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1 Einleitung
1.1 Definition der Endometriose und Adenomyose

Endometriose (EM) ist definiert als das Vorkommen Endometrium-artiger Zellverbande
aullerhalb des Cavum uteri [1]. Die ektopen Erkrankungsherde kdnnen mit
Entzindungsreaktionen und Fibrosierung einhergehen [2]. Im Beckenperitoneum
werden peritoneal superfizielle, ovarielle und tief infiltrierende Endometriose (TIE) als
drei Entitdten voneinander abgegrenzt [1]. Ovarielle EM-Herde werden auch als
Endometriome oder Schokoladenzysten bezeichnet [3].

Es gibt die Auffassung, dass EM keine einheitliche Erkrankung, sondern ein Syndrom ist
und als solches Adenomyose (AM) beinhaltet [1, 3]. Im deutschsprachigen Raum
existieren die Bezeichnungen Endometriosis genitalis interna fur AM, genitalis externa
fur die drei erwahnten EM-Entitaten und extragenitalis flr extraperitoneale Lasionen. In
diesem Kontext werden EM und AM eher als zwei Subtypen und nicht als strikt
voneinander trennbare Erkrankungen begriffen [4].

AM st definiert als die Anwesenheit von endometrialen Drisen und Stroma in oft
hypertroph-hyperplastisch verandertem Myometrium [5]. Bei der histopathologischen
Befundung ist ein willkirlich festgelegter Mindestabstand von 2,5mm zwischen dem

oberflachlichsten AM-Herd und der endomyometrialen Grenze gebrauchlich [6].
1.2 Epidemiologie der Endometriose und Adenomyose

Die EM-Pravalenz bei Frauen im reproduktiven Alter liegt bei 2-10% [7]. Genauere
Angaben werden erst mithilfe eines zuverldssigen, nicht-invasiven EM-Biomarker
moglich sein [8]. Deutlich héher ist die Pravalenz bei Frauen mit Schmerzen,
eingeschrankter Fertilitdt oder beidem [9]. So sind 30-50% der EM-Patientinnen infertil,
mit einer reduzierten monatlichen Fertilitdtsrate [10]. Die Erkrankung hat eine hohe
Okonomische Relevanz, da sie mit schmerzbedingter Arbeitsunfahigkeit und Subfertilitat
einhergehen kann [11].

Die AM-Pravalenz in der Allgemeinbevdlkerung liegt bei 20-25% und hangt von der
Anzahl befundeter Uterusschnitte ab. AM hat eine hohe Leiomyom- und EM-Koinzidenz
und tritt bei chronischen Schmerz- und Infertilitdtspatientinnen haufiger auf.
Insbesondere Uber 40-jahrige Multipara sind betroffen, aber durch Einsatz bildgebender
Verfahren wurde gezeigt, dass die Erkrankung bereits zwischen der 2. und 3.

Lebensdekade auftreten kann [12].
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1.3 Atiologie und Pathogenese der Endometriose und Adenomyose
1.3.1 Transplantationstheorie nach Sampson

Die auf Sampson zurlickgehende Theorie Uber die Implantation von Endometrium-
Fragmenten in das Peritoneum durch retrograde Menstruation wird favorisiert [9]. Sie
macht EM-Risikofaktoren wie Fehlbildungen des genitalen Ausflusstrakts,
Zervixverschluss (Cerclage), Nulliparitat, frihe Menarche, Hyper- und Polymenorrhd
nachvollziehbar [4, 13]. Ein hohes retrogrades Menstruationsvolumen und viele
Regelblutungen kénnen die Implantationswahrscheinlichkeit erhdhen  [14].
Alleingenommen ist eine retrograde Menstruation fir die Erkrankungsentstehung jedoch
nicht ausreichend. Sie tritt bei 90% der Frauen auf, aber deutlich weniger entwickeln eine
EM, sodass weitere Faktoren beteiligt sein missen, z.B. eine peritoneale
Barrierestérung und ein dysfunktionales Immunsystem, das nicht in der Lage ist die
ektopen Zellfragmente zu beseitigen [4, 15]. Der Hauptausbreitungsweg verlauft
transtubar, aber bereits Sampson beschrieb die Maoglichkeit einer hamatogenen
Dissemination [16, 17]. Auf diese Weise, und durch iatrogene Verschleppung bei OPs,

kénnten beckenferne Organe von den EM-Zellen erreicht werden [18, 19].
1.3.2 Metaplasietheorie nach Meyer

Die Metaplasietheorie nach Meyer besagt, dass eine Differenzierung von
Peritoneumzellen in Endometrium-artige Zellen stattfindet. Der Ausléser fur einen
solchen Vorgang ist nicht bekannt. Die Theorie wurde v.a. als Erklarung fir EM und AM-
ahnliche Befunde bei Patientinnen mit Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH) -
Syndrom angefihrt, einer Uterusaplasie ohne funktionsfahiges Endometrium [4]. [.d.R.
existieren in diesen Fallen aber Endometrium-Reste, sodass ein nicht-endometrialer

EM-Ursprung angezweifelt wird und nicht sehr wahrscheinlich ist [20].
1.3.3 Invaginationstheorie nach Cullen

Die Invaginationstheorie nach Cullen zur AM-Entstehung ist weit verbreitet [21]. Das
basale Endometrium wird als Ausgangspunkt der Erkrankung angenommen. Von dort
konnte Schleimhaut in das Myometrium einwachsen. Gestltzt wird die Theorie durch
Kontinuitdtsnachweise  zwischen Basalis- und AM-Drisen und identische

Genmutationen als Indiz fir eine klonale Verwandtschaft [22—24].
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1.3.4 Ursachen fiir eine eingeschrankte Fertilitdt bei Endometriose

Bei EM-assoziierter Infertilitdt wird eine multifaktorielle Genese vermutet. Es ist noch
unklar, wie sich die EM-Herde auf die Fertilitat auswirken [25]. In 20% der EM-positiven
Infertilitatsfalle ist die eingeschrankte Fruchtbarkeit auf makroskopisch sichtbare
Veranderungen wie Adh&sionen zurlckzufuhren. Aber auch bei weniger
fortgeschrittenen Erkrankungsstadien ohne Adhasionen kann eine Infertilitat vorliegen
[4]. Eine proinflammatorisch veranderte Peritonealfllissigkeit hat einen negativen
Einfluss auf das Tubenmilieu, da eine offene Verbindung zwischen Peritoneum und
ampullarem Tubenabschnitt existiert [25]. Auf diese Weise kénnen Tuben-, Eizell- und
Spermienfunktionen beeintrachtigt werden. EM-positive Spendereizellen hatten bei In-
vitro-Fertilisationen (IVF) eine schlechtere Erfolgsrate, wahrend der Empfangerstatus
nicht entscheidend fir den IVF-Erfolg war [26]. Daraus wurde abgeleitet, dass die
Fertilitat bei EM v.a. durch die Eizellqualitat und weniger durch andere Faktoren wie die
Rezeptivitdt des Endometriums beeinflusst wird [27]. Auch die Pinopoden-Entwicklung
als morphologisches Rezeptivitatskriterium im Endometrium war normal [28].
Andererseits  stellten einige Autoren eine abweichende Expression von
Rezeptivitatsmarkern fest [29-31]. Zudem liegt in EM-positivem Endometrium eine
Progesteron-Resistenz vor, die unvorteilhaft fur die Implantation sein kénnte [10].
Zervixschleim-Konsistenz und -Proteom sind verandert, was die Spermien-Aszension

erschweren konnte [32].
1.4 Kilinik der Endometriose und Adenomyose

Die EM deckt ein breites Symptomspektrum ab, von asymptomatisch bis hin zu
unertraglichen, chronifizierten Schmerzen [33]. Die Symptomvielfalt wird durch
zahlreiche Lokalisationen, die Infiltrationstiefe, Herdaktivitdt und Begleitadhasionen
bedingt [34]. Schmerzen und Infertilitdt schranken die Lebensqualitat ein [35]. Haufig
liegt eine Dysmenorrhd vor, die kurz vor der Menstruation einsetzt und sich im
Zyklusverlauf bessert [13]. EM-spezifische Schmerzsymptome lassen Rickschllisse auf
die Herdlokalisation zu. Beispielsweise liegt eine Dyschezie oft bei Darmbefall vor und
Dysurie bei Beteiligung des ableitenden Harnsystems [36]. Trotzdem bleibt das
Schmerzempfinden immer subjektiv und erfahrungsabhangig. Eine Nullipara wird eine
andere Vorstellung vom starksten Schmerz haben, als eine Patientin mit Z.n. vaginaler
Entbindung [37]. Bei Chronifizierung ist EM oft mit Depressionen assoziiert [3].

Die AM verlauft in ca. 1/3 der Falle asymptomatisch [12]. Es gibt keine AM-spezifischen
Symptome, da es oft Uberschneidungen mit anderen gynakologischen Erkrankungen
wie EM gibt [38]. AM ist als PALM-COEIN-Entitat mit abnormen uterinen Blutungen

(AUB) assoziiert [39], weiterhin mit Infertilitat und Schwangerschaftskomplikationen wie

3
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Frihgeburtlichkeit und Praeklampsie [38]. Kontrovers ist, ob histologische Parameter
wie die Eindringtiefe mit der Symptomintensitat korrelieren [40]. Die oberflachliche AM
soll eher mit Blutungsstérungen einhergehen, wahrend tiefe, Serosa-nahe AM-Herde mit
TIE-ahnlichen Symptomen und somit starkeren Schmerzen in Verbindung gebracht

wurden [41].
1.5 Diagnostik der Endometriose und Adenomyose

Bei EM kann eine sorgfaltige Anamneseerhebung helfen die lange Latenzzeit vom
Auftreten erster Symptome bis zur endglltigen Diagnosesicherung zu verkirzen und
Ausmal und Lokalisation der Erkrankung einzugrenzen [42]. Ein Fragebogen, der EM-
spezifische Parameter erfasst, kann als Vorhersagemodell und zur perioperativen
Verlaufskontrolle genutzt werden [43]. Zur Erfassung der Schmerzsymptome kommt
haufig eine Numerische Analogskala (NRS) zum Einsatz. Sie ist hochsensitiv und
einfach verstandlich, was die Kooperation der Patientinnen fordert und
Mehrfacherhebungen erleichtert. EM-spezifische Schmerzskalen sind bei fehlender
Akzeptanz nicht gebrauchlich. Das Miterfassen der Lebensqualitat ist sinnvoll [37].

