie und die Pathophysiologie der Adenomyose
zu erfahren. Wie in Abbildung 31 beispielhaft dargestellt und wie aus Tabelle 19 zu
entnehmen 1ist, &hnelten sich die genannten Myometriumsbereiche in ihrer

Vaskularisierung sehr. Es wurden fast identische Werte des Vaskularisierungsscores

nachgewiesen und somit kein signifikanter Unterschied festgestellt.

Abbildung 31: Reprisentative Fotografien des typischen Expressionsmusters von
Claudin 5 in der Adenomyose einer 48-jdhrigen Patientin. Alle angeschnittenen
Endothelzellen zeigen eine deutliche Farbung flir Claudin 5. Das Driisenepithel, das
Stroma, das Bindegewebe und die Muskelzellen sind negativ. Der Ausschnitt B zeigt das
vergroBerte Myometrium unmittelbar nahe der Lédsion. Die Analyse ergab hierfiir einen
Vaskularisierungsscore  von 7,2,  Der Ausschnitt C zeigt vergrofertes

Myometriumgewebe in weiterer Umgebung und einen Vaskularisierungsscore von 8§,3.
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A: Vergroflerung 100-fach, GroBenmalistab 500 um; B+C: Vergroferung 200-fach,
GroBenmalistab 100 um

AuBerdem wurde die Vaskularisierung der Endometrien und der Myometrien anhand der

Claudin 5-Expression in einer vergleichenden Analyse gegeniibergestellt (Abb. 32).

Hierbei zeigte sich eine starke Ahnlichkeit der Ergebnisse mit nur einer geringen

Schwankungsbreite (Tab. 19).

Abbildung 32: Immunhistochemischer Nachweis von Claudin 5 in einem Uteruspriparat
einer 34-jdhrigen Patientin mit Endometriose. Die Ausschnittsvergrolerung B
reprasentiert das Endometrium und die AusschnittsvergrofSerung C das Myometrium. Die
Analyse der beiden Ausschnitte ergab fiir den Vaskularisierungsscore dhnliche Werte. In
beiden Ausschnitten ist das spezielle Expressionsmuster von Claudin 5 zu erkennen. Das
Endothel kleiner und groBer GefiBle zeigt eine durchgehende Farbung, wohingegen
Driisenepithel, Stromazellen und Myometriumgewebe nicht angefarbt sind. A:
Vergroferung 100-fach, Groflenmafstab 500 pm; B+C: Vergroferung 200-fach,
GroBenmafstab 100 pm
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Tabelle 19: Vergleich der Myometrien, Myometriumsausschnitte um die Adenomyose,

Endometrien und Adenomyosen anhand des Vaskularisierungsscore

Myometrium Myometrium EM AM
(@ um AM (b) (¢ (d)
Alle Proben (n) 57 33 60 33
Alter (MW=SD) 42+6 41+4,6 41+6,6 41+4,6
Vaskularisierungsscore
Mittelwert 10,62 9,12 8,75 29
SEM 1,07 1,5 1,07 3,59
p-Werte 0,001%4 0,001%>4 0,001¢4 0,001%4
0,001>4
0,001¢4

Abkiirzungen: EM = Endometrium, AM = Adenomyose, MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung, SEM = Standardfehler, ¢ bedeutet a verglichen mit d

Wie bereits in Kapitel 5.3.3. beschrieben, zeigte sich die Vaskularisierung in der
Adenomyose im Vergleich zu den Endometrien stark erhoht. Auch der Vergleich der
Adenomyosen mit den Myometrien ergab signifikante Unterschiede. Fiir die
Adenomyosen wurden gegeniiber den Myometrien ca. dreifach héhere Werte fiir den

Vaskularisierungsscore nachgewiesen (Tab. 19).

4.3.5 Vergleich der Claudin 5 Expression in extrauterinen Endometrioseldsionen und
ihrer Umgebung

In Kapitel 5.3.3 wurden die Praparate mit extrauterinen Endometrioseldsionen bereits mit
eutopen Endometriumpréparaten verglichen. Im Folgenden soll der Vergleich der
Claudin 5 Expression zwischen den extrauterinen Endometrioseldsionen und dem
gesunden Gewebe der Organe im kleinen Becken aufgezeigt werden. Aus Tabelle 20
wird deutlich, dass die Analyse der Vaskularisierung der Organe des kleinen Beckens,
eingeschlossen der Ovarien, eine stabile fast identische Expression von Claudin 5 ergab.

Die untersuchten Gewebeproben zeigten alle einen Wert zwischen 5,5 und 6.
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Der Vergleich der peritonealen Endometrioseldsionen und dem gesunden umliegenden
Gewebe zeigte durch einen ca. 3,5-fach hoheren Wert eine signifikante Steigerung der
Vaskularisierung in den peritonealen Lisionen auf (Tab. 20).

Ahnlich verhielten sich die Werte des Vaskularisierungsscore beim Vergleich der tief
infiltrierenden Endometrioseldsionen und der nicht betroffenen Umgebung. Auch dieser
Vergleich erwies sich als statistisch signifikant (Tab. 20).

Bei der ovariellen Endometriose konnte ebenfalls eine deutliche, aber nicht signifikante
Erhoéhung der Vaskularisierung der Lésionen gegeniiber dem gesunden Ovargewebe
beobachtet werden. Mit einer hoheren Probenanzahl wiére vermutlich eine Signifikanz zu

erwarten.

Tabelle 20: Vergleich extrauteriner Endometrioseldsionen und ihrem gesunden

umliegenden Gewebe anhand des Vaskularisierungsscores

OMA Ov SPE Perit TIE TIE UG

(a) UG (o UG (e ®
(b) (d)
Alle Proben (n) 10 11 16(17)*  16(17)* 17 17
Alter (MW=SD) 36£7,2 36+6,9 35+6,2 35+6,8
Vaskularisierungsscore
Mittelwert 9,28 5,55 20,74 5,94 16,72 5,56
SEM 2,81 0,66 3,67 0,78 2,19 0,67
p-Werte n.s. n.s. 0,0005%¢  0,0005%¢ 0,0002%" 0,0002%F
Abkiirzungen: OMA = Ovarialendometriose, Ov UG. = gesundes ovarielles

Umgebungsgewebe, SPE = peritoneale Endometriose, Perit UG = gesundes peritoneales
Umgebungsgewebe, TIE = tief infiltrierende Endometriose, TIE UG = gesundes
Umgebungsgewebe einer tief infiltrierenden Endometrioseldsion, *= 17 Proben von 16
Patientinnen, n.s. = nicht signifikant, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, SEM

= Standardfehler, “¢ bedeutet ¢ verglichen mit d
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4.3.6 Aufschliisselung des Vaskularisierungsscores

In den bereits dargestellten Analysen der immunhistochemischen Farbungen mit Claudin
5 wurde fiir die Beurteilung der Vaskularisierungsscore verwendet (Kapitel. 4.2.3.). Der
Vaskularisierungsscore beinhaltet die Analyse der gefdarbten Fldche und der
Férbeintensitit. Im Folgenden wurden die bereits analysierten Gewebeproben erneut
beurteilt und fiir die beiden Parameter, endotheliale Fliche und Intensitdt, getrennt
analysiert. Dadurch wurde untersucht, welcher der beiden Parameter fiir die signifikanten
Erhohungen des Vaskularisierungsscore in der Adenomyose und den extrauterinen

Endometrioseldsionen ausschlaggebend war (Tab 18).

Analyse der endothelialen Fliche

Der Tabelle 21 ist zu entnehmen, dass sich die angeférbte Flache in der Adenomyose, der
peritonealen Endometriose und in der tief infiltrierenden Endometriose gegeniiber den
eutopen Endometrien signfikant erhoht zeigte, wihrend die endotheliale Fliche der

ovariellen Endometriose nur eine leichte, nicht signifikante Erhohung aufwies.

Tabelle 21: Vergleich der Endometrien, Adenomyosen und extrauterinen

Endometrioseldsionen anhand der angeféarbten endothelialen Fliche fiir Claudin 5

EM AM OMA SPE TIE
(a) (b) (c) (d) )
Alle Proben (n) 60 33 10 16(17)* 17

Alter (MW+SD)  4146,6 41446 36+7,2 3546,2 3546,8

angefirbte Fliche (pixel?

Mittelwert 0,056 0,158 0,092 0,144 0,122
SEM 0,0055 0,0165 0,0299 0,0171 0,0142
p-Werte 0,001 0,001%° n.s. 0,001%4 0,01*¢
0,01*¢
0,00124

Abkiirzungen: EM = Endometrium, AM = Adenomyose, OMA = Ovarialendometriose,

SPE = peritoneale Endometriose, *= 17 Proben von 16 Patientinnen, TIE = tief
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infiltrierende Endometriose, n.s. = nicht signifikant, MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung, SEM = Standardfehler, *® bedeutet a verglichen mit b

Analyse der Féirbeintensitit

Bei der isolierten Betrachtung der Firbeintensitit der immunhistochemischen Farbungen
mit Claudin 5 konnte in den Adenomyosen eine signifikante Erh6hung gegeniiber den
eutopen Endometrien beobachtet werden (Tab. 22). Die extrauterinen Lasionen zeigten
im Gegensatz dazu keine Zunahme, tendenziell eher eine leichte, nicht signifikante

Reduktion der Farbeintensitét (Tab. 22).