Eine korperliche Untersuchung ist bei EM zu ungenau. Weitere Diagnoseschritte sind
notwendig. Gegenwartig kommt kein Biomarker fiir den Klinikalltag in Frage [7].
Transvaginaler Ultraschall (TVUS) und Magnetresonanztomographie (MRT) sind
gleichwertig in Bezug auf Sensitivitat und Spezifitdt, aber TVUS ist mehr von der
Erfahrung des Untersuchers abhangig. Beide Verfahren kénnen die peritoneale EM nicht
ausreichend erkennen [1, 36]. Sie kdnnen die Latenzzeit verklrzen, aber Vorteile durch
eine frihzeitigere EM-Diagnostik sind nicht belegt [7]. Goldstandard bei EM bleibt die
Probenentnahme mit histologischer Diagnosesicherung [1]. Aber auch hier kann ein
negativer Histologiebefund die Erkrankung nicht endglltig ausschlieRen [7].
Intraoperativ wird zeitgleich eine Stadieneinteilung vorgenommen. Weltweit etabliert hat
sich die revidierte ASRM-Klassifikation (rASRM) [44]. Sie erfasst die Herdausdehnung,
-form und -farbe inklusive Adhasionen und teilt die Erkrankung in vier Schweregrade
(minimal, mild, moderat, schwer) ein. Nicht dokumentiert werden die Infiltrationstiefe, AM
und EM extragenitalis. Deswegen wurde im deutschsprachigen Raum zusétzlich die
ENZIAN-KIassifikation flr die TIE ausgearbeitet unter Mitberticksichtigung von AM und
uterusfernen EM-Herden [45]. Kritisiert wird der einseitige Fokus der Klassifikationen auf
das makroskopische Erscheinungsbild und die begrenzte prognostische Aussagekraft.
Unklar ist auch, wann eine Stadieneinteilung erfolgen sollte, um eine Herdmaskierung
im Rahmen einer Hormontherapie (HT) zu vermeiden [46].

Der Endometriose-Fertilitats-Index (EFI) kann Auskunft Giber Schwangerschaftschancen

geben. Er berlcksichtigt den rASRM-Score und anamnestische Informationen zu Alter,
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Dauer des unerfullten Kinderwunsches und friheren Schwangerschaften [27]. Bei EM-
assoziierter Infertilitat sollte zudem die ovarielle Reserve, der Tubenfaktor und die
Fertilitat des Partners abgeklart werden [25].

Ein AM-Verdacht kann sich bei Symptompersistenz nach EM-Sanierung ergeben. Die
Erkrankung kann durch eine Myometriumbiopsie nicht ausgeschlossen werden. Typisch
ist eine verbreiterte Junktionszone (JZ) im MRT oder TVUS. Bildgebung und
histopathologischer Befund korrelieren oft nicht. Ein bildgebend oder histologisch

mehrheitlich akzeptiertes Klassifikationssystem existiert bei AM nicht [12, 21].
1.6 Therapie der Endometriose und Adenomyose

Bei EM ist oft ein dauerhafter Therapieansatz in Form einer Nebenwirkungs-armen,
Langzeit-Therapie notwendig, da es sich um eine chronische Erkrankung handeln kann
[11]. Die Therapie sollte symptomorientiert und nicht auf eine alleinige Verbesserung des
rASRM-Stadiums ausgerichtet sein [37]. Bereits wahrend der histologischen
Diagnosesicherung wird eine Herdsanierung empfohlen [4]. Wiederholte operative
Eingriffe konnen zu Verwachsungen mit Schmerzexazerbation fuhren und bei
Endometriomen zu einer reduzierten ovariellen Reserve. Bei Uber der Halfte der
Patientinnen wird nach sieben Jahren eine Re-OP notwendig [13]. NSAR werden bei
EM-assoziierten Schmerzen oft verschrieben [3]. Hormontherapie (HT) und operative
Therapie sind bei der Schmerzbehandlung gleichwertig. Durch Kombination beider
Therapiemodalitaten kdnnen die besten Ergebnisse erreicht werden [13].

Ziel der HT ist es eine EM-Progression zu verhindern, bei signifikanter Reduktion der
Schmerzen und Rezidivrate. Wird ein hypodstrogener Zustand erreicht, kommt es zu
Herdatrophie, Reduktion der Entzindungsreaktion und Amenorrhd ohne retrograde
Menstruationen. Die HT ist nicht kurativ. Eine praoperative HT hat keine Vorteile und
kénnte die EM-Herde maskieren. Dagegen sollte eine postoperative HT jeder Patientin
ohne unmittelbaren Kinderwunsch empfohlen werden. Erste Wahl im klinischen Alltag
sind kombinierte orale Kontrazeptiva (KOK) und Gestagene wie Dienogest, da sie ein
gutes Nebenwirkungsprofil bei vergleichbarer Wirksamkeit haben [11]. KOK im
Langzyklus sind einer zyklischen Einnahme Uberlegen [47, 48]. Zweite Wahl sind
Gonadotropin-Releasing-Hormon-Agonisten (GnRHa) wie Leuprorelinacetat [11, 49].
Sie kommen bei Therapieversagen oder refraktaren Beschwerden zum Einsatz und
werden subkutan injiziert. Nach sechs Monaten sollte die GnRHa-Therapie durch ein
Add-back-Verfahren erganzt werden. Dabei handelt es sich um eine osteoprotektive
Nebenwirkungsprophylaxe [11]. In Deutschland sind fir die EM-Therapie Dienogest und
Leuprorelinacetat zugelassen. In den USA hat der GnRH-Anatagonist Elagolix seit 2018

eine Zulassung bei fortgeschrittenen EM-Stadien. Im Vergleich zu GnRHa bleibt ein
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initialer Flare-up mit verzogertem Wirkeintritt aus [13, 50]. Bei chronischen Schmerzen
ist eine psychosomatische Mitbetreuung hilfreich, da es zu Depressionen und
Partnerschaftskonflikten kommen kann [51].

Bei peritonealer EM empfiehlt die ESHRE eine Exzision vor Ablation, wahrend die
DGGG keinen Unterschied zwischen den beiden OP-Techniken macht [7]. Bei TIE ist
eine Komplettierungs-OP in einem EM-Zentrum sinnvoll [52]. Eine Hysterektomie wird
als ultima ratio, v.a. bei abgeschlossener Familienplanung, durchgefiihrt [4]. Dennoch
kann auch bei diesem Eingriff ein Rezidiv, z.B. aufgrund mikroskopischer EM-Herde,
nicht komplett ausgeschlossen werden [53].

Bei EM-assoziierter Infertilitdt ist eine HT kontraproduktiv, weil sie i.d.R. keine
Fertilitatsverbesserung bewirkt und wertvolle Zeit flir effektivere, nicht-kontrazeptive
Maflinahmen verloren geht [10]. Eine EM-Sanierung bei rASRM I-ll erhdht die Chancen
fur eine Spontankonzeption signifikant [54]. Diese sollte direkt nach der OP angestrebt
werden, noch bevor es zu einem Rezidiv kommt. In fortgeschritteneren
Erkrankungsstadien wird ein operativer Ansatz zunehmend hinterfragt. Es missen 7,7
OPs durchgefihrt werden, um eine zusatzliche Schwangerschaft zu ermdglichen.
Bereits ein IVF-Versuch ist vergleichbar effektiv [10, 54]. Eine ART sollte bei hoherem
Alter, langandauernder Infertilitdt, vorangegangenen OPs, reduzierter ovarieller
Reserve, schlechtem EFI-Score und Spermiogramm eingesetzt werden. Intrauterine
Inseminationen (IUl) mit oder ohne ovarielle Stimulation kommen bei niedrigeren
rASRM-Stadien und Tubendurchgangigkeit in Frage. Die IVF ist bei Therapieversagen,
mannlichem Faktor und Tubenfaktor die effektivste Methode [27].

Bei AM ist die EM-spezifische HT vergleichbar effektiv [1]. Mithilfe eines Levonorgestrel-
Intrauterinsystems kann lokal eine héhere Hormonkonzentration, JZ-Dickenabnahme,
Schmerzreduktion und verbesserte Lebensqualitdt erreicht werden [55].
Organerhaltende OPs sind aufgrund der oft diffusen Herdverteilung, hohen Rezidivraten
und Perforationsrisiken schwierig. Beispielsweise gibt es die Moglichkeit fokale Herde
hysteroskopisch zu entfernen oder eine radikale Exzision nach Osada durchzufiihren.
AM-Herde kbénnen nicht wie Leiomyome ausgeschalt werden [56, 57]. Die endgiltige

Therapieoption ist eine Hysterektomie [58].
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1.7 Das Seminalplasma-Protein Semenogelin2

Semenogelin (SEMG) 1 und 2 sind multifunktionale Proteine im menschlichen Koérper
[59]. Der Genlokus befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 20 [60]. Die
Gensequenzen fur beide Proteine ahneln sich. 78% der Aminosaure-Sequenz sind
identisch, sodass ein gemeinsamer Ursprung von einem Vorldufergen angenommen
wird [61]. Der Hauptunterschied zwischen beiden Proteinen ist das Ausmald der
Glykosylierung. SEMG2 hat zusatzliche Glykosylierungsstellen und somit ein grolieres
Molekulargewicht. Es liegt halftig in einer 71 und 76kDa schweren Form vor [60].

Im Gegensatz zu SEMG1 wurde SEMG2 deutlich weniger erforscht, aber beide SEMGs
haben vergleichbare Eigenschaften [62, 63]. Sie wurden in den 1980ern im
menschlichen Seminalplasma als gelformierende Proteine identifiziert und
dementsprechend benannt [64]. Sie interagieren mit vielen Proteinen [65]. SEMGs
werden im mannlichen Reproduktionstrakt v.a. im Zytoplasma des Blaschendrisen-
Epithels exprimiert. Sie wurden auch im luminalen Epididymis- und Vas deferens-Epithel
nachgewiesen [66, 67]. Sie sind spermienbindende Proteine. Die Adsorption an die
Spermienmembran erfolgt Uber die epididymalen Oberflachenrezeptoren epididymal
peptidase inhibitor (EPPIN) und CD52 in der Cauda epididymis sowie wahrend der
Ejakulation [68]. Bei dieser kommen SEMGs als Blaschendrisen-Sekretionsprodukt mit
spermienhaltiger Nebenhodenflissigkeit und Sekreten aus anderen akzessorischen
Geschlechtsdrusen in Kontakt [64]. Auch ionische Wechselwirkungen bedingen SEMG-
Spermien-Bindungen. Die basischen SEMGs interagieren mit ihren negativen
Oberflachenladungen mit positiv geladenen Sialinsauren auf der Spermienoberflache
[65].

Die SEMGs machen mit 20-50% den mengenmafig groten Anteil an ejakuliertem
Protein aus, was auf eine wichtige Rolle im Rahmen der Fortpflanzung hinweist [64]. Als
Seminalplasma-koagulierende Proteine bilden sie Uber nicht-kovalente Bindungen ein
gelartiges Netzwerk. Darin eingeschlossen befinden sich immobilisierte, Giber CD52
verankerte Spermien [68]. Dadurch wird ein UbermaRiger Spermienverlust durch
vaginalen Ausfluss verhindert [59]. Eine progressive Spermienfreisetzung setzt
innerhalb von 15min im Rahmen der Ejakulat-Verflissigung ein [64]. Dabei werden die
hochmolekularen, unléslichen SEMG-Komplexe durch prostatisches
Prostataspezifisches Antigen (PSA) bzw. Kallikrein3 (KLK3) in I6sliche SEMG-
Fragmente gespalten, sodass sich das Gel auflést. Der Prozess setzt bereits wahrend
der Ejakulation bei Durchmischung des Prostata- und Blaschendriisen-Sekrets ein und
ist ein selbstlimitierendes System. PSA wird durch freies Zn?* inhibiert. SEMGs haben

eine hohe Zn?*-Bindungskapazitat und leiten dadurch den eigenen Abbau ein. Durch den
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Konzentrationsabfall des ungebundenen Zn?* wird eine proteolytische Kaskade in Gang
gesetzt, PSA wird aktiviert und allmahlich wieder inhibiert, da bei der SEMG-Spaltung
PSA-inhibierendes Zn?* freigesetzt wird. Auf diese Weise wird eine UbermaRige,
Spermien-schadigende Proteolyse vermieden [59, 63]. Eine abweichende Ejakulat-
Verflissigung kann zu hyperviskésem Sperma und Subfertilitdt mit eingeschrankter
Spermienprogression flhren. In diesem Sinne ist die SEMG-Konzentration bei
Asthenospermie erhoht [69].

Die SEMGs sind reversible Spermien-Motilitatsinhibitoren. Das SEMG-Netzwerk bewirkt
eine mechanische Immobilisierung frisch ejakulierter Spermien. Zudem flhrt eine direkte
SEMG-Spermien-Interaktion zum Abfall der intrazellularen Ca?*-Konzentration mit
komplettem Arrest der Flagellen-Bewegung. Gewaschene und somit in vitro von SEMG
befreite Spermien erlangen ihre Beweglichkeit wieder [59, 70]. Das Protein ist ein
Spermien-benetzendes Antigen, das grof¥flachig auf der Spermienoberflache verteilt ist
und auf diese Weise bis zum Eileiter gelangen kann [71]. Immunzytochemisch wurde die
starkste Immunreaktivitat im Spermien-Mittelteil nachgewiesen, der die fur Stoffwechsel
und Motilitat wichtigen Mitochondrien beinhaltet [66]. Die temporare Immobilisierung im
Ejakulat ist eine EnergiesparmafRnahme und ein Selektionsmechanismus, da eine
vorzeitige energetische Verausgabung der Spermien verhindert wird und ungeeignete
Spermien ihre Beweglichkeit nicht wiedererlangen. Aufderdem konnen in dieser Zeit
verschiedene, flr die Spermien-Aszension wichtige Seminalplasma-Bestandteile an die
Spermienmembran adsorbieren. Auch SEMG-Spaltprodukte wie der 18kDa schwere
Seminalplasmainhibitor SPMI wirken voriibergehend motilitatsinhibierend, bevor diese
Wirkung durch PSA aufgehoben wird [59]. Ein hoherer Anteil SPMI-gebundener
Spermien ist mit einer reduzierten Spermienmotilitdt assoziiert. Die durchschnittliche
SEMG-Konzentration im Seminalplasma liegt bei 19+13mg/ml mit einer Spannbreite von
4-68mg/dl [72]. In Proteom-Analysen war die SEMG-Expression bei infertilen Mannern
und IVF-Versagern héher [73].

SEMG und SEMG-Spaltprodukte sind Dekapazitationsfaktoren. Eine vorzeitige
Spermienreifung  wird durch Inhibition der  Superoxidanion-generierenden
Spermienoxidase verhindert. Bereits 1/300 der Seminalplasma-Konzentration von
SEMG ist daflir ausreichend [74]. SEMG-inkubierte Spermien entwickeln das
Kapazitation-typische, hyperaktivierte Bewegungsmuster nicht. Die Kapazitation ist die
Grundvoraussetzung fur eine erfolgreiche Spermien-Eizell-Fusion, aber ein frihzeitiges
Einsetzen dieses posttestikularen Spermienreifungsprozesses ist mit Infertilitat
assoziiert [63]. Bei Mausen ist das SEMG-Homologon Semenoclotin 2 (SVS2) als
Dekapazitationsfaktor essentiell flir das intrauterine Spermieniberleben und bietet

Schutz vor uterinen Zytotoxinen [59, 75, 76].
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Intaktes und fragmentiertes SEMG hat antibakterielle Eigenschaften. Diese schutzen
aszendierende Spermien auf dem Weg in das keimarme Uteruscavum vor Laktobazillen
und potentiellen Pathogenen im Vaginalkanal. Die antibakterielle Aktivitat ist nach der
Ejakulat-Verflussigung am hochsten. Zu diesem Zeitpunkt geht die gelférmige
Schutzbarriere verloren und die Spermien sind dem vaginalen Milieu direkt ausgesetzt.
Durch Spermien-gebundene SEMG-Fragmente wird das Risko einer Pathogen-
Verschleppung in den oberen Genitaltrakt der Frau reduziert [76].

SEMG wird auch auRerhalb des mannlichen Genitaltrakts exprimiert. Es kommt in Zn?*-
reichen Umgebungen vor, wie der Prostata oder dem Pigmentepithel der Retina und
reguliert Zn?*-abhangige Proteasen sowie die extrazellulare Zn?*-Konzentration. Ein
SEMG-Molekil kann bis zu zehn Zn?*-lonen sequestrieren [77]. Als Zn?*-Speicher
kénnte es das Voranschreiten der altersbedingten Makuladegeneration (AMD)
verlangsamen und Tumorzellen vor einer zytotoxischen Zn?*-Wirkung abschirmen [59,
78]. SEMGs wurden in Zellen aller Keimblatter nachgewiesen und sind nicht auf
Epithelzellen beschrankt. Die Proteine kommen in Trachea, Brust- und Speicheldrisen,
Skelettmuskulatur, Nierentubuli sowie vereinzelt in ZNS-Neuronen vor. SEMG2 ist ein
autosomales Cancer Testis Antigen (CTA), da es im Hoden exprimiert und in Neoplasien
reexprimiert wird. CTAs sind Trigger der Epithelialen-Mesenchymalen Transition (EMT),
einem Prozess bei dem Epithelzellen im Kontext von Wundheilung, Fibrose und
Metastasierung mesenchymale Eigenschaften erlangen. Die SEMG-Funktion in
Tumorzellen ist widersprichlich. Es kénnte als Motilitatsinhibitor tumorsuppressive und
als Fanger von freien Zinkionen und freien Sauerstoffradikalen (ROS) onkogene
Eigenschaften besitzen [70]. Unklar ist, ob diese reproduktiven SEMG-Funktionen auf

Tumorgewebe Ubertragbar sind.
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1.8 Das Aktinfilament-assoziierte Protein Calponin1

Calponin1 (CNN1) ist ein Aktinfilament-assoziiertes, regulatorisches Protein. Es wird im
menschlichen Koérper v.a. in glatten Muskelzellen, aber auch in Myofibroblasten und
anderen Stromazellen exprimiert [79]. Das CNN1-Gen auf Chromosom 19 kodiert das
34kDa schwere, basische Protein [80]. Es existieren drei Calponin-Isoformen, die in der
mittleren Region zwei konservierte Aktinbindungsstellen haben sowie ein gemeinsames
N-terminales Sequenzmotiv. Dieses wird als Calponin Homologie (CH-) Region
bezeichnet und kommt auch bei anderen Aktin-bindenden Proteinen vor [81]. CNN1
bindet Uber die CH-Region an eine fur die fur Zellproliferation und -adh&sion wichtige
mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK), nicht aber Aktin [82]. Eine variable C-terminale
Region bedingt GréRen-, Ladungs- und wahrscheinlich auch Funktionsunterschiede
zwischen den Calponin-lsoformen [81].

CNN1 wurde in den 1980ern in glatten Muskelzellen des Hihnermagens entdeckt [83].
Eine inhibitorische Funktion, vergleichbar zu der von Troponin T in quergestreifter
Muskulatur, wurde vermutet. CNN1 reguliert aber nicht nur die kontraktilen Aktin-Myosin-
Filamente, sondern auch das nicht-kontraktile Aktin-Zytoskelett [79]. Als Bestandteil des
kontraktilen Systems in glatten Muskelzellen und Myofibroblasten ist es fir die
Muskelkontraktion aber nicht essenziell. So blieben CNN1-Knockout-Mause
Uberlebensfahig und fertil [84]. CNN1 ist auf Aktinfilamenten lokalisiert und inhibiert die
Myosin ATPase, sodass keine Aktinbewegung tber die immobilisierten Myosinkdpfchen
stattfindet [85]. Die Inhibition kann durch Phosphorylierung aufgehoben werden. Dabei
[6st sich CNN1 von den Aktinflamenten, aber diese Dissoziation ist in vivo nicht
nachweisbar. Moglicherweise wird phosphoryliertes CNN1 direkt abgebaut [86]. Die
CNN1-Expression in glatten Muskelzellen variiert, da das Protein insbesondere in
ausdifferenzierten Muskelzellen vorkommt [81]. CNN1 interagiert mit vielen anderen
zytoskelettalen Proteinen. Zu den CNN1-Bindungspartnern zahlen Calmodulin,
Tropomyosin, Myosin, Desmin, Tubulin und Phospholipide [79]. Die Funktion dieser
Interaktionen ist bisher nicht geklart.

CNNT1 stabilisiert Aktin-Stressfasern, kann diese durch Quervernetzung bindeln und
somit die zytoskelettale Spannung reduzieren [81]. Es wird fransforming growth factor
beta (TGF-beta) -induziert in pulmonalen Myofibroblasten exprimiert, die in einem EMT-
ahnlichen Prozess bei Lungenfibrose aus humanen Pleuramesothelzellen (HPMCs)
hervorgehen. CNN1 erleichtert die Stressfaserformation und ist mit ventralen
Stressfasern assoziiert, die mechanisch auf die Extrazellularmatrix (EZM) einwirken. Auf
diese Weise kdnnte das Protein die zellulare Motilitat regulieren und eine Zellmigration
verhindern [87].
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CNN1 wird auch in glatten Muskelzellen und Myofibroblasten des Uterus exprimiert. Es
inhibiert die glattmuskulare Zellproliferation im Myometrium und in Leiomyomen [88].
Eine CNN1-Uberexpression in Zellkulturen mit glatten Muskelzellen und Fibroblasten
ging mit einer reduzierten Proliferationsrate einher [89]. Im Gegensatz dazu war das
Protein in glatten Muskelzellen herunterreguliert, die von der Go- in die G-
Zellzyklusphase bzw. Proliferation Gbergehen [90].

CNN1 wurde in EM-Lasionen identifiziert. Bei EM-positiven Pferden wurde es in Driisen
und Stroma des Endometrium nachgewiesen. Die glandulare CNN1-Expression wurde
als unvollstandige myoepitheliale Differenzierung gewertet. Als Regulator der zellularen
Kontraktilitat, Proliferation, Migration und Differenzierung kénnte das Protein in der EM-
Pathogenese involviert sein [91].

CNN1 kommt u.a. bei Hepatozellularem Karzinom (HCC) und in Nieren- und
Brustkrebsarten vor. Eine reduzierte CNN1-Expression in Tumorzellen geht mit
zytoskelettalen Veranderungen einher [81]. Bei Fibro- und Leiomyosarkomen wirkt es
als Tumorsuppressor und die Proteinkonzentration ist in diesen Fallen positiv mit der

Prognose korreliert [92].
1.9 Die Marker CD10 und Claudin3

CD10 ist eine Zn?"-abhangige Endopeptidase, die an Stammzellformierung und
Tumorprogression beteiligt ist [93]. Das Protein wird Zyklusphasen-unabhangig in
Stromazellen des humanen Endometrium exprimiert und ist wichtig fur die endometriale
Regenerationsfahigkeit [94]. Als spezifischer EM-Marker ist es hilfreich bei der Detektion
von EM-Herden, da ektopes Stroma i.d.R. CD10-positiv ist [95].