Tabelle 22: Vergleich der Endometrien, Adenomyosen und extrauterinen

Endometrioseldasionen anhand der Farbeintensitat fiir Claudin 5

EM AM OMA SPE TIE
(2) (b) © (d) )
Alle Proben (n) 60 33 10 16(17)* 17

Alter (MW=SD) 41+6,6 41+4,6 36+7,2 35+6,2 35+6,8

Intensitit
Mittelwert 40,85 50,27 26,68 35,11 33,85
SEM 22,22 2,28 5,63 2,668 2,42
p-Werte 0,05%b 0,05%b 0,001%¢ 0,05%4 0,015¢
0,0015¢
0,015¢
0,054

Abkiirzungen: EM = Endometrium, AM = Adenomyose, OMA = Ovarialendometriose,
SPE = peritoneale Endometriose, *= 17 Proben von 16 Patientinnen, TIE = tief
infiltrierende Endometriose, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, SEM =
Standardfehler, *° bedeutet a verglichen mit b
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Damit war klar, dass die erhohten Vaskularisierungsscores in den Adenomyosen und den
peritonealen und tief infiltrierenden Endometrioseldsionen tiberwiegend auf der Zunahme
der endothelialen Fliche beruhten. In der Adenomyose trug neben der erhohten

endothelialen Fliche auch der Anstieg der Féarbeintensitdt dazu bei.

4.3.7 Morphometrische Analyse der GefaB3fldche

Wihrend der Auswertung der Gewebeproben zur Analyse des Expressionsmusters von
Claudin 5 fielen deutliche Unterschiede in der Morphometrie der Gefdfle auf. Mithilfe
von Image J wurden diese Unterschiede quantifiziert und die durchschnittliche
Gefalifliche der verschiedenen Gewebearten miteinander verglichen. Die Abbildungen
33 und 34 stellen reprisentative Ausschnitte aus den Endometrien und den Lisionen von
Patientinnen mit Adenomyose dar und zeigen das spezifische Expressionsmuster von
Claudin 5. Auf den Abbildungen ist deutlich zu erkennen, dass die Gefdfe im Stroma der
Adenomyoseldsionen im Vergleich zu den Gefdflen in den Endometrien deutlich groflere
Flacheninhalte aufweisen. Mittels Image J konnten, wie im Kapitel 4.2.3. gezeigt, diese
Unterschiede quantifiziert werden.  Aus Tabelle 23 ist ersichtlich, dass die
durchschnittliche = GefdBfliche = der = Adenomyoseldsionen  mit  95%-iger
Wabhrscheinlichkeit in einem Intervall zwischen 460 um? und 645 um? liegt, wohingegen
das 95%-Konfidenzintervall der endometrialen GeféaBflichen durch die Werte 112 pm?
und 141 um? begrenzt wird. Das schmale Konfidenzintervall der Endometrien beruht auf
einer groBen Anzahl an ausgemessenen Gefdflen und einer geringen Streubreite. Das
breite Intervall der Adenomyose ist bei dhnlichem Stichprobenumfang auf eine groBere
Streuung der Werte zurlickzufiihren. Die Grenzen der Konfidenzintervalle der
extrauterinen Entitdten dhneln den Grenzen des Konfidenzintervalls des Endometriums.
Die Breite des Intervalls der ovariellen Endometriose ist auf die geringe Anzahl an
ausgemessenen Gefdlle zurlickzufiihren. Der Vergleich der Mittelwerte des
morphometrischen Parameters macht deutlich, dass die Gefifle der Adenomyosen mit
einer durchschnittlichen GefiBflidche von 540 um? etwa 4-fach groBer waren als die des
Endometriums und sich damit signifikant unterschieden. Die extrauterinen Entitéten
hingegen zeigten gegeniiber den Endometrien keine signifikanten Unterschiede beziiglich

der Gefaliflache auf.
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Abbildung 33: Reprisentative Fotografien vom Endometrium (A+B) und der
Adenomyose (C+D) einer 44-jahrigen Patientin mit dem spezifischen Expressionsmuster
von Claudin 5. Die GefaBBendothelien zeigen eine deutliche Positivitdt fiir Claudin 5,
wohingegen Driisenepithel und Stroma negativ sind. Die morphometrische Analyse der
GefiBe des Endometriums ergab eine durchschnittliche GefiBfliche von 91 um?; die
durchschnittliche GeféBfliche in der Adenomyose betrug 589 um? und war damit im
Vergleich ungefihr 6,5-fach groBBer. Abbildung B ist eine VergroBerung des in Abbildung
A markierten Bereichs. Abbildung D ist eine VergroBerung des in Abbildung C
markierten Bereichs. A+C: VergroBerung 100-fach, GroBenmaRBstab 500 um; B+D:
VergroBerung 200-fach, Groenmaf3stab 100 pm



Abbildung 34: Immunhistochemischer Nachweis von Claudin 5 in einem Uteruspréiparat
einer 39-jahrigen Patientin mit diagnostizierter Adenomyose und tief infiltrierender
Endometriose. Sowohl im Endometrium (A+B) als auch in der Adenomyoseldsion (C+D)
zeigt sich die charakteristische Expression von Claudin 5. Die Flidchenanalyse der Gefél3e
im Stroma der Adenomyoselision ergab eine durchschnittliche GefiaBgroBe von 374 pm?,
ein vergleichsweise deutlich hoheren Wert als der der Gefdle im Endometrium. Die
mittlere GefiBgroBe im Endometrium betrug 219 pm? Abbildung B ist eine
VergroBBerung des in Abbildung A markierten Bereichs. Abbildung D ist eine
Vergroflerung des in Abbildung C markierten Bereichs. A+C: Vergroflerung 100-fach,
Groflenmalstab 500 um; B+D: VergroBerung 200-fach, GroBenmalstab 100 pm
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Tabelle 23: Vergleich der Gefdf3fliche in Endometrien, Adenomyosen und extrauterinen

Endometrioseldsionen
EM AM OMA SPE TIE
(a) (b) (c) (d) (e)
Alle Proben (n) 20 21 9 10 10
Anzahl 1134 1094 286 762 607
ausgemessener
Gefile
Alter (MW=SD) 39+8,3 41+8,1 36+7,7 35+4.9 35+6,2
GefiBfliche (um?
Mittelwert 134 540 133 141 160
SEM 11,32 41,74 19,83 22,98 18,4
95%- 112-141 460-644 92-162 109-143 134-178
Konfidenzintervall
p-Werte 0,001 0,0012b 0,001°¢ 0,00154 0,015¢
0,001°¢
0,015¢
0,001%4

Abkiirzungen: EM = Endometrium, AM = Adenomyose, OMA = Ovarialendometriose,

SPE = peritoneale Endometriose, TIE = tief infiltrierende Endometriose, MW =

Mittelwert, SD = Standardabweichung, SEM = Standardfehler, *® bedeutet a verglichen

mit b
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Abbildung 35: Grafische Darstellung der Verteilung der GefaBflichen der verschiedenen
Entitdten. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Entititen présentiert, die Y-Achse gibt
die GefiBfliche in um? an.

Abkiirzungen: EM = Endometrium, AM = Adenomyose, OMA = Ovarialendometriose,

SPE = peritoneale Endometriose, TIE = tief infiltrierende Endometriose

4.3.8 Zusammenfassung Claudin 5

Zusammenfassend ldsst sich zu den immunhistochemischen Farbungen mit Claudin 5
sagen, dass sich zwischen den Endometrien gesunder und an Endometriose erkrankter
Frauen keine signifikanten Unterschiede darstellen lieBen. Ahnlich verhielt es sich mit
dem Vergleich der Endometrien der proliferativen und der sekretorischen Phase, die
ebenfalls dhnliche Werte zeigten. Die Adenomyosen zeigten gegeniiber den Endometrien
einen ca. dreifach hoheren Vaskularisationsscore. Das Myometrium unmittelbar um die
Adenomyoseldsion erwies sich als fast identisch zum restlichen Myometrium.

Des Weiteren war der Vaskularisierungsscore der peritonealen und der tief infiltrierenden

Endometrioseldsionen im Vergleich zu den eutopen Endometrien signifikant erhoht.
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Auch die Vergleiche der Lisionen mit der nicht betroffenen Umgebung lieferten
signifikante Werte und wiesen auf eine erhohte Vaskularisierung der Lasionen hin.