Claudin3 ist als Tight Junction-Komponente wichtig fur die Aufrechterhaltung von Zell-
Zell-Kontakten und hat eine Barrierefunktion. Das Protein hemmt die EMT und die
Zellmigration und -invasion beim kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC). Als
Transmembranprotein wird es apikolateral in Epithel- und Endothelzellen exprimiert [96].
Nahezu 100% der luminalen und glandularen Epithelzellen im Endometrium sind
Claudin3-positiv. Es kommt ebenfalls in EM-Drisen unabhangig von der EM-Entitat vor
[97].

Beide Proteine wurden in eutopem und ektopem Endometrium charakterisiert [94, 97],

sodass sie als CNN1-Vergleichsmarker in uterinen Serienschnitten geeignet sind.
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1.10 Fragestellung und Zielsetzung bei SEMG2

Weltweit gibt es ca. 140 Mio. infertile Menschen, mit steigender Tendenz [98]. Infertile
EM-Patientinnen muissen haufig mehrere IVF-Zyklen durchlaufen und invasive EM-
Sanierungen haben oft nur einen moderaten Effekt auf die Fertilitat [3]. Ein detaillierteres
reproduktionsphysiologisches Verstandnis ist angesichts steigender Infertilitdtszahlen
von elementarer Bedeutung und wirde langfristig eine bessere Therapie bei EM-
assoziierter Infertilitdt ermoglichen. So werden Interaktionen zwischen Seminalplasma-
Bestandteilen, aszendierenden Spermien und Sekretionsprodukten des weiblichen
Reproduktionstraktis zu wenig beachtet, da sie bei der IVF umgangen werden und
deshalb irrelevant erscheinen. Sie tragen aber dazu bei, dass fiir eine erfolgreiche,
natlrliche Eizellbefruchtung einige wenige, natlrlich selektierte Spermien ausreichen,
wahrend bei der IVF mehrere Tausend bendtigt werden [99]. Einige Seminalplasma-
Proteine werden auch im weiblichen Genitaltrakt exprimiert [100]. Bei SEMGs als
mengenmalfig wichtigsten Seminalplasma-Proteinbestandteilen ist dies weitestgehend
unerforscht. Bekannt ist, dass SEMG-Fragmente Spermien-gebunden bis in das
Uteruscavum gelangen kdnnen und dort eine Spermien-protektive Wirkung haben und,
dass das im Mauseuterus exprimierte SEMG-Homologon SVS2 wichtig fiir das
intrauterine Spermien-Uberleben ist [71, 75].

Vor diesem Hintergrund soll immunhistochemisch untersucht werden, ob SEMG2 im
humanen Uterus und insbesondere im Endometrium vorkommt. Eine entscheidende
Frage ist, ob weibliches SEMG2 vergleichbare Funktionen wie Spermien-gebundene
SEMG-Fragmente aus dem mannlichen Genitaltrakt haben. Als uterines
Sekretionsprodukt kénnte es mit aszendierenden Spermien interagieren. Denkbar ist
auch, dass die uterine SEMG2-Expression bei Endometriose und im Laufe des
Menstruationszyklus, insbesondere in der zweiten Zyklushalfte verandert ist. In diesem
Zeitraum ist der weibliche Reproduktionstrakt flir mannliche Keimzellen zugéanglich
[101]. Zur Klarung dieser Fragen und Hypothesen wird ein uterines Expressionsprofil
des Proteins qualitativ und quantitativ erfasst.

Bis zu 8% der weiblichen Infertilitdtsfalle sind auf eine abweichende Zervixschleim-
Produktion zurlckzufuhren [101]. Durch Gegenuberstellung infertiler und fertiler
Mukusproben aus dem Endozervix wird mittels ELISA untersucht, ob der SEMG2-Gehalt
bei Infertilitat abweicht; weiterhin, ob die SEMG2-Konzentration durch Zyklusphase, EM
oder HT beeinflusst wird. Vergleichbare Tendenzen bei den Faktoren Zyklusphase und
EM kénnten ein Indiz auf eine ahnliche Funktion des Proteins in Endozervix und

Endometrium sein.
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1.11 Fragestellung und Zielsetzung bei CNN1

Die AM ist im Vergleich zur EM ein vernachlassigtes Erkrankungsbild, flir das es keine
einheitliche histopathologische oder bildgebende Definition gibt. Stattdessen existieren
widerspruchliche Aussagen zum prognostischen Wert einzelner Klassifikationssysteme
[12, 41]. Auch gibt es im Gegensatz zur EM keine AM-spezifische medikamentose
Therapie. Diese Probleme konnten durch ein besseres pathogenetisches AM-
Verstandnis leichter bewaltigt werden. Haupttheorie zur AM-Entstehung ist eine vom
basalen Endometrium ausgehende Myometriums-Invasion. Hierbei kénnten auch
Myofibroblasten eine Rolle spielen [102].

In dieser Arbeit werden CNN1-Expressionsmuster in Uterusproben von Probandinnen
mit AM analysiert. Somit wird auch die Rolle von Myofibroblasten bei AM untersucht, da
CNN1 auch in diesen Zellen exprimiert wird [79]. Zur Analyse der CNN1-Expression in
Uteri mit AM wurde das Gewebe in mehrere Abschnitte unterteilt. Glandulares Epithel
(GE) und Stroma werden jeweils separat untersucht. Bei CNN1-positiven Drisen und
CNN1-positivem Stroma werden Folgeschnitte mit Claudin3 bzw. CD10 angefertigt, um
die immunreaktiven Zellen genauer zu charakterisieren. Verschiedene stromale
Expressionsmuster und ihre Haufigkeitsverteilung kdnnten Rickschlisse zum Ursprung
der CNN1-positiven Zellen ermdglichen. CNN1-positive und negative Driisen werden
bezlglich verschiedener Probandinnenmerkmale verglichen.

Ein Zusammenhang zwischen AM und EM wird vermutet. Dies verdeutlichen Bergriffe
wie Endometriosis interna und auch die ICD-10-WHO fuhrt AM als Endometriose des
Uterus auf [103, 104]. Bei der immunhistochemischen Untersuchung AM-haltiger
Uterusproben wird deswegen auf Hinweise fliir Gemeinsamkeiten zwischen beiden

Erkrankungen geachtet.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

Die Studien zu SEMG2 und CNN1 wurden an der Justus-Liebig-Universitat Gielden
durchgefuhrt und von der Ethikkommission des Fachbereichs Humanmedizin genehmigt
(95/09). Die Uterus- und Mukusproben stammten aus dem Zentrum fir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe in GieRen. Alle Studienteilnehmerinnen hatten eine schriftliche
Einverstandniserklarung fir die Probenentnahme und Erhebung klinischer Daten zu
Forschungszwecken abgegeben. Die uterinen Gewebeproben wurden am
pathologischen Institut der Universitatsklinik makro- und mikroskopisch untersucht.
Gewebeteilstliicke wurden archiviert und zusammen mit den Mukusproben aus dem
Mukus-Gewebe-Archiv der Arbeitsgruppe Konrad bezogen. Ausschlusskriterien waren
Langzeitzyklus-Gewebeproben, Infektionen des weiblichen Reproduktionstrakts,

Malignome, Menopause und laborchemisch gesicherte Schwangerschaften.

2.1.1 Gewebeproben fir die SEMG2 Immunhistochemie

Die fir SEMG2 ausgewahlten uterinen Gewebeproben wurden im Rahmen von
Hysterektomien und Abrasiones zwischen Juni 2010 und Marz 2018 entnommen (Abb.
1). Indikationen fur den operativen Eingriff waren Leiomyome, Endometriose,
Unterbauchschmerzen und abnorme uterine Blutungen (AUB). Untersucht wurden 35

Uterusproben von Frauen mit einem durchschnittlichen Alter von 39 Jahren.

Uterusproben
n=235
39+1.3

P/EM- P/EM+ S/EM- S/EM+ Rest
n=9 n=10 n==6 n=7 n=3
422 +3 329+21 39,3+1,3 411+24 44 + 1.5

Abbildung 1: Einteilung der SEMG2-Gewebeproben fir die immunhistochemische Analyse
anhand von Zyklusphase und EM-Erkrankung. Das Alter wurde als Mittelwert + Standardfehler
fur alle Gruppen angegeben. P = proliferativ, S = sekretorisch, EM- = Endometriose-negativ, EM+

= Endometriose-positiv, Rest = nicht-datierbare Gruppe.

Es wurden vier Vergleichsgruppen mit proliferativen und sekretorischen Proben von
Endometriose-negativen und -positiven Probandinnen gebildet. Die Erkrankungsherde
waren an unterschiedlichen Stellen im Bauchraum lokalisiert. Peritoneale, ovarielle und
TIE waren vertreten. Die Uterusproben von drei der 35 Probandinnen bildeten das

normale Zyklusgeschehen nicht ab und wurden in einer separaten Gruppe untersucht.
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Sie setzte sich aus zwei Proben mit Metaplasie-artigen epithelialen Veranderungen
(EMCs) [105] sowie einer Endozervix-Probe zusammen. Die zyklusphasen-gerechte
Einteilung der Gewebe basierte auf der Anamnese der Patientinnen sowie der
histomorphologischen Auswertung des pathologischen Instituts der Universitatsklinik.
Letztere wurde zusatzlich von einem unabhangigen Untersucher der Laborgruppe
verifiziert, entsprechend den Datierungskriterien von Noyes [106]. Sieben der 38 Proben

waren Abradate und beinhalteten kein Myometrium.
2.1.2 Mukusproben fiir die SEMG2 Untersuchung

Der SEMG2 Gehalt wurde in 134 zervikalen Mukusproben aus dem Zeitraum von
November 2014 bis April 2019 analysiert. Je eine Probe wurde pro Probandin zu
unterschiedlichen Zeitpunkten des Menstruationszyklus entnommen. Mukus wurde aus
dem Zervikalkanal und Scheidengewotlbe mithilfe eines Wattetupfers bei
Spekulumeinstellung unter Sicht gewonnen. Das Probenmaterial wurde direkt vor Ort in
ein eisgeklhltes Gemisch aus PBS-Puffer und Protease-Inhibitor-Cocktail-Losung
(P1860, Sigma) transferiert. AnschlieRend wurde es im Labor bei 1000 x g fur 15 Minuten
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und auf maximal
vier Eppendorf Hitchen aliquotiert. Diese wurden bei -80°C bis zum Gebrauch gelagert.
Alle 134 Probandinnen hatten die Endometriose-Sprechstunde der gynakologischen
Poliklinik aufgesucht und den Endometriosefragebogen ausgefllt [43]. Ausgewertet
wurden Angaben zu Fertilitat, Alter, Zyklustag und -ldnge sowie zu Endometriose-
typischen Symptomen, Medikationen und Operationen. Probandinnen mit
unvollstandigen Fragebogenangaben wurden bei der Auswertung des jeweiligen
Merkmals nicht berlcksichtigt. Konsultationsgriinde waren Endometrioseverdacht,
unerfiillter  Kinderwunsch, Operationsplanung und Verlaufskontrollen  unter
medikamentdser Therapie sowie nach operativer Sanierung von Endometrioseherden.
Eingeschlossen wurden Patientinnen im reproduktiven Alter, darunter zwei Sonderfalle
mit blind endendem Zervixstumpf bei Zustand nach laparoskopischer suprazervikaler
Hysterektomie (LASH). Auch bei diesen beiden Probandinnen war eine Enthahme von

endozervikalem Mukus maoglich.
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Die 134 Probandinnen wurden entsprechend der Anamnese in eine fertile und infertile
Gruppe aufgeteilt (Abb. 2).

Mukusproben
n =134

fertil
n =64

Abbildung 2: Aufteilung der Mukusproben fir den SEMG2 ELISA. Die Proben wurden
entsprechend der Fertilitdt der Probandinnen gruppiert. Die Angaben stammten aus dem

jeweiligen Fragebogen in Ubereinstimmung mit der Patientenakte.

Alle unfruchtbaren Probandinnen hatten einen unerflllten Kinderwunsch, trotz
ungeschutzten, regelmafigen Geschlechtsverkehrs Uber einen Zeitraum von
mindestens einem Jahr. Frauen mit primdrer und sekundarer Sterilitdt wurden
zusammengefasst. Bei primarer Sterilitat tritt keine Schwangerschaft ein. Bei sekundarer
Sterilitdt war die betroffene Frau bereits mindestens einmal schwanger, unabhangig
davon, ob diese Schwangerschaft erfolgreich ausgetragen wurde oder im Abort endete.
Vor der Studienteiinahme kamen bei sieben Probandinnen assistierte
ReproduktionsmalRhahmen in Form von intrauteriner Insemination und in-vitro-
Fertilisations-Versuchen (IUl, IVF) erfolglos zum Einsatz.

Sterilitatsfaktoren waren Endometriose, Myome, eingeschrankte Tubendurchgangigkeit,
Ovarialinsuffizienz bei Polyzystischem Ovarialsyndrom (PCOS), premature ovarian
failure (POF) sowie Hyperprolaktinamie. In 17 Fallen waren die zugrundeliegenden
Ursachen fur die Fertilitatsstérung unbekannt (Abb. 3). An Endometriose Erkrankte

waren auch in der fertilen Gruppe vertreten.
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Sterilitatsfaktoren
n=70

/N

EM unbekannt koinzident uterin | | ovariell
n=235 n=17 n=15 n=2 n=1

EMyruterin EM/ovariell EM/tubar uterin/ovatriell
n=28 n=4 n=2 n=1

Abbildung 3: Sterilitdtsfaktoren der infertilen Probandinnen. In der infertilen Gruppe wurden 70
Probandinnen mit verschiedenen Sterilitatsfaktoren zusammengefasst, darunter uterine
(Myome), ovarielle (Ovarialinsuffizienz), tubare (Tubendurchgangigkeit 1) sowie Endometriose
(EM). Am haufigsten war Endometriose, gefolgt von Myomen, ovariellen und Tubenfaktoren
vertreten. In 15 Fallen lagen jeweils zwei Unfruchtbarkeitsursachen gleichzeitig vor (koinzident).

Bei 17 Probandinnen war der zugrundeliegende Sterilitadtsfaktor unbekannt.

Weiterhin wurden die 134 Probandinnen in eine proliferative und sekretorische Gruppe
eingeteilt (Abb. 4). Die Gruppenzugehorigkeit konnte anhand der Fragebogenangaben
zu den Zyklustagen und -ldngen ermittelt werden. 90 der 134 Frauen konnten
Zyklusphasen-gerecht zugeordnet werden. Nicht mdglich war dies bei Probandinnen im
Langzeitzyklus und nach suprazervikaler Hysterektomie. Vier Probandinnen mit

Amenorrhd wurden ebenfalls ausgeschlossen (Abb. 4).

Mukusproben
n=134

proliferativ | |sekretorisch Zyklusanomalien\
n =36 n=>54 n=44

J

LZ Amenorrhé ( LASH
n =238 n=4 (7= 2

Abbildung 4: Einteilung der Mukusproben anhand des Menstruationszyklus. 90 Probandinnen

konnten einer Zyklushalfte zugeordnet werden. Vom Zyklusphasen Vergleich ausgeschlossen
waren Probandinnen im Langzeitzyklus (LZ), mit Amenorrhd sowie nach laparoskopisch

assistierter suprazervikaler Hysterektomie (LASH).
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Zudem wurde eine Aufteilung in eine Endometriose-negative (n = 45) und -positive (n =
89) Gruppe vorgenommen (Kap. 3.8). Alle Endometriose-positiven Probandinnen hatten
eine histologisch gesicherte Diagnose und befanden sich in unterschiedlichen
Erkrankungsstadien (Abb. 5): Bei Erst- und Rezidiv-diagnostizierten Patientinnen (21%)
bestatigte sich die Endometriose nachtraglich. Sie wurden im Anschluss an die
Fragebogen-Erhebung laparoskopiert. Dabei konnten Endometriose-verdachtige Herde
entfernt und histopathologisch verifiziert werden. Alle anderen Endometriose-positiven
Patientinnen (79%) hatten bereits eine oder mehrere operative Endometriose-
Sanierungen vor Fragebogen-Teilnahme mit Mukusproben-Entnahme. Sie stellten sich
in der Endometriose-Sprechstunde im Rahmen eines postoperativen Kontrolltermins

sowie bei klinisch-anamnestischem oder bildgebendem Rezidiv-Verdacht vor. Dieser

wurde in der Sprechstunde bestatigt (46%) oder als unwahrscheinlich diagnostiziert
(33%).

Il Erstdiagnose (17%)

Bl Rezidiv (4%)

Bl mit Rezidiv-Verdacht (46%)
= ohne Rezidiv-Verdacht (33%)

Abbildung 5: Zusammensetzung der Endometriose-positiven Probandinnen. Als Endometriose-
positiv. wurden Frauen mit histologisch gesicherter Diagnose vor oder unmittelbar nach

Probeentnahme in unterschiedlichen Erkrankungsstadien gewertet.

Endometriose-negative Probandinnen hatten, abgesehen von einer Ausnahme, einen
initialen Endometriose-Verdacht. Dieser bestatigte sich im weiteren Verlauf nicht.
Ursachen fir die Schmerzsymptomatik waren Myome, symptomatische Ovarialzysten,
postoperative Adhasionen, rezidivierende Harnwegsinfekte, Obstipation sowie ein
disloziertes Intrauterinsystem. Bei allen Endometriose-negativen und -positiven
Probandinnen wurden die Endometriose-spezifischen Symptome Dysmenorrhd,
chronischer Unterbauchschmerz, Dysurie, Dyschezie und Dyspareunie erfasst.

Die Probandinnen wurden auch in Nicht-Hormontherapierte (n = 67) und
Hormontherapierte (n = 67) aufgeteilt (Kap. 3.8). Als hormontherapiert wurden alle
Probandinnen gewertet, die Hormonpraparate verwendeten, darunter Kontrazeptiva
(Mikro-, Minipillen, Lenovorgestrel-haltige Intrauterinsysteme) und Hormontherapeutika
mit Zulassung fur die Endometriose-Therapie (Dienogest und Gonadotropin-Releasing-

Hormon-Agonisten).
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111 der 134 Probandinnen machten Angaben zum Gebrauch von Schmerzmitteln,
darunter v.a. NSAR, seltener Paracetamol, Metamizol und Butylscopolamin als
Spasmoanalgetikum sowie in acht Fallen Opioide. Ca. die Halfte der Frauen waren
bereits in einer anderen Frauenklinik operiert worden, bevor sie die Endometriose-

Sprechstunde des UKGM aufsuchten.
2.1.3 Gewebeproben fiir die CNN1 Immunhistochemie

Die fir CNN1 ausgewahlten uterinen Gewebeproben wurden im Rahmen von
Hysterektomien zwischen Oktober 2010 und Marz 2018 entnommen. Die OP-
Indikationen waren Leiomyome, Endometriose, Adenomyose und Descensus uteri.
Insgesamt wurden 31 pramenopausale Probandinnen mit einem durchschnittlichen Alter
von 42 Jahren in die Studie einbezogen (Tab. 1). Im archivierten Probenmaterial von vier
Probandinnen mit gesicherter Adenomyose waren keine Erkrankungsherde
identifizierbar. Sie wurden weiterhin als Adenomyose-positiv gewertet, da in der
Pathologie das andere Gewebeteilstlck positiv befundet war. In sechs Fallen konnte die
Erkrankung nachtraglich festgestellt werden. Somit waren alle 31 Probandinnen AM-
positiv. Sie hatten eine 48%ige (15/31) Endometriose- und 52%ige (16/31) Uterusmyom-
Komorbiditat.

Die 31 Uterusproben umfassten unterschiedliche Gewebebereiche (Tab. 1). Bevorzugt
untersucht wurde Probenmaterial, das Basalis, endomyometrialen Ubergang und
mehrere adenomyotische Lasionen enthielt. Ein intaktes oder vorhandenes
Endometrium war nicht bei allen Proben erforderlich. Luminales Epithel war auf sieben
CNN1-Proben sichtbar. Bei annahernd der Halfte aller Gewebeschnitte (45%) fehlte das
Endometrium. Sie bestanden aus Myometrium mit ektopen Schleimhautinseln. Diese
waren, mit ausreichend groem Abstand zu den Resektionsrandern, zweifelsfrei
adenomyotisch. Am haufigsten wurde die Lokalisation von CNN1 in den AM-L&sionen
untersucht, gefolgt von den dartberliegenden Gewebeabschnitten endomyometrialer
Ubergang, Basalis, Funktionalis und luminales Epithel. Bei positiver Immunféarbung fiir
CNN1 wurden Folgeschnitte analysiert, die nahezu identische Gewebebereiche
derselben Uterusprobe aufwiesen. Bei einer CNN1-Expression im Stroma kam CD10
zum Einsatz. CNN1-positives Drisenepithel wurde mit Claudin3 nachuntersucht. Zeigte
sich eine Immunreaktivitat in beiden Gewebekomponenten, wurden jeweils CD10- und

Claudin3-Serienschnitte angefertigt.
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Tabelle 1: Uterusproben fiir CNN1 und Folgefarbungen mit CD10 und Claudin3
Abschnitte LE-AM LE-U F-AM B-AM B-U U-AM AM

% 16,1% 6,5% 3,2% 19,4%  6,5% 3,2% 45,2%
(n/N) (5/31) (2/131) (1/31)  (©6/31)  (2/31)  (1/31) (14/31)
Regionen LE F B Jz AM

% 22,6% 258% 516% 54,8% 87,1%

(n/N) (7/31) (8/31) (16/31) (17/31) (27/31)

Eine Probengruppierung gemal enthaltener Uterusabschnitte wurde durchgefuhrt. Die
prozentualen und relativen (n/N) Haufigkeiten der Einzelgruppen wurden angegeben. LE =
luminales Epithel und angrenzender Funktionalis-Bereich, F = Funktionalis, B = Basalis, U =

endomyometrialer Ubergang, AM = Adenomyose-L&sion.

Zur besseren Vergleichbarkeit der uterinen CNN1-Expression wurden die Uterusproben
in Abschnitte eingeteilt (Abb. 6). Die Adenomyose wurde entsprechend der S2k-
Endometrioseleitlinie definiert. Eine Erkrankung lag vor, wenn sich zwischen der tiefsten
Stelle der Junktionszone und dem oberflachlichsten ektopen Schleimhautherd eine
mindestens 2,5 mm breite Muskelschicht befand. Dieser Abstand ist allerdings willkurlich

(von Pathologen) festgelegt.