Die getrennten Analysen von Flidche und Intensitét ergaben in den Adenomyoseldsionen
sowohl eine Zunahme der Fliache als auch der Intensitit, wohingegen es bei den
extrauterinen Endometrioseldsionen lediglich zu einem Anstieg der Fldche kam, aber die
Intensitdt nicht entscheidend zum erhéhten Vaskularisierungsscore beitrug.

Die genauere Betrachtung und Untersuchung der Gefdgrofe in den Endometrien,
Adenomyosen und endometriotischen Entititen zeigte, dass die Gefile in den
Adenomyoseldsionen gegeniiber den anderen Gruppen hochsignifikant 4-fach vergroBert

waren.
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5 Diskussion

5.1 Analyse der Expression von Claudin 10

Ein Ziel dieser Arbeit war es die Integritét des Zellverbands und die Ausstattung an Zell-
Zell-Kontakten in eutopen und ektopen Endometriumzellen zu untersuchen. Es werden
Unterschiede im eutopen Endometrium gesunder und erkrankter Frauen beschrieben, die
vermuten lassen, dass die ersten Schritte der Entstehung der Endometriose bereits im
Endometrium stattfinden (Benagiano et al. 2014). Als moglicher pathophysiologischer
Mechanismus wird héufig die epithelial-mesenchymale Transition genannt. Laut De
Wever et al. (2008) ist eine Reduktion der epithelialen Zell-Zell-Adhisionen ein zentraler
Vorgang der EMT. Das klassische Tight-Junction Protein Claudin 10 ist ein wichtiger
Baustein des epithelialen Zellverbands und damit ermoglicht die Analyse des
Expressionsmusters von Claudin 10 uns Aussagen iiber eine mogliche EMT im
Endometrium treffen zu konnen. Inwieweit Claudin 10 in der Endometriose eine Rolle
spielt, wurde bisher nicht untersucht.

In der vorliegenden Forschungsarbeit erfolgt erstmalig eine vergleichende Analyse des
Expressionsmusters von Claudin 10 in Epithelzellen des Endometriums gesunder, an
Endometriose und an Adenomyose erkrankter Frauen sowie an extrauterinen Lasionen
der drei pelvinen Entititen, peritoneal, ovariell und tief infiltrierend. Durch
Vorexperimente konnte fiir Claudin 10 eine spezifische auf den apikalen Zellpol
begrenzte zytoplasmatische und membrandse Anfirbung von Epithel und sehr selten von
Stroma, Muskulatur und GefdBBen gefunden werden. Diese Ergebnisse gehen mit den
Befunden von Schuhmann et al. (2015) einher, die die Expression von Claudin 10 im
luminalen und glanduléren Epithel im gesunden Endometrium von Méusen untersuchten.
Dieses spezifische Expressionsmuster von Claudin 10 wurde auflerdem bereits in den
Epithelzellen der menschlichen Gallengénge (Németh et al. 2009) und im konjunktivalen
Epithel beobachtet (Yoshida et al. 2009).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Claudin 10 in nahezu allen eutopen
und ektopen endometrialen Epithelzellen exprimiert wird, ausgenommen einer
signifikanten Reduktion in den eutopen Endometrienzellen von Frauen, die sowohl an
einer Endometriose als auch an einer Adenomyose erkrankt sind. Da diese Beobachtung
nur in dieser Gruppe gemacht wurde und in den Endometrien der Frauen, die isoliert an
einer Endometriose oder an einer Adenomyose erkrankt sind, nicht zu beobachten war,
erscheint ein pathophysiologischer Zusammenhang unwahrscheinlich. Die Signifikanz

ergibt sich am ehesten durch die begrenzte Probenanzahl der Frauen mit gleichzeitig
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vorliegender Endometriose und Adenomyose. Es zeigen sich in der Analyse der Claudin
10 Expression keine zyklusabhingigen Unterschiede, was bereits von Schuhmann et al.
(2015) in Endometrien von Frauen, die eine Hysterektomie aufgrund von benignen
Erkrankungen des Uterus erhielten, beschrieben wurde. In beiden Zyklusphasen wurde
Claudin 10 im glanduldren und luminalem Epithel des Endometriums nachgewiesen
(Schuhmann et al. 2015).

Die vergleichende Analyse der eutopen Endometriumzellen aller Gruppen, sowohl
gesunder als auch an Endometriose oder Adenomyose erkrankter Frauen, ergibt eine
groBe Ahnlichkeit. Die vorliegenden Erkenntnisse wurden 2022 von Loffelmann et al.
publiziert und bekriftigen die von bereits vielen Autoren beschriebenen Ergebnissen
(Horné et al. 2019, Konrad et al. 2019a, Hoerscher et al. 2020). Dennoch gibt es Autoren,
die von zelluldren, hormonellen und immunologischen Unterschieden in Endometrien
gesunder und erkrankter Frauen berichten und postulieren, dass die auslosenden Schritte
der Endometriose hier ihren Ursprung haben (Benagiano et al. 2014). Die Frage, ob die
beobachteten Unterschiede mit &tiologischen Prozessen oder in erster Linie mit den
auftretenden Symptomen zusammenhingen, geschweige denn iiberhaupt von klinischer
Signifikanz sind, bleibt in der genannten Studie ungekldrt. Auferdem wird von
Benagiano et al. (2014) darauf hingewiesen, dass die Ergebnisse nach mehrfachen
Wiederholungen der Untersuchungen teilweise nicht reproduzierbar waren und
widerspriichliche Ergebnisse ergaben. Zudem konnen Beeinflussungen durch
diagnostische =~ Einschrankungen und eine fehlende Beriicksichtigung von
zyklusabhidngigen Schwankungen nicht ausgeschlossen werden. Vermutlich liegt ein
Unterschied in den Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose vor, ohne dass
dieser bisher auf zelluldrer und molekularer Ebene nidher charakterisiert werden kann.

In den extrauterinen Entitdten, speziell in den Lésionen der ovariellen und der tief
infiltrierenden Endometriose, ist eine signifikant erhohte Expression von Claudin 10 zu
beobachten. Auch bei der peritonealen Endometriose wire bei einer gréfleren
Probenanzahl eine Signifikanz zu erwarten. Eine erhohte Expression von Claudin 10
konnte in verschiedenen Studien, vorwiegend des onkologischen Themenbereichs mit
einem erhohten Invasions- und Migrationspotential assoziiert werden (Németh et al.
2009, Zhou et al. 2018). In hepatozelluldren Karzinomen ist die erhdhte Expression von
Claudin 10 ein Marker fiir Progression, Wiederauftreten der Erkrankung (Cheung et al.
2005) und kiirzerer Uberlebenszeit (Huang et al. 2011). Passend dazu konnte durch die

Down-Regulation von Claudin 10 in einer invasiven HCC-Zelllinie die Invasivitit
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deutlich vermindert und das krebsfreie Uberleben nach kurativer Therapie verlingert
werden (Ip et al. 2007). Die erhohte Expression von Claudin 10 in den ektopen Lisionen
konnte folglich als Ausdruck einer Krankheitsprogression aufgefasst werden. Eine Rolle
als potentieller Biomarker wére denkbar und bietet einen Ansatzpunkt fiir weitere
Forschungsarbeiten. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die nachgewiesenen
Veranderungen der Endometriumzellen nach ektoper Implantation am ehesten durch die
verdnderte Umgebung zu erklaren sind (Koninckx et al. 1999, 2019). Bei oberflachlichen
Lisionen kommt es durch den direkten Kontakt mit der Peritonealfliissigkeit zu
Einfliissen von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und weiteren inflammatorischen Faktoren
(Koninckx et al. 1999). Bei ovariellen Lisionen muss zusétzlich der hormonelle Einfluss
in Betracht gezogen werden.

Die aufgezeigte Ahnlichkeit der Proteinexpression von Claudin 10 in den drei
verschiedenen Entititen der extrauterinen Endometriose spricht eher gegen &ltere
Annahmen, die den drei Entititen jeweils eigenstindige Pathogenesen postulieren
(Nisolle & Donnez 1997) und bekriftigt die These eines gemeinsamen Ursprungs
(Clement 2007, Konrad et al. 2019, Hoerscher et al. 2020). Die Gemeinsamkeiten mit den
eutopen Endometriumzellen unterstiitzen die These, dass das Endometrium die
Hauptquelle der extrauterinen Lésionen ist und sprechen folglich fiir die
Implantationstheorie von Simpson (Sampson 1927). Eutope Endometriumzellen wandern
im Rahmen der retrograden Menstruation durch die Tuben in die Bauchhohle, heften sich
an extrauterinem Gewebe an, es folgt die Implantation und die Entstehung extrauteriner
Liasionen. In einer Arbeit von Shakiba et al. (2008) konnte gezeigt werden, dass die
Wiederholungsrate der Endometriose nach einer Laparoskopie inklusive Hysterektomie
im Gegensatz zu Patientinnen bei denen nur eine laparoskopische Entfernung der
extrauterinen Endometrioseherde erfolgte deutlich gesenkt werden konnte. Eine weitere
Studie, die die Annahme bekriftigt, dass das Endometrium die Hauptquelle fiir die
Endometriose ist, ist die Studie von Rizk et al. (2014). In dieser Studie wird aullerdem
aufgezeigt, dass es sich bei den Krankheitsrezidiven nach Hysterektomie am ehesten nicht
um ein Wiederauftreten der Endometriose sondern um eine Krankheitspersistenz durch
unvollstindige Entferung aller Lasionen handelt (Rizk et al. 2014).

Interessanterweise ist bei der qualitativen Analyse der Claudin 10 Proteinexpression eine
signifikante Verschiebung der Lokalisation, von der apikal betonten Lokalisatoin in den
Epithelzellen eutoper Endometrien zu einer mehr basalen Lokalisation in den ektopen

Endometriumdrisen zu beobachten. Insbesondere in der ovariellen Endometriose ist
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diese Dislokation sehr eindriicklich. Als Bestandteil von Tight Junctions wiirde man
Claudin 10 eher in einer apikolateralen Lokalisation erwarten (Krug et al. 2012), weshalb
davon ausgegangen werden kann, dass die Expression im eutopen Endometrium den
Regelfall darstellt. Eine solche Lokalisationsverschiebung, weg von der zu erwartenden
apikolateralen Lokalisation, wurde bereits an anderer Stelle beobachtet. So berichten
Okada et al. (2020) von einer zytoplasmatischen Verschiebung von Claudin 2 in
endometrioiden Endometriumkarzinomen, Horné et al. (2019) von einem dhnlichen
Prozess bei Claudin 11 in der Endometriose und Huang et al. (2011) von einer
zytoplasmatischen Verschiebung von Claudin 10 im hepatozelluliren Karzinom.
AuBerdem identifizierten Bongers et al. (2017) eine dhnliche Verdnderung in der Tight
Junction Formation in der menschlichen Niere, was zur Entstehung einer Tubulopathie
filhrte. Ursdchlich fiir die zytoplasmatische Verschiebung des membrandsen Proteins
Claudin 10 war hierbei eine Mutation in der vierten transmembrandsen Domine (Bongers
et al. 2017). Eine abnorme Proteinlokalisation kann, wie in diesem Fall, aufgrund einer
Mutation in der Signalsequenz entstehen, kann aber auch Verdnderungen von
Transportproteinen oder posttranslationalen Modifikationen geschuldet sein (Hung &
Link 2011). Die Ursachen fiir die oben beschriebene Verschiebung in Krebszellen oder
die in der vorliegenden Arbeit beobachteten verdnderten Claudin 10 Lokalisation bleiben
unklar. Die entstandene Tubulopathie nach subzelluldrer Verschiebung der Claudin 10
Lokalisation (Bongers et al. 2017) ldsst vermuten, dass eine Verdnderung der
Proteinlokalisation auch funktionelle Auswirkungen auf die Zelle hat. Claudin 10 hat
neben der bekannten Funktion als klassisches Tight Junction Protein auch eine Funktion
in der Regulation des parazelluldren Transports (Breiderhoff et al. 2012). Die epitheliale
Barriere und die selektive Permeabilitét sind entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der
spezifischen ovariellen Mikroumgebung und damit unerldsslich fiir erfolgreiche
reproduktive Vorgidnge (Chan et al. 2007). Calcium ist in den Oozyten eines der
wichtigsten Signalmolekiile fiir die Modulation des Zellzyklus und der Apoptose (Tiwari
et al. 2017). Ein moderater Calcium Anstieg vermittelt eine spontane Wiederaufnahme
der Meiose (Ferrer-Buitrago et al. 2018), wohingegen ein sehr starker Anstieg von
Calcium den meiotischen Zellarest und die Apoptose einleitet (Tiwari et al. 2017). Es ist
eine interessante Uberlegung, ob die verinderte Lokalisation und die erhdhte Expression
von Claudin 10 in der ovariellen Endometriose iiber eine gestorte lonenhomoostase zur

Unfruchtbarkeit beitragen konnte (Loffelmann et al. 2022).

97



Eine Stirke der vorliegenden Arbeit liegt in der zusdtzlichen Untersuchung von
Patientinnen mit Adenomyose. Die vergleichende Analyse der Endometrien gesunder und
an Adenomyose erkrankter Patientinnen ergibt, wie bereits angesprochen und von einigen
Autoren beschrieben, eine hohe Ahnlichkeit (Dior et. al 2019, Maier et al. 2020,
Loffelmann et al. 2022). Gleiches gilt fir den Vergleich der Driisenzellen der
Adenomyoseldsionen und den eutopen Epithelzellen. Das fast identische Proteinprofil
spricht dafiir, dass die adenomyotischen Driisenzellen urspriinglich dem Endometrium
entstammen und bekréftigt hiermit die Invaginationstheorie. Entstehungstheorien, wie die
de novo Entwicklung aus embryonalen Uberresten der Miillerschen Ginge oder aus
eingewanderten Stammzellen erfordern die Differenzierung in zwei vollig verschiedene
zelluldre Phénotypen, epithelial und stromal. Aufgrund der beschriebenen hohen
Ahnlichkeit der adenomyotischen und endometrialen Driisenzellen erscheint dieser
Mechanismus als eher unwahrscheinlich. Ist eine adenomyotische Lésion entstanden,
scheinen Invasion und Migration zentrale Prozesse in der Progression der Erkrankung zu
sein. Aufgrund nachgewiesener reduzierter E-Cadherin Expression und erhdhter
Vimentin und N-Cadherin Expression in Epithelzellen der Adenomyose wird von vielen
Autoren auch in der Pathogenese der Adenomyose eine EMT vermuten (Chen et al. 2010,
Qi et al. 2015). In Zusammenschau der anerkannten Invaginationstheorie und dem
hyperostrogenen Status der adenomyotischen Lasionen vermutet Chen et al. (2010) eine
Ostrogenabhéngige Aktivierung des Prozesses. Alternativ konnte eine durch den TIAR
Mechanismus ausgeloste Plattchenaktivierung und — aggregation die EMT induzieren
(Garcia-Solares et al. 2018). Die vorliegende Forschungsarbeit ergibt keine Hinweise auf
einen Verlust der Zell-Zell Kontakte in den eutopen Endometrien oder in den Lésionen
der Patientinnen mit Adenomyose. Der epitheliale Phanotyp der Zellen bleibt erhalten.
Folglich sprechen die hiesigen Ergebnisse gegen eine komplette EMT als zentralen

Mechanismus der Adenomyoseentstehung.

5.2 Analyse der Expression von Claudin 1

Durch das ubiquitdre Vorkommen kann die fundamentale Rolle von Claudin 1 am Aufbau
und Erhalt von Tight Junctions laut Reinhold & Rittner (2017) durch kein anderes
Mitglied der Claudin-Familie ersetzt werden. In der vorliegenden Studie erfolgt erstmalig

eine umfassende vergleichende Analyse der Expression von Claudin 1 im eutopen
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Endometrium gesunder Frauen, an Endometriose oder Adenomyose erkrankter Frauen
und extrauterinen pelvinen Lasionen im Ovar, des Peritoneums und anderer Bauchorgane.
In den Untersuchungen der eutopen Endometrien gesunder und erkrankter Frauen
konnten in keiner der beiden Gruppe zyklusabhingige Unterschiede gezeigt werden.
Diese Beobachtung unterstreicht die Befunde von Gaetje et al. (2008). Wahrend mittels
Microarray-Untersuchungen fiir die Claudine 3,4 und 7 eine strenge zyklusabhingige
Regulation gezeigt werden konnte, waren fiir die Claudine 1 und 5 keine Unterschiede
wihrend der verschiedenen Phasen des Menstruationszyklus zu finden (Gaetje et al.
2008). Sobel et al. (2006) hingegen berichteten von einer zyklusabhéngigen Regulation
von Claudin 1 mit einer erhohten Expression in der sekretorischen Phase. Eine mogliche
Erklarung fiir die Diskrepanz konnte in der geringen Probenanzahl dieser Studie liegen.
Zudem beurteilte er die Expression nur mit dem Prozentsatz an positiven Driisen und
nicht wie in der vorliegenden Studie mittels H-Score.

Der Vergleich der Endometrien gesunder und erkrankter Frauen ergibt in der
vorliegenden Arbeit hinsichtlich der Proteinexpression von Claudin 1 keine signifikanten
Unterschiede, was wie bereits im Diskussionsteil von Claudin 10 erortert, fiir den Erhalt
der Zell-Zell Kontakte spricht.