__________________________ } LE |:| Endometrium
r I:] Myometrium

L F - Adenomyose

- AM

Abbildung 6: Schematische Darstellung der uterinen Gewebeabschnitte. Adenomyotische
Lasionen waren definitionsgemal erst ab einer Eindringtiefe von mindestens 2,5 mm
identifizierbar (Doppelpfeil). Die Legende zeigt die einzelnen Gewebetypen farbkodiert an. LE =
luminales Epithel und angrenzender Funktionalis-Bereich, F = Funktionalis, B = Basalis, U =

endomyometrialer Ubergang, AM = Adenomyose-L&sion.
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2.1.4 Puffer und Chemikalien

Wahrend einige der Lésungen gebrauchsfertig waren, mussten andere erst angesetzt
werden (Tab. 2). Hergestellt wurde die Alkoholreihe aus >99,6%-Ethanol, Citratpuffer (pH
6,0) aus Citronensaure und Natriumcitrat in jeweils 1000ml Aqua dest., PBS-Puffer (0,02
M) mit PBS-Tabletten, 3%-Wasserstoffperoxid/Methanol-Lésung aus  30%-
Wasserstoffperoxid und Methanol. Der BSA/Triton-Puffer wurde aus proteasefreier
Albuminfraktion V, Triton-X100 sowie PBS-Puffer angesetzt. Die Primarantikorper
wurden mit Real Antibody Diluent verdunnt. Die DAB-LOsung setzte sich aus

Substratpuffer und Chromogen zusammen.

Tabelle 2: Puffer und Chemikalien

Reagenzien Anfertigung Hersteller
Antikdrper-Diluent gebrauchsfertig Agilent Dako,
Santa Clara, USA

Bouin’sche Lésung  gebrauchsfertig Morphisto, Frankfurt
BSA-Puffer 1g BSA (Fraktion V) C. Roth, Karlsruhe

in 70ml PBS-Puffer, Gibco, Waltham, USA

mit 21yl Triton X-100 Merck, Darmstadt
Citratpuffer A: 29,4g Natriumcitrat in Aqua dest. Merck, Darmstadt
(pH 6,0) (0,1M)

B: 21g Zitronensaure in Aqua dest. (0,1M)
Lésung A + B auf pH=6,0 eingestellt

DAB-L&sung 1 Tropfen DAB pro ml Substratpuffer Agilent Dako,

Santa Clara, USA
Ethanol Ethanol (>99,6%) in Aqua dest. O. Fischar, Saarbriicken
Eukitt gebrauchsfertig Sigma, St. Louis, USA
Hamatoxylin gebrauchsfertig Morphisto, Frankfurt
(nach Mayer)
H202/Methanol- 5ml H202 (30%) in C. Roth, Karlsruhe
Loésung 45ml Methanol (-20°C) Sigma, St. Louis, USA
Neo-Clear gebrauchsfertig Merck, Darmstadt
PBS-Puffer 2 Tabletten in 11 Aqua dest. (0,02M) Gibco, Waltham, USA
Xylol gebrauchsfertig C. Roth, Karlsruhe
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2.1.5 Antikorper fiir die Inmunhistochemie

Fur die Immunmarkierung wurden mono- und polyklonale Primarantikdrper eingesetzt
(Tab. 3).

Tabelle 3: Primar- und Sekundarantikérper fiir die immunhistochemischen Nachweise

Artikel- Lager- Ver- DAB-
Protein Firma nummer Klonalitat Spezies ung dinnung Zeit
SEMG2 Novus HPA- polyklonal Kaninchen -20°C  1:1000 25s

042835
CNN1 Millipore 04-589 polyklonal Kaninchen  +4°C 1:200 30s
Claudin-3 Invitrogen 34-1700 polyklonal Kaninchen -20°C  1:100 60 s
CD 10 DAKO M7308 monoklonal Maus +4°C 1:100 2 min
Anti-Maus/ DAKO K4001/3 IgG Ziege +4°C ge- -
Kaninchen brauchs-
EnVison+ fertig

HRP

HRP = Meerrettichperoxidase, DAB = 3,3‘-Diaminobenzidin, s = Sekunden, min = Minuten.
2.1.6 ELISA Kit fir die SEMG2 Bestimmung

Zur Bestimmung der SEMG2-Konzentration in humanen, endozervikalen Mukusproben
sowie einer humanen Serumprobe kam der Human SEMG2 ELISA Kit der Firma
MyBiosource (San Diego, USA) gemall der Bandbreite und weiteren Angaben des

Herstellers zum Einsatz.
2.1.7 Gerate und weitere Materialien

In der folgenden Tabelle werden die in dieser Arbeit verwendeten Laborgerate,

Softwareprogramme sowie weitere Materialien aufgefihrt.

Tabelle 4: Laborgerate, Softwareprogramme und weitere Materialien

Gerat Hersteller

Aqua dest. Anlage Elix 3 Merck Millipore, Darmstadt
Dako-Pen S 2002 Agilent Dako, Santa Clara, USA
Deckglaser Langenbrinck, Emmendingen
Eismaschine Flake line Wessamat, Kaiserslautern

ELISA-Platternreader Tecan infinite M200 TECAN, Crailsheim
Feuchte Kammern

Glaskuvetten nach Hellendahl C. Roth, Karlsruhe
Gourmetgarer MultiGourmet plus FS20R Braun, Kronberg im Taunus
Inkubatoren:

Hera Therm Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Kendro UT12 Trockenschrank Heraeus, Hanau
MagnetrUhrer C. Roth, Karlsruhe
Mikroskope:

Dialux 20 Leitz, Wetzlar

DM 2000 LED mit Kamera MC 170 HD Leica Biosystem, Wetzlar
Laborlux S Leica, Wetzlar
Magnetheizrihrer RH digital KT IKA, Staufen im Breisgau
Objekttrager SuperFrost Plus Langenbrinck, Emmendingen
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Paraffineinbettungsautomat TP1050

Leica Biosystems, Wetzlar

pH-Meter CG 841

Schott, Mainz

Software:

Adobe Reader

GraphPad Prism X

Leica Application Suite 4.9.0
Microsoft 365

Adobe, San José, USA

GraphPad Software, La Jolla, USA
Leica Microsystems, Wetzlar
Microsoft, Redmond, USA

Pipetten:

Research Plus (1-Kanal)
Transferpipette-8 (8-Kanal)
Finnpipette (8-Kanal)

Eppendorf, Hamburg
Brand, Wertheim
ThermoScientific, Waltham, USA

Pipettierhilfe Pipetboy acu

Integra Biosciences, Biebertal

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Rotationsmikrotom mit Wasserbad

Leica Biosystems, Wetzlar

Serum-Roéhrchen

Sarstedt, Nimbrecht

Schuttler VIBRAX-VXR

IKA, Staufen im Breisgau

Timer

TFA Dostmann, Wertheim

Vortexmischer Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Waage 1219 MP

Sartorius, Géttingen

Zentrifugen:
Rotanta/RPC
Sprout

Hettich, Tuttlingen
Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Anfertigung der Paraffinschnitte fiir die Immunhistochemie

Die uterinen Gewebeproben wurden direkt nach Entnahme im Operationssaal in
Bouin’sche Losung uberfuhrt, einem Fixiergemisch aus Pikrinsdure, Formaldehyd und
Eisessig. Durch Bewegung auf einem Rollenapparat wurde eine gleichmaRige
Gewebepenetration mit dem Fixiermittel sichergestellt. Die Fixierzeit betrug 48 Stunden,
danach wurde die Bouin’sche Losung in Ethanol (70 Vol.-%) ausgesplt. Dieser Vorgang
wurde dreimal an drei aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt bis keine gelben,
pikrinsdurehaltigen Schlieren mehr sichtbar waren. Die Paraffineinbettung erfolgte in
einem Einkammer-Einbettautomaten des veterindranatomischen Instituts der JLU
Gielten. Daflir wurden die Proben in beschriftete Einbettkassetten gelegt. Das
Einbettprotokoll ist in Tabelle 5 aufgelistet. Die Gewebeteilstlicke flir die Pathologie

wurden in Formalin fixiert.
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Tabelle 5: Protokoll des Einkammer-Einbettautomaten unter Vakuum

Arbeitsschritt Medium Anzahl Zeit Temperatur
Dehydrierung 80% Ethanol 1x 2h RT

96% Ethanol 1x 2h RT

100% Ethanol 3x 3h RT
Klarung 100% Xylol 1x 1h RT

100% Xylol 2X 45 min RT
Infiltration Paraffin 3x 40 min 59°C

RT = Raumtemperatur

Zunachst wurde das Gewebe in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert, um es an
das hydrophobe Einbettmedium Paraffin anzupassen. Danach wurde eine Klarung mit
dem Intermedium Xylol durchgefuhrt, welches Ethanol-Reste aus dem Gewebe
verdrangte und als LoOsungsmittel flr Paraffin fungierte. Zuletzt erfolgte die
Gewebeinfiltration mit flissigem Paraffin. Anschliefend wurden die Deckel der
Einbettkassetten verworfen und die eingebetteten Gewebeproben in Ausgielformen
platziert. Die ausgegossenen Paraffinblocke wurden auf einer Kuhlplatte rasch
ausgehartet. FUr eine bessere Schneidbarkeit wurden sie flr 24 Stunden im Kihlschrank
bei 4°C gelagert. Mithilfe eines Rotationsmikrotoms wurden 5um diinne Serienschnitte
aus dem Paraffinblock angefertigt. Dabei diente der Kassettenboden jeweils als
Blockhalterung. Die Schnitte wurden dann in einem auf 45°C temperierten Aqua dest.-
Wasserbad geglattet, auf speziell beschichtete Adhasionsobjekttrager aufgezogen, in
einem Warmeschrank bei 37°C fur weitere 24 Stunden angetrocknet und fir die

Immunhistochemie archiviert.
2.2.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) macht den Nachweis von Proteinen wie SEMG2 und CNN1
in Gewebeproben moglich. Das Verfahren basiert auf spezifischen Antigen-Antikérper-
Reaktionen, die anschlieBend mithilfe eines Detektionssystems visualisiert werden. Auf
der Molekiloberflache des gesuchten Antigens beziehungsweise Proteins befinden sich
bestimmte Aminosaure-Sequenzen, die auch als antigene Determinanten oder Epitope
bezeichnet werden. An diese binden strukturkomplementare Antikorper hochaffin im
Sinne eines Schlissel-Schloss-Prinzips. Der entstandene Immunkomplex wird auf
direkte oder indirekte Weise sichtbar gemacht. Meistens werden hierfur
enzymgekoppelte Antikdrper eingesetzt. Die Enzyme setzen ein farbloses Chromogen
zu einem Farbstoff um und markieren somit den Ort der Antigen-Antikérper-Reaktion.