In den Epithelzellen der endometriotischen und adenomyotischen Lésionen konnte
ebenfalls eine starke Expression von Claudin 1 aufgezeigt werden und eine Tendenz zur
erhohten Expression war zu erkennen. Nur in den extrauterinen Lésionen zeigt sich dieser
Unterschied als statistisch signifikant, was in Ubereinstimmung mit den Befunden von
Gaetje et al. (2008) steht, die mittels Microarray-Analyse eine erhohte Expression von
Claudin 1 in peritonealen Lésionen im Vergleich zum eutopen Endometrium aufzeigten.
Eine erhdhte Expression von Claudin 1 wurde bei einigen Krebsarten, unter anderem bei
Colon-, Pankreas- und Mundhohlenkarzinomen beobachtet (Dhawan et al. 2005,
Tsukahara et al. 2005, Oku et al. 2006). Im Gegensatz dazu wurden auch einige
Krebsarten identifiziert, bei denen eine Herunterregulation von Claudin 1 und damit ein
Verlust von epithelialer Integritdt und Zellpolaritit nachgewiesen werden konnte
(Higashi et al. 2007, Paschoud et al. 2007, Vire et al. 2008, Seo et al. 2010). Claudin 1
ist eines der am hiufigsten deregulierten Claudine bei Krebs und die Funktion als Tumor
Promotor oder Suppressor hingt von der Lokalisation und der Art des Karzinoms ab.
Diese Beobachtungen zeigen deutlich, dass die Ubertragung der Ergebnisse aus dem
Bereich der Krebsforschung auf die Endometriose einen vorsichtigen und differenzierten

Ansatz erfordern. Wir gehen davon aus, dass die erhohte Expression von Claudin 1 in den
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extrauterinen Lésionen nicht von pathogenetischer Relevanz ist. Dennoch bestitigt unsere
Beobachtung erneut den Erhalt der Zell-Zell-Kontakte in den extrauterinen Lédsionen.
Bei der Auswertung der immunhistologisch gefdrbten Préiparate ist in einigen Préparaten
ein abnormes Féarbemuster zu beobachten. Es sind einzelne membrands sehr stark
angefarbte Zellen in einem eher schwach angefdrbten Epithelverbund zu erkennen
(Abbildung 6). Da dieses Fiarbemuster sowohl in Endometrien, als auch in
Adenomyoseldsionen und in ektopen Endometriosldsionen zu beobachten ist, gehen wir
davon aus, dass diese Beobachtung keinen pathophysiologischen Bezug zur
Endometriose oder zur Adenomyose hat. Vielmehr vermuten wir, dass dieses
Féarbemuster auf einen weiteren Zelltyp hinweist, der neben den glanduliren Epithelzellen
die Uterusdriisen charakterisiert.

Wie bereits erwéhnt, spielt Claudin 1 als barrierebildendes Protein in vielen Bereichen
des Korpers eine entscheidende Rolle, unter anderem bei der Aufrechterhaltung der Blut-
Nerven Schranke (Reinhold & Rittner 2017). Die Funktion von Claudin 1 als einer der
wichtigsten perineuralen Zellmarker (Reinhold et al. 2018) nutzten bereits Manole et al.
(2015) zur Untersuchung von demyelinisierenden peripheren Neuropathien.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Claudin 1 in Perineurien genutzt,
um Co-Lokalisationen von Endometrioseldsion und nervalen Strukturen zu identifizieren
und eine mogliche Schmerzkorrelation zu untersuchen. Dies geschah vor dem
Hintergrund, dass Mechsner et al. (2007) in ungefdhr 75% der Fille eine direkte Co-
Lokalisation von Nervenfasern und peritonealen endometriotischen Lésionen darstellen
konnten. Dass die Néhe dieser beiden Strukturen womdoglich Auswirkungen auf klinische
Beschwerden, vor allem auf die Schmerzen im Becken, die Dysmenorrhoe und die
Dyspareunie haben konnte, beschrieben auch andere Autoren (Anaf et al. 2000, Tulandi
et al. 2001). In unseren Priparaten sind in 88% der tief infiltrierenden, 70% der
peritonealen und 16% der ovariellen Endometrioseldsionen eine Co-Lokalisation von
peripheren Nerven und Lésionen nachzuweisen. Der durchschnittliche Periodenschmerz
bei den Frauen mit tief infiltrierender Endometriose liegt bei 7,6 Punkten, bei Frauen mit
peritonealer Endometriose bei 8,2 und bei den Patientinnen mit ovarieller Endometriose
bei 7,2 Punkten. Diese Ergebnisse zeigen folglich, dass Patientinnen mit vermehrten Co-
Lokalisationen nicht unbedingt auch einen stirkeren Periodenschmerz empfinden.

Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss jedoch beriicksichtigt werden, dass bei nur
zwei der befragten Frauen mit ovarieller Endometriose die Krankheit auf die Ovarien

begrenzt war. Bei der Mehrzahl der Frauen liegt neben der ovariellen Endometriose eine
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weitere Entitdt vor. Da die Endometriose eine multifaktorielle Erkrankung ist, kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Ndhe von Endometrioseldsion und
peripherem Nerv ein weiterer Faktor ist, der zur Schmerzbildung beitragt. AuBerdem
lassen diese Beobachtungen die Uberlegung zu, dass die Dysmenorrhoe primér durch den
Uterus selbst bedingt sein konnte, wihrend die extrapelvinen Lésionen fiir die Auslosung
anderer Schmerzarten verantwortlich sind. Weiterfilhrende Analysen in Richtung einer
moglichen Korrelation mit Angaben zur Dyspareunie, Dysurie und Dyschezie wéren von
Interesse gewesen um gegebenenfalls lasionsinduzierte Schmerzphédnomene genauer zu
identifieren. Diese konnten jedoch an dieser Stelle aufgrund von unzureichenden Daten

nicht durchgefiihrt werden.

5.3 Bedeutung der Ergebnisse in Bezug auf eine Epithelial-mesenchymale Transition

Zusammenfassend kann ein Verlust an Zell-Zell-Kontakten und damit ein moglicher
Verlust des epithelialen Phénotyps in unseren Experimenten mit Claudin 1 und 10 sowohl
in der Endometriose als auch in der Adenomyose nicht beobachtet werden. In der
Ubersichtsarbeit von Konrad et al. (2020) wurden Studien, die weitere epitheliale Marker,
unter anderem E-Cadherin in den eutopen Endometrien erkrankter und gesunder Frauen
untersuchten, verglichen. In sechs von acht Studien konnten keine signifikanten
Unterschiede nachgewiesen werden. In den Vergleichen mit endometriotischen Lésionen
fiel hingegen eine reduzierte Expression von E-Cadherin auf. In Ubereinstimmung mit
dem Konzept der EMT wurde in der iiberwiegenden Mehrheit der Studien zusitzlich ein
inverser Anstieg der mesenchymalen Marker in den ektopen Lésionen beobachtet.
Entscheidend ist die Beobachtung, dass in den genannten Studien die Verdnderungen der
epithelialen und mesenchymalen Markern vorwiegend nach der Implantation in ektopes
Gewebe stattfinden und folglich die epithelial-mesenchymale Transition nicht der
auslosende Faktor fiir die Dissemination der endometrialen Zellen sein kann. In
Anbetracht der publizierten Studien, insbesondere der zusammenfassenden
Ubersichtsarbeit von Konrad et al. (2020) scheint die EMT kein ,,all-or-nothing process*
zu sein, sondern ein Vorgang mit verschiedenen Zwischenstadien. Durch den Zugewinn
mesenchymaler Marker und den jedoch zeitgleich weiterhin bestehenden stabilen Zell-
Zell-Kontakten kann unseres Erachtens von einer partiellen EMT in den
Endometrioseldsionen gesprochen werden (Konrad et al. 2020). Es erscheint plausibel,

dass diese Verdnderungen am ehesten durch die Unterschiede in der direkten Umgebung
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der extrauterinen Lasionen ausgelost werden. Verschiedene Aspekte, unter anderem
verdnderte inflammatorischen Faktoren und epigenetische Ereignisse werden in diesem

Zusammenhang diskutiert (Koninckx et al. 2019, Konrad et al. 2020).

5.4  Analyse der Expression von Claudin 5

Neben der retrograden Menstruation scheinen noch weitere Faktoren in der Entstehung
der Endometriose eine Rolle zu spielen, da nur ungefdhr 10% der Frauen eine
symptomatische Endometriose entwickeln (McLaren 2000). Fiir eine erfolgreiche
Adhision, die Implantation und das Uberleben des versprengten Gewebes ist eine
ausreichende Versorgung mit Néhrstoffen notwendig. Vor diesem Hintergrund und der
hiufig genannten Parallele zur Metastasierung bei Tumorerkrankungen vermuten einige
Autoren, dass die Angiogenese eine entscheidende Komponente in der Pathophysiologie
der Endometriose ist (Groothius et al. 2005, Laschke & Menger 2007). Es wird
beschrieben und angenommen, dass die Vaskularisierung der Lédsionen durch das
Einwachsen neuer Blutgefifle aus dem umgebenden Gewebe entsteht (Laschke et al.
2011). An diesem Punkt greift die vorliegende Arbeit an und untersucht neben der
Vaskularisierung in den Endometrien, den extrauterinen Lisionen und den
Adenomyoseldsionen auch die Vaskularisierung in der niheren Umgebung um die
extrauterinen Lésionen.

Wir entschieden uns fiir den Endothelmarker Claudin 5, der nach aktuellem Wissenstand
im Gegensatz zu den etablierten Endothelmarkern Cadherin 5, CD31 und CD34 erstmalig
in den Endometrien als solcher verwendet wird. Als Hauptkomponente der Tight
Junctions in vaskuldren Endothelzellen (Hata et al. 2014) ist dieses Protein ein exzellenter
immmunhistochemischer Endothel-Marker (Escudero-Esparza et al. 2012). In unseren
Féarbungen zeigt sich eine starke Positivitit der Endothelien, nicht jedoch der epithelialen
Driisenzellen, was von den Befunden von Mendoza-Rodriguez et al. (2005) abweicht, die
Claudin 5 im Driisenepithel nachwiesen. Vergleichsfarbungen bestétigen, dass alle durch
den weithin anerkannten und hiufig genutzten Endothelmarker CD31 angeférbten Gefal3e
auch eine Positivitit fiir Claudin 5 zeigen. Diese Doppelanfiarbung wurde bereits von Herr
et al. (2012) in peritonealem Gewebe dargestellt. Die immunhistologischen Farbungen
mit Claudin 5 ermdglichen neben der Quantifizierung der Vaskularisation im Gegensatz
zu CD31 auch eine Beurteilung der Permeabilitit der Gefile aufgrund der

barrierebildenden Tight Junction Funktion des Proteins Claudin 5.
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Die Untersuchung der Endometrien gesunder und an Endometriose erkrankter Frauen
ergibt keinen signifikanten Unterschied in der Vaskularisierung, was die Befunde von
Matsuzaki et al. (1998) unterstreicht. Unsere Beobachtungen stehen jedoch im Gegensatz
zu den Ergebnissen von Healy et al. (1998), die dem eutopen Endometrium die
Eigenschaft zur verstirkten Proliferation zusprachen.

Der monatliche Zyklus des Endometriums erfordert neben wiederholtem Wachstum
neuer Driisen und Stroma auch die Angiogenese. Die endometriale Vaskularisierung wird
unter anderem {iber den vascular endothelial growth factor (VEGF) kontrolliert, welcher
wiederum den zyklisch schwankenden Konzentrationen der ovariellen Hormone
unterliegt (Shifren et al. 1996). Dennoch konnten in den meisten Studien bisher keine
zyklusabhingigen Verdnderungen der Gefdldichte in den Endometrien beobachtet
werden (Schindl et al. 2001, Li et al. 2006, Gaetje et al. 2008). Auch in unseren
Untersuchungen sind sowohl in den Endometrien gesunder als auch in den Endometrien
erkrankter Frauen keine zyklusabhidngigen Unterschiede festzustellen.

Die Analyse der extrauterinen Lésionen ergibt eine signifikant erhohte Vaskularisierung
in den peritonealen und tief infiltrierenden Lisionen im Vergleich zu den eutopen
Endometrien. Diese Beobachtung geht einher mit den Ergebnissen von Robin et al.
(2016), die in diesen Entititen ebenfalls einen erhohte Gefafldichte darstellten. Auch
Machado et al. (2008) und Stratopoulou et al. (2021) beschrieben eine erhdhte
Vaskularisierung in den Lasionen der tief infiltrierenden Endometriose. Die Analyse der
ovariellen Endometriose ergibt keine signifikanten Werte, was am Ehesten auf die
geringe Probenanzahl zuriickzufiihren ist.

In den umliegenden Gewebearealen der endometriotischen Lésionen ist jedoch keine
erhohte Vaskularisierung darzustellen. Diese Beobachtung spricht gegen die Annahme
von Laschke et al. (2011), die von einem Einwachsen der Blutgefile aus dem
Umgebungsgewebe berichten. Nach Sichtung der aktuellen Literatur hat bisher kein
Autor eine Gefaverbindung zwischen der Ldsion und dem Umgebungsgewebe darstellen
konnen. Es wire vorstellbar, dass die Gefdalle der Lasion bereits von der Lésion selbst
mitgebracht wurden und die verstirkte Vaskularisierung in den Léasionen durch
stimulierende Faktoren der Lision selbst induziert wurde, um das extrauterine Uberleben
zu sichern. Es scheint plausibel, dass durch die retrograde Menstruation nicht nur
epitheliale und stromale Zellen, sondern auch endotheliale Zellen verschleppt werden.
Somit sind in Zusammenschau der Befunde unsere Ergebnisse ein weiteres Argument fiir

die Implantationstheorie nach Sampson und sprechen eher gegen die Stammzelltheorie,
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denn eine Differenzierung von Stammzellen in drei verschiedene Zelltypen ist schwer
vorstellbar. Um die hier aufgefithrten Uberlegungen zu bestitigen, wiren Analysen von
Serienschnitten und Untersuchungen mit Endothelmarkern, die nur im Endometrium
nachzuweisen sind notwendig. Letztendlich geben die vorliegenden Ergebnisse Hinweise
darauf, dass eine ausgeprigte Angiogenese, wie sie zum Beispiel fiir die Metastasierung
bei malignen Erkrankungen erforderlich ist, fiir das Uberleben einer Endometrioselision
vermutlich nicht notwendig ist. Im Gegensatz zu der iiberwiegenden Anzahl von
Metastasen bleiben Endometrioseldsionen im Vergleich eher klein und prisentieren sich
in ihrer Ausdehnung im Verlauf konstant. Die durch die Desquamation mitgebrachte
Vaskularisierung der Lésion und der Erweiterung dieser bereits bestehender Gefil3e
scheint fiir das Uberleben ausreichend zu sein.

Ahnlich zu den extrauterinen Lisionen und in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
Tokyol et al. (2009) und Li et al. (2006) ist in den Adenomyoseldsionen eine signifikant
erhohte Vaskularisierung aufzufinden. Es zeigt sich jedoch erneut, dass das umliegende
myometriale Gewebe im Vergleich zum gesunden Myometrium keine erhohte
Vaskularisierung aufweist. Folglich ist es schwer vorstellbar, dass das umliegende
Gewebe durch Neoangiogenese die Lision versorgt. Vielmehr erhalten wir Hinweise
darauf, dass die Lasion, sowohl adenomyotischer als auch endometriotischer Natur ihre
Vaskularisierung mitbringt.

Die aktuell fithrende Theorie =zur Entstehung der Adenomyose ist die
Invaginationstherorie. Durch physiologische Prozesse, wie zum Beispiel der
Menstruation kommt es zur verstdrkten Uterusperistaltik was Schéden an der junktionalen
Zone auslost. Liegt zusitzlich eine genetische Pridisposition vor oder kommt es zur
Traumatisierung der Gebarmutter kann es an der Junktionszone zur Invagination von
endometrialen Endometriumzellen in das Myometrium kommen und damit zur
Entstehung von ektopen Herden (Leyendecker & Wildt et al. 2009). Durch die
ausgeldsten lokalen inflammatorischen und hypoxischen Reaktionen kommt es unter
anderem iiber hormonelle Prozesse zur Produktion von VEGF und damit zur erh6hten
Vaskularisierung (Goteri et al. 2009). Eine erhohte Vaskularisierung des eutopen
Endometriums von Patientinnen mit Adenomyose ist in unserer Arbeit jedoch nicht zu
beobachten. In dem systemischen Review von Harmsen et al. (2019) wurde aufgezeigt,
dass es wohl einige Studien gibt, die dhnliche Ergebnisse nachweisen konnten (Schindl
et al. 2001, Tokyol et al. 2009), viele Studien jedoch auch eine erhdhte Vaskularisierung

der eutopen Endometrien von Patientinnen mit Adenomyose aufzeigen (Li et al. 2006,
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Huang et al. 2014, Wang et. al 2016). Ein moglicher Erkldrungsversuch dieser
diskrepanten Ergebnisse sind die unterschiedlichen Krankheitsstadien, in denen sich die
untersuchten Patientinnen befinden. Im Anfangsstadium der Adenomyose kommt es zum
Zeitpunkt der Untersuchung zur Invagination von endometrialen Driisen und Stroma in
Richtung des Myometriums. Fiir diesen aktiven Prozess ist moglicherweise eine erhohte
Vaskularisierung zur Versorgung mit Nahrstoffen notwendig. Ist die Invagination in das
Myometrium bereits erfolgt, findet im Endometrium kein aktiver Prozess mehr statt und
es bedarf keiner gesteigerten Nihrstoffversorgung mehr.