Bei der direkten Methode ist das Enzym an den Primarantikdrper konjugiert, der direkt
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an das Epitop gebunden ist. Im Gegensatz dazu erfolgt der Proteinnachweis bei der
indirekten Methode (ber einen enzymgekoppelten Sekundarantikdrper, der gegen das
F.-Fragment des antigengebundenen Primarantikérpers gerichtet ist. Dies erhoht die
Sensitivitdt des Verfahrens, weil mehrere markierte Sekundarantikbrper an einen
Primarantikérper binden kdnnen. Amplifikationssysteme ermdéglichen eine weitere
Steigerung der Signalintensitat, indem sie die Enzymdichte vor Ort weiter erhéhen. In
dieser Arbeit wurde das polymerbasierte EnVision+™ System der Firma Dako
eingesetzt. Bei diesem sind die Sekundarantikérper und eine groRe Anzahl von
Meerrettichperoxidase-Enzymen (HRP) an Dextran-PolymergeriUste konjugiert, wodurch
die Amplifikation verursacht wird (Abb. 7).

N Antigen
’J L\ Primarantikdrper
Sekundar-
&7 antikdrper
v

Enzym-markiertes

B
| (d e Dextran-Polymer

P Chromogen

Abbildung 7: Polymerbasiertes EnVision+ Detektionssystem. Die Zweischrittmethode ermoglicht
eine indirekte Immunmarkierung. Gewebegebundene Primarantikbrper werden von HRP-
markierten Dextran-Polymeren mit konjugierten Sekundarantikdrpern lokalisiert. Modifiziert nach
Streckfus (2020) [107].

Vor jeder immunhistochemischen Untersuchung erfolgt eine Gewebevorbehandlung.
Die eingebetteten Gewebeschnitte muissen entparaffiniert und rehydriert werden.
Dadurch wird das Gewebe fir die Immunmarkierung zuganglich gemacht und an die
wassrigen Reagenzien der Folgeschritte angepasst. Fixierbedingte Veranderungen der
nativen Proteinkonformation im Gewebe erschweren die Bindung des Primarantikorpers
an das gesuchte Epitop. In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich das standardisierte Hitze-

induzierte Verfahren HIER zur Freilegung der Epitope angewendet. Die
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Hintergrundfarbung wird durch Waschschritte und das Abdecken hydrophober
Gewebebereiche minimiert. Diese sind flir unspezifische Bindungen pradestiniert. Auch
die Blockade der endogenen Peroxidaseaktivitat ist fir ein gutes Signal-Rausch-
Verhaltnis essenziell. Somit oxidieren nur die zugesetzten HRP-Enzyme das farblose
3,3'-Diaminobenzidin (DAB) in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid (H202) zu einem
braunen, Xylol- und wasserunldslichen Endprodukt Die optimale Farbezeit wird fir jeden
Antikérper bestimmt. Anschliefiend wird mit Hamatoxylin gegengefarbt, um auch die
Ubrigen nicht-immungefarbten Strukturen darzustellen und einen Gewebekontrast zu
erzeugen. Dies flhrt insgesamt zu einer besseren Beurteilbarkeit der Proteinexpression

im Gewebe.
Protokoll der SEMG2- und CNN1-Immunhistochemie

Detaillierte Angaben zu den einzelnen Schritten der indirekten Immunmarkierung sind in
Tabelle 6 aufgeflhrt.

Tabelle 6: Protokoll zur immunhistochemischen Farbung von uterinen Gewebeschnitten

Arbeitsschritte
Fixierung Bouin‘sche-Ldsung
Einbettung Paraffin-Einbettautomat

Schnitt-Anfertigung

Rotationsmikrotom mit Wasserbad, Adhasionsobjekttrager

Entparaffinierung

Neo-Clear: 1 x 20 min bei 40°C, 2 x 20 min bei Raumtemperatur

Rehydrierung absteigende Alkoholreihe: je 2 x 5 min in 100%-, 96%-, 70%-Ethanol
Aqua dest.: 1 x 5 min unter Schitteln
Antigen- Elektrischer Dampfgarer mit Citratpuffer (pH 6):

Demaskierung

20 min Erhitzen bei 100°C, 20 min Abkuhlen
PBS-Puffer (0,02 M): 3 x 5 min unter Schitteln

Block endogener

Peroxidasen

3%-H202/Methanol-Lésung: 1 x 30 min unter Schutteln
PBS-Puffer (0,02 M): 3 x 5 min unter Schutteln

Block unspezifischer

Bindungen

BSA/Triton-Puffer: 1 x 20 min unter Schitteln

Inkubation mit

Primarantikorper

100 pl pro Gewebeschnitt in optimaler Verdinnung tber Nacht bei

4°C in Feuchtkammer, dann Abkippen auf Zellstoff

Waschen

PBS-Puffer (0,02 M): 3 x 5 min unter Schitteln

Inkubation mit

Sekundarantikdrper

3 Tropfen pro Gewebeschnitt fir 30 min bei Raumtemperatur in

Feuchtkammer, dann Abkippen auf Zellstoff

Waschen

PBS-Puffer (0,02 M): 3 x 5 min unter Schitteln

Substratreaktion und

Stopp

DAB-L6sung: 3 Tropfen pro Gewebeschnitt
(fur die Antikérper-adaptierte Farbezeit)

Aqua dest.: 3 x 5 min unter Schitteln
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Gegenfarben Hamatoxylin nach Mayer: 3 Tropfen pro Gewebeschnitt fir 5 min

unter flieRendem Leitungswasser: Blauen fir 10 min

Dehydrierung aufsteigende Alkoholreihe: je 2 x 2 min in 70%-, 96%-, 100%-Ethanol
Xylol: 2 x 2 min
Eindecken Eukitt, Deckglaser

Aqua dest. = destilliertes Wasser, PBS = phosphatgepufferte Salzlésung, H202 =
Wasserstoffperoxid, BSA = Bovines Serumalbumin, DAB = 3,3‘-Diaminobenzidin.

Aus dem Gewebearchiv entnommene uterine Gewebeschnitte (2.2.1) wurden mit
Histoclear entparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe und mit destilliertem
Wasser rehydriert. Zur Freilegung der Epitope wurde Citratpuffer (pH 6,0) angesetzt und
im Dampfgarer vorgewarmt. Die entparaffinierten Schnitte wurden in die heilde
Pufferldsung gestellt, in dieser erhitzt und abgekihlt. Nach der Hitze-induzierten
Antigen-Demaskierung wurden sie auf einem Schittler in phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) gewaschen. Vor der Immunmarkierung folgten zwei
Blockierungsschritte, um unspezifische Hintergrundfarbungen zu minimieren. Ein
Wasserstoffperoxid/Methanol-Gemisch  blockierte endogene Peroxidasen. Dies
ermoglichte im weiteren Verlauf die Verwendung von Meerrettichperoxidase (HRP) zur
Detektion. Nach erneutem Waschen der Praparate wurde Rinderserumalbumin-Puffer
(BSA) mit einem Detergens-Zusatz hinzugegeben, zur Reduktion unspezifischer
Bindungen und der Oberflachenspannung. Die BSA/Triton-benetzten Gewebeschnitte
wurden mit einem hydrophoben Stift umrandet. Der optimal verdiinnte Primarantikdrper
wurde hinzugegeben, ohne vom Gewebe abzulaufen. Die Schnitte wurden Uber Nacht
bei 4°C in einer Feuchtkammer inkubiert. Im Rahmen von Vorversuchen wurden die
bestmoglichen Farbezeiten fir die jeweiligen Primarantikdrper ermittelt (Tab. 3). Nach
durchlaufener Inkubationszeit wurde der Primarantikérper auf Zellstoff abgeklopft und
Uberschussige Reste durch Waschen entfernt. Zur Detektion der Immunmarkierung kam
das hochsensitive EnVison+ (DAKO)-System zum Einsatz (Abb. 7). Die Schnitte wurden
mit diesen Konjugaten fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer
inkubiert. Der Uberschuss wurde in gleicher Weise durch Abschiitten und Waschen
entfernt. Danach wurde frisch angesetzte Reaktionslésung auf die Proben getropft. Die
Lésung enthielt das Chromogen 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) und Substratpuffer mit
Peroxid, das durch die HRP zu einem sichtbar braunen Niederschlag umgesetzt wird.
Die Reaktion wurde mit Aqua dest. gestoppt und die Schnitte mit Hdmalaun nach Mayer
gegengefarbt. Sie wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, in Xylol
getaucht und mit Eukitt eingedeckt. Zum Ausschluss falsch-positiver Farbsignale wurden
Negativkontrollen mit Antikérper-Diluent anstelle der Antikérper durchgefihrt. Die

immungefarbten Gewebeproben wurden unter dem Mikroskop méaanderférmig
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durchgemustert. Das Proteinexpressionsmuster wurde mit einer hochauflésenden
Mikroskopkamera fotografiert und fir einzelne Gewebebereiche digital dokumentiert. Bei
den SEMG2-Proben wurde zusatzlich der HSCORE fiir alle erfassten Drisenanschnitte

vergeben.
Quantifizierung der immunhistochemischen SEMG2-Farbung

Die immungefarbten Gewebeproben wurden mit dem HSCORE bewertet. Mit dem Score
wurde die glandulare Farbintensitatin den Gewebeproben quantifiziert. Er wurde anhand
der Formel HSCORE = (0 x %GLo) + (1 x %GL4) + (2 x %GL3) + (3 x %GL3) fur jede
Probe berechnet und rangierte zwischen 0 bis 300. Jedem Driisenanschnitt (GL) wurde
ein Intensitatswert (0 — 3) zugeordnet. Der Wert 0 entsprach keiner, 1 einer schwachen,
2 einer mafRigen und 3 einer starken Farbung. Die prozentualen Anteile der nach
Intensitatsstufen gruppierten Drisenanschnitte (%GLo - 3) an der Drlisengesamtzahl
wurden ermittelt. Dazu mussten alle Drisen eines Gewebeschnitts ausgezahlt werden.
Die Prozentsatze wurden mit dem zugehdrigen Intensitadtswert multipliziert und

anschlieend zum Score summiert.
2.2.3 Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay

Der Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) ermdglicht den quantitativen
Nachweis von Proteinen in Korperflissigkeiten. Das Verfahren basiert auf spezifischen
Antigen-Antikdrper-Reaktionen, die wie bei der Immunhistochemie (2.2.2) mit einem
Detektionssystem sichtbar gemacht werden. Mithilfe des ELISAs wird die Konzentration
des gesuchten Antigens in Probenfliissigkeiten ermittelt, wahrend die Immunhistochemie
in Gewebeproben flir semiquantitative Expressionsanalysen eingesetzt wird. In dieser
Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA in Kombination mit dem Labeled-Avidin-Biotin-System

(LAB) zur Signalamplifikation eingesetzt (Abb. 8).
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A Antigen
Biotin-markierter
Y, L\ Detektionsantikérper
w  Avidin

HRP-Enzym

G——-’—" g3  Chromogen

Abbildung 8: Sandwich-ELISA mit LAB-Detektionssystem. An die ELISA-Platte adsorbierte
Fangerantikorper immobilisieren das gesuchte Antigen zur Visualisierung mit biotinyliertem

Detektionsantikérper und HRP-Avidin.

Bei der Sandwich-Methode wird das nachzuweisende Protein zwischen einem primaren
Fanger- und sekundaren Detektionsantikbrper immobilisiert. Zunachst werden die
Fangerantikdrper an die ELISA-Mikrotiterplatte adsorbiert. Diese hat im Allgemeinen
eine hohe Protein-Bindungskapazitat, weshalb freie, nicht Antikdrper-besetzte Bereiche
mit einem Blockpuffer, beispielsweise BSA, abgedeckt werden. Durch das Abdecken
unspezifischer Bindungsstellen wird die Hintergrundfarbung minimiert. Danach werden
die Plattenvertiefungen mit den Standards und Proben inkubiert und das Ziel-Protein
bindet an den Fangerantikorper. Wahrend in den Standards normierte Mengen des
Proteins enthalten sind, ist seine Konzentration in den Probengemischen unbekannt.
AnschlieBend binden Detektionsantikdrper durch Fangerantikérper immobilisierte
Proteine Uber ein anderes, zweites Epitop. Die Bindungsstellen flr den primaren und
sekundaren Antikérper missen ausreichend weit voneinander entfernt sein, damit die
Immunreaktion nicht durch sterische Behinderung beeintrachtigt wird. Das LAB-System
basiert auf der hohen Bindungsaffinitat zwischen Avidin und Biotin. Dabei werden
anstelle von direkt enzymmarkierten, biotinylierte Detektionsantikdrper eingesetzt. Bis
zu zehn kleine Biotin-Moleklle kdnnen pro Antikérper konjugiert und in einem
zusatzlichen Schritt von Avidin-gekoppelten Markerenzymen gebunden werden. Durch
Erhéhung der Markerdichte steigt die Signalintensitat und die Sensitivitat des ELISAs

wird vervielfacht. Bis zur Zugabe des Enzymsubstrats werden nach jedem
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Inkubationsschritt Waschschritte durchgeflihrt, um ungebundene Bestandteile aus den
einzelnen Vertiefungen zu entfernen. Oft wird HRP als Enzym eingesetzt, welches
Tetramethylbenzidin (TMB) zu einem kolorimetrisch detektierbaren Reaktionsprodukt
umsetzt. Auf der ELISA-Platte ist eine abgestufte Blau- und dann Gelbfarbung sichtbar.
Der Farbumschlag entsteht durch Beendigung der Reaktion mit einer Stopplésung. Der
Substratumsatz korreliert mit der Konzentration des nachzuweisenden Proteins in der
Probe. Je mehr Protein vorhanden ist, desto héher die photometrisch mit einem ELISA-
Reader messbare Farbintensitat in der jeweiligen Vertiefung. Uber eine
Regressionsgleichung, gebildet aus den Messwerten zu den bekannten Konzentrationen

in den Standards, wird schlieRlich die Proteinkonzentration in den Proben bestimmt.
Protokoll des SEMG2-ELISAs

Zur Bestimmung des SEMG2-Gehalts in humanen, endozervikalen Mukusproben sowie
in einer humanen Serumprobe wurden ELISA-Kits der Firma MyBiosource eingesetzt.
Die Nachweisgrenze war bei <7,81 pg/ml festgelegt und eine Unterschreitung wird als
nicht mehr signifikante Abweichung vom Nullsignal gewertet. Alle Arbeitsschritte wurden
entsprechend des Herstellerprotokolls durchgefiihrt. Mehrere Reagenzien mussten bei
Raumtemperatur vorbereitet werden. Biotin-Antikdrper und HRP-Avidin wurden mit den
zugehdrigen Verdunnungslosungen jeweils 100-fach verdunnt. Beim
Waschpufferkonzentrat wurde eine 25-fache Verdinnung mit Aqua dest. vorgenommen.
Aus dem gefriergetrockneten und zentrifugierten Standard wurde eine zweifache
Verdinnungsreihe ab 2000 pg/ml angesetzt. Bei jedem Inkubationsschritt wurde die
ELISA-Platte mit einem Klebestreifen abgedeckt, um ein Austrocknen zu verhindern. Die
mit Fangerantikdrper vorbeschichteten ELISA-Platten wurden direkt mit jeweils 100 pl
Proben und Standards pro Vertiefung flr zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurde
die Flussigkeit abgekippt und gegen Papierticher ausgeschlagen. Je 100 pl Biotin-
Antikérper wurden pro Vertiefung flr eine Stunde bei 37°C zugegeben. Der biotinylierte
Antikérper wurde nach Ablauf der Inkubationszeit aspiriert und verworfen.
Flussigkeitsreste wurden durch Ausschlagen entfernt. Danach wurden vier
Waschschritte mit einer Multikanalpipette durchgefihrt. Bei jedem Waschen verblieben
je 200 ul Waschpuffer fur 2min in den Vertiefungen, bis zum Pufferwechsel mit Abkippen
und Ausschlagen. Anschlief’iend wurde mit je 200 pl HRP-Avidin fir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert, dann erneut aspiriert. Es folgten fiinf Waschschritte, wie oben beschrieben.
Das TMB-Substrat wurde mit 90 pl pro Vertiefung hinzugefugt. Nach 32min unter
Lichtausschluss war eine ausgepragte Farbabstufung sichtbar und es wurden jeweils 50
Ml Stopplésung dazugegeben. Dies ging mit einem Farbumschlag von blau nach gelb

einher. Gelegentlich wurde eine Grinfarbung in einzelnen Vertiefungen beobachtet,
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entsprechend einer unzureichenden Durchmischung. Dies wurde durch behutsames
Anstofen der Platte behoben. AbschlieRend erfolgte deren photometrische Bestimmung
mit einem ELISA-Reader bei 450 nm und einer Referenzwellenlange von 570 nm. Das
Nullstandard-Signal wurde von allen Messergebnissen subtrahiert. Die bekannten
Standardkonzentrationen wurden mit den korrespondierenden Messwerten graphisch
aufgetragen. Durch diese Datenpunkte wurde die bestmdgliche Ausgleichsgerade
gelegt. Aus der sich daraus ergebenden Regressionsgleichung konnten die SEMG2

Proteinkonzentrationen in den Proben ermittelt werden.
2.2.4 Endometriumdatierung

Die Endometriumdatierung ermdglicht die zyklusphasen-gerechte Zuordnung uteriner
Gewebeproben bei Frauen im reproduktiven Alter. Frih-, mitt- und spatsekretorische
Phasenabschnitte lassen sich voneinander abgrenzen. Dadurch wird das
Expressionsprofil endometrialer Proteine im Zyklusverlauf und in Bezug auf das
Implantationszeitfenster beurteilbar. Die Methode basiert auf den von Noyes, Hertig und
Rock festgelegten  Datierungskriterien  [106].  Lichtmikroskopisch  werden
histomorphologische Merkmale erfasst, die fir die zeitliche Einordnung geeignet sind.
Die am weitesten fortgeschrittene Veranderung in der Funktionalis ist ausschlaggebend
fur die Probenzuordnung. Dagegen kommen die Basalis und das untere Uterussegment
fur die Datierung nicht in Frage. Beide Gewebeabschnitte sind weniger hormonsensitiv,
sodass zyklische Veranderungen kaum oder zeitverzdgert stattfinden. Proben mit
zumindest stellenweise erhaltenem, luminalen Epithel sind zuverlassig datierbar.
Anhand dieser Gewebekomponente wird zwischen Funktionalis und Basalis
unterschieden. Eine Datierung von Basalis-Fragmenten, bei Schwangerschaft, Atrophie
sowie bei Gewebeanomalien wie Hyperplasie und Endometriumkarzinom ist nicht
mdglich. Das Verfahren ist nicht vollstandig reproduzierbar und fiir eine tagesgenaue
Diagnostik meist zu unprazise. Die Gewebedatierung sollte in Kombination mit klinischen
Informationen bewertet werden. Hilfreich sind anamnestische Angaben zum
Menstruationszyklus oder Hormonstatus zum Zeitpunkt der Probenentnahme.
Verlassliche Datierungskriterien fur die Proliferationsphase sind Mitosen und
Pseudostratifikation. Hier wird das Endometrium Uber einen variablen Zeitraum von
0,5mm auf bis zu 5mm aufgebaut. Im Rahmen des Dickenwachstums werden zahlreiche
Mitosefiguren in den Epithel- und Stromazellen beobachtet. Das Drisenepithel
proliferiert schneller als das Stroma, sodass die initial geradlinigen Drisen einen
geschlangelten Verlauf nehmen. Die Drisenmorphologie verandert sich aber zu
allmahlich, um als Datierungskriterium in Frage zu kommen. Ein geeigneteres Merkmal

fur die erste Zyklushalfte ist das pseudostratifizierte Drisenepithel. Die
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Pseudostratifizierung kommt durch zueinander versetzt positionierte Zellkerne zustande,
wodurch das einreihige Epithel mehrreihig erscheint. Die Sekretionsphase ist genauer
datierbar als die Proliferationsphase, da groRere histomorphologische Unterschiede
zwischen den einzelnen Phasenabschnitten bestehen. Frihsekretorisch liegt der Fokus
auf glandularen Merkmalen. In der mittleren und spaten Sekretionsphase sind wiederum
Veranderungen im Stroma fur die zeitliche Einordnung entscheidend. Nach der
Ovulation bleibt die Gewebemorphologie flr bis zu 48 Stunden nahezu unverandert. Die
sekretorische Umwandlung des Endometriums setzt zeitverzégert ein. Ein sicheres
Ovulationszeichen liegt erst vor, wenn die sogenannte 50%-Regel erflllt ist. Sie besagt,
dass in mindestens 50% der angeschnittenen Drisen sowie in 50% der zugehdrigen
glandularen  Epithelzellen  Glykogenvakuolen  vorkommen. Im Zuge der
voranschreitenden Vakuolisierung geht die Pseudostratifizierung verloren, mit
Zellkernen, die palisadenférmig in einer Ebene aufgereiht sind. Diese Konstellation ist
typisch fur die friihe Sekretionsphase und wird auch als Klaviertastatur-Phdnomen
beschrieben, weil die basalen Glykogenvakuolen an weif3e und die dartberliegenden
Zellkerne an schwarze Tasten erinnern. Im weiteren Verlauf verandert sich die Position
der Vakuolen im epithelialen Zytoplasma von basal, an den Zellkernen vorbei, nach
luminal. Die mittlere Sekretionsphase wird vor allem anhand des interstitiellen
Gewebeddems identifiziert, welches die Stromazellen auseinanderdrangt. Da deren
spindelférmigen Zellauslaufer nur schwer abgrenzbar sind, entsteht der Eindruck
alleinstehender, nackter Zellkerne. In der spaten Sekretionsphase ist die
Pradezidualisierung als Datierungskriterium geeignet. Sie beginnt in der Nahe der
Spiralarterien, die durch die umgebenden, kugelig transformierten Stromazellen in Form
von Pradeziduamanschetten pragnanter zur Darstellung kommen. Spatsekretorische
Drisen liegen in Sageblatt-Konformation vor, mit eingefaltetem, luminal zerkliftetem
Drisenepithel als Ausdruck der stattgehabten Sekretion. Diese Drisenform kann bereits

mittsekretorisch auftreten, sodass sie alleingenommen nicht ausreichend trennscharf ist.
Protokoll der Probendatierung

Bei Proben fur die SEMG2-Immunhistochemie wurde die Datierung durch einen
verblindeten Untersucher der Laborarbeitsgruppe verifiziert. Anamnestische Angaben
zum Menstruationszyklus wurden bei der zeitlichen Einordnung berlcksichtigt. In der
Regel war eine Unterscheidung zwischen frih-, mitt- und spatsekretorischen
Phasenabschnitten mdglich. Dadurch konnte das Expressionsprofil des Proteins im
sekretorischen