Bei der Analyse der Adenomyoseldsionen féllt auBerdem auf, dass die Gefille im
Vergleich zu den GefiaBBen in den Endometrien und den endometriotischen Lisionen ein
groBeres Lumen haben. Diese morphometrische Auffilligkeit wurde durch eine
computerunterstiitzte vergleichende Analyse der Gefdf3flachen bestdtigt. Die Gefédlle der
Adenomyose sind um ca. das 4-fache groBer als die des Endometriums. Die extrauterinen
Entititen hingegen zeigen gegeniiber den Endometrien keine signifikanten Unterschiede.
Eine Verdnderung des GefaBdurchmessers wurde bereits von Ota et al. (1998)
beschrieben, die von einer ca. 4fach vergroBerten mittleren GefdBoberfliche der
endometrialen Gefiale bei Frauen mit Adenomyose verglichen zu der Kontrollgruppe
berichten. Oh et al. (2013) berichten von einem verstirkten Vorkommen der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) in den Endometrien und den
Myometrien bei Patientinnen mit Adenomyose. Uber die dadurch verstirkte Aktivierung
der Cyclooxygenase kommt es zur Freisetzung von Prostaglandin E2, was durch
Stimulation der Uteruskontraktion zur Dysmenorrhoe fiihrt (Salvemini et al. 1993, Oh et
al. 2013). Neben der thrombozytenhemmenden Wirkung hat Stickstoffmonoxid
auBBerdem einen vasodilatatorischen Effekt. Hieriiber ist gegebenenfalls unsere
Beobachtung der vergroBerten Gefdlldurchmesser in den Andenomyoseldsionen zu
erklaren. Der Vergleich der Endometrien von betroffenen Patientinnen mit Adenomyose
(n:9, Mittelwert GefiBfliche:150um?) und jenen Patientinnen ohne Adenomyose (n:11,
Mittelwert GeféBfliche 120um?) liefert keine signifikanten Unterschiede, jedoch ist eine
minimale Tendenz zur vergroBerten GefaB3fliche in den Endometrien jener Patienten mit
Adenomyse zu erkennen, was folglich zu der Beobachtung von Oh et al. (2013) passt.
Wie bereits angesprochen, ermoglicht der in der vorliegenden Arbeit entwickelte
Vaskularisationsscore Aussagen iiber die Quantitét als auch iiber die Qualitdt der Gefdfe.
Nach der Aufschliisselung des Scores in getrennte Beurteilungen der Fliche und der

Férbeintensitdt zeigt sich, dass sowohl bei der Adenomyose als auch bei den extrauterinen
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Lasionen insbesondere die groBere Fldche den hohen Vaskularisationsscore bedingt. Eine
Verdanderung der Férbeintensitdt und damit der Barrierefunktion der Endothelien im
Vergleich zu den eutopen Endometrien und den gesunden Gewebeproben ist nicht zu
erkennen. Eine Herunterregulation von Claudin 5 ist assoziiert mit einer erhohten
endothelialen Permeabilitidt (Herr et al. 2012, Yu et al. 2013). Es wurde vermutet, dass
eine verstarkte Angiogenese zu fragilen Gefdalen mit erhohter Permeabilitét fiihrt und
damit eine Hypermenorrhoe bedingen konnte (Leyendecker & Wildt et al. 2009, Harmsen
et al. 2019). Dies kann durch unsere Ergebnisse nicht bestétigt werden.

Wie die dargestellten Ergebnisse und die Einordnung in die passende Literatur gezeigt
haben, ist sowohl fiir die adenomyotischen als auch fiir die endometriotischen Lasionen
eine hohe Vaskularisierung nachweisbar. Diese Erkenntnisse wurden bereits genutzt und
antiangiogene Medikamente getestet. Unter anderem wurden VEGF-Blocker und
Inhibitoren in Mausmodellen verwendet, die zur Reduktion der Anzahl von
endometriotischen Lisionen, zur verringerten Gefdl3dichte, zur erh6hten Apoptoserate
und zu reduzierten VEGF Spiegeln in der Peritonealfliissigkeit fiihrten (Ricci et al. 2011,
Laschke & Menger 2012, Rocha et al. 2013). Ein moglicher Grund warum sich diese Art
der Therapie trotz dieser teils vielversprechenden Ergebnisse in den Tiermodellen in der
klinischen Anwendung noch nicht durchgesetzt hat, ist, dass die antiangiogene Therapie
auch negative Auswirkungen auf die physiologische Angiogenese hat. So kdnnen zum
Beispiel Prozesse wie der Eisprung und die Wundheilung beeinflusst werden, was
negative Auswirkungen auf die Fertilitét bei Frauen im fortpflanzungsfahigen Alter haben

kann (Chung & Han 2022).

5.5 Stérken und Limitationen

Bei der hier vorliegenden Dissertation handelt es sich um eine experimentelle
Forschungsarbeit, die in Zusammenarbeit mit einem klinisch-wissenschaftlichen
Zentrum fiir Endometriose und Adenomyose erstellt wurde. Dies ermoglichte die
Nutzung eines umfassenden Datensatzes, der aufgrund der Anzahl an Proben
vergleichende Analysen von Endometrien gesunder und an Endometriose erkrankter
Frauen und Proben verschiedener Endometrioseentititen ermdglicht. Nur so konnte
untersucht werden, ob die Ursache fiir die Endometriose im Endometrium liegt und ob
den Entitdten eine gemeinsame oder eine unterschiedliche Pathophysiologie zu Grunde

liegt.  Hierfir wurden je nach Antikdrper 38-48 Endometriumschnitte, 33-38
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Adenomyoseschnitte und fiir die einzelnen Entititen je 11-28 Gewebeschnitte
immunhistologisch gefarbt und analysiert (Tabellen 1-6). Das durchschnittliche Alter der
Frauen, deren Endometrien untersucht wurden war sehr dhnlich und reichte von minimal
37 Jahren bei Patientinnen mit Endometriose bis zu maximal 43 Jahren bei Patientinnen
mit Adenomyose (Tabellen 1,3,5). Im Gegensatz dazu waren die Patientinnen, deren
extrauterine Lisionen analysiert wurden im Schnitt jiinger. Das durchschnittliche Alter
betrug knapp 35 Jahre (Tabellen 2,4,6). Grund hierfiir ist am ehesten, dass die Entfernung
der Endometrioseherde oftmals in jlingeren Jahren mit dem Ziel der Schmerzreduktion
und dem Erhalt der Fruchtbarkeit durchgefiihrt wird. Eine Hysterektomie wird bei Frauen
mit Endometriose in der Regel erst dann in Erwédgung gezogen, wenn andere
medizinische Griinde vorliegen, die Familienplanung abgeschlossen ist oder alternative
Behandlungsoptionen erschopft sind.

Die Endometriumschnitte der Kontrollgruppe stammen von Hysterektomien, die zum
Beispiel zur Entfernung von Myomen oder bosartigen Tumoren durchgefiihrt wurden. Es
wurde bei der Auswahl dieser Schnitte explizit darauf geachtet, Gewebeschnitte zu
wihlen, bei denen keine Anteile der zugrunde liegenden Erkrankung erkennbar waren.
Dennoch ist nicht komplett auszuschlieBen, dass diese Erkrankungen die vorliegende
Auswertung der Endometriendriisen beeinflussen.

Die enge Zusammenarbeit mit der klinischen Praxis, zum Beispiel das Mitwirken in der
Endometriose-Sprechstunde, erweiterte das Wissen iiber das Krankheitsbild der
Endometriose und der Adenomyose. Zusammen mit einer umfassenden
Literaturrecherche eroffnete sich so die Mdoglichkeit fiir eine ganzheitliche und
umfassende Analyse. Durch die Literaturrecherche wurde sichergestellt, dass die
Ergebnisse dieser Studie in einem breiten Kontext diskutiert und aktuelle
wissenschaftliche Erkenntnisse berticksichtigt werden.

Als Limitationen dieser Arbeit muss die Unvollstdndigkeit des Datensatzes angesprochen
werden, insbesondere hinsichtlich der Erfassung der Schmerzdaten der befragten
Patientinnen durch das medizinische Personal.

AuBerdem ist beziiglich der Auswahl der Proteine zu beriicksichtigen, dass Claudine sehr
sensitive, jedoch keine spezifischen Endometriumsmarker sind, da sie nicht
ausschlieBlich im Endometrium vorkommen und ihre verdnderte Expression nicht
einzigartig fir Endometriumpathologien sind.

Fiir die Auswertung der immunhistologisch aufgearbeiteten Gewebeschnitte wurden

moglichst objektive und standardisierte Analysemethoden gewidhlt. Der H-Score ist bei
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korrekter Durchfiilhrung eine Methode mit hoher Reproduzierbarkeit. Er liefert
numerische Ergebnisse, die eine statistische Auswertung ermdglichen. Der H-Score
beruht auf der Auszdhlung der Driisen eines Prédparats und der Beurteilung der
Férbeintensitit und damit auf der umfassenden Betrachtung eines Préiparats. Jedoch lasst
er die zellulire Lokalisation unbeachtet. Deshalb wurde fiir die Beurteilung der
Auftalligkeiten in der zelluldren Proteinlokalisation fiir Claudin 10 ein Lokalisationsscore
entwickelt, angelehnt an Horné et al. (2019).

Fiir die Beurteilung der Vaskularisierung entwickelten wir den Vaskularisierungsscore.
Eine Stérke dieses Scores ist zum einen die allseitige Betrachtung durch Erfassung der
Quantitdt und der Qualitit der Gefdle. Fiir die Analyse wurde das computergestiitzte
Bildanalysesystem Image 7 genutzt, um hierbei moglichst objektive und reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten. Die Funktion Colour Threshold ermdglichte die Darstellung und
Berechnung aller Areale eines begrenzten spezifischen Farbbereichs. Eine Limitation
dieser Arbeit ist, dass es bei vereinzelten Priparaten aufgrund von unzureichender
Gewebequalitdt oder unspezifischen Anfiarbungen zur falschlichen Miterfassung oder
zum félschlichen Verkennen einzelner Areale kam, wodurch die Bildanalyse beeinflusst

sein konnte.

5.6  Schlussfolgerung und Ausblick

Die Erkenntnisse dieser Doktorarbeit liefern einen Einblick in die komplexe, umfassende
und wahrscheinlich multifaktoriell bedingte Pathogenese der Endometriose. Die
Untersuchung des epithelialen Charakters von eutopen und ektopen Endometriumzellen
anhand von zwei prominenten Bausteinen der Tight Junctions ermoglichte die
Bestitigung einer partiellen EMT als pathophysiologischen Mechanismus in der
Entstehung der Endometriose und der Adenomyose. Die hohe Ahnlichkeit des
endometrialen Ursprunggewebes und der Lasionen ist am ehesten ein Beleg fiir die
Transplantationstheorie nach Sampson und mit der retrograden Menstruation, der
anschlieBenden peritonealen Anheftung und der Implantation plausibel vereinbar. Zudem
suggerieren die Beobachtungen, dass keine wesentlichen Zellverdnderungen fiir die
Desquamation der endometrialen Zellen notwendig sind und die Zellablosung durch die
physiologische Menstruation gegeben ist. Die beschriebenen Zellverdnderungen in den
Lésionen scheinen erst nach Implantation in das Gewebe zu entstehen und damit am

ehesten die Folge der verdnderten Umgebung zu sein. Es bleibt in weiteren Experimenten
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zu klaren, welche Faktoren der Wirtsumgebung hierfiir verantwortlich sein konnten. Eine
Analyse von Zellen im Zwischenstadium, wihrend der Desquamation und dem
retrograden tubaren Transport konnte weitere Hinweise geben. Was ebenfalls fiir die
Entstehungstheorie von Sampson spricht, sind die Ergebnisse der Untersuchungen der
Vaskularisierung. Nach Implantation der Lasionen in ektopem Gewebe liel} sich in der
vorliegenden Forschungsarbeit in der ndheren Umgebung keine ausgeprigte
Angiogenese nachweisen. Dies konnte darauf hinweisen, dass es durch die retrograde
Menstruation zur Mitverschleppung von Endothel kommt und dadurch die Versorgung
der Lasion gewihrleistet wird. Experimente mit Serienschnitten zur Darstellung der
angiogenen Architektur konnen in diesem Fall Klarheit schaffen.

Das Aufdecken der Dislokation von Claudin 10 in extrauterinen Lésionen erdffnet die
Moglichkeit funktionelle Auswirkungen dieses Proteins zu erforschen und somit
potenzielle therapeutische Ansétze zu identifizieren. Ein weiterer dieser Ansitze ist die
ausgepragte Vaskularisierung in den Lisionen. Es ist von Bedeutung, den Charakter der
Gefdlle in den Endometrioseldsionen weiter zu untersuchen und angiogene Signalwege
zu identifizieren, um eine spezifische Therapie mit wenig potenziellen Nebenwirkungen

zu entwickeln.
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6 Zusammenfassung

Die Endometriose und die Adenomyose sind zwei hédufige gynakologische Krankheits-
bilder, die fiir die erkrankten Frauen einen hohen Leidensdruck bedeuten. Trotz der
erheblichen Einschrinkung der Lebensqualitét ist die Pathophysiologie dieser zumeist
chronischen Erkrankungen weiterhin nicht vollstdndig erklért. Diese Arbeit untersucht
drei strukturelle Proteine der Claudin-Familie und ihre Expression in der Endometriose
und der Adenomyose immunbhistologisch. Es erfolgen vergleichende Analysen in eutopen
Endometrien gesunder und erkrankter Frauen, extrauterinen Lésionen des Ovars und des
Peritoneums, der tief infiltrierenden Endometriose und in Lésionen der Adenomyose
anhand des Prozentsatzes an positiven Driisenzellen und des H-Scores. Zum einen werden
mit Claudin 1 und 10 Proteine analysiert, die eine wichtige Rolle im Erhalt der Zell-Zell
Adhision und der Integritdt des Zellverbands spielen. Es kann der Erhalt des epithelialen
Charakters sowohl in den Endometrien erkrankter Frauen als auch nach Implantation in
ektopes Gewebe gezeigt werden. Somit kann die These einer kompletten Epithelialen-
Mesenchymalen-Transition als ursidchlicher Mechanismus fiir die Abwanderung der
eutopen Endometrienzellen nicht bestétigt werden. Wéahrend Tumorzellen Mechanismen,
wie die EMT, bendtigen um aus Zellverbdnden auszubrechen, erleichtert die
physiologische monatliche Menstruation das Ablosen der endometrialen Zellen. In
Zusammenschau der bereits publizierten Studien {iber den inkompletten Verlust von
epithelialen Markern und dem Zugewinn an mesenchymalen Markern kann von einer
partiellem EMT ohne Verlust der Zell-Zell-Kontakte in den ektopen Endometriumzellen
ausgegangen werden. AuBerdem kann die groBe Ahnlichkeit des endometrialen Gewebe
und der Lasionen als Ausdruck fiir einen gemeinsamen Ursprung aufgefasst werden, was
die Entstehungstheorie nach Sampson unterstreicht. Als weiterer Aspekt dieser Arbeit
ermoglicht Claudin 5 eine Analyse der Vaskularisation in der Endometriose und zeigt
auf, dass eine ausgeprigte Angiogenese, wie sie fiir die Tumorgenese charakteristisch ist,
in den extrauterinen Geweben fiir das Uberleben der Lisionen nicht notwendig erscheint.
Die im Rahmen der retrograden Menstruation verschleppten endometrialen Gefille
scheinen ausreichend zu sein. Des Weiteren werden die Proteine auf ihre Beteiligung an
der Symptomentstehung untersucht. Die Lokalisationsverschiebung von Claudin 10 ldsst
durch eine gestorte lonenhomoostase eine Beteiligung an der Entstehung der Infertilitat
erahnen. Durch Claudin 1 werden Co-Lokalisationen von endometrialen Lédsionen und
peripheren Nerven insbesondere in der tief infiltrierenden und peritonealen Endometriose

identifiziert, welche unter anderem den Endometrioseschmerz beeinflussen konnten.
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Summary

Endometriosis and adenomyosis are two common gynecological conditions that cause a
great deal of suffering for affected women. Despite the significant impairment in quality
of life, the pathophysiology of these often chronic diseases remains incompletely
understood. This study investigates three structural proteins of the claudin family and
their expression in endometriosis and adenomyosis using immunohistochemistry.
Comparative analyses are performed in eutopic endometria of healthy and diseased
women, extrauterine lesions of the ovary and peritoneum, deep infiltrating endometriosis,
and adenomyosis lesions based on the percentage of positive glandular cells and the H-
score. Firstly, with claudin 1 and 10, proteins are analyzed that play an important role in
maintaining cell-cell adhesion and the integrity of the cell structure. The preservation of
the epithelial character of the cells can be shown both in the endometria of diseased
women and after implantation in ectopic tissues. Thus, the hypothesis of a complete
epithelial-mesenchymal transition as a causative mechanism for the migration of eutopic
endometrial cells cannot be confirmed. While tumor cells require mechanisms such as
EMT to break out of united cell structures, physiological monthly menstruation facilitates
the detachment of endometrial cells. In conjunction with previously published studies on
the incomplete loss of epithelial markers and the gain of mesenchymal markers, a partial
EMT without loss of cell-cell contacts in the ectopic endometrial cells can be assumed.
In addition, the great similarity of the endometrial tissue and the lesions can be interpreted
as an expression of a common origin, which underlines the theory of origin according to
Sampson. As a further aspect of this work, claudin 5 enables the analysis of the
vascularization in endometriosis and shows that pronounced angiogenesis in the
extrauterine tissues seems to be not necessary for the survival of the lesions. The
endometrial vessels displaced in the context of retrograde menstruation appear to be
sufficient. Furthermore, the proteins are investigated for their involvement in the
development of symptoms. The subcellular localization shift of claudin 10 suggests
involvement in the development of infertility due to a disturbed ion homeostasis. Through
claudin 1, co-localizations of endometrial lesion and peripheral nerve are identified,
particularly in deep infiltrating and peritoneal endometriosis, which, among other things,

might influence endometriosis pain.
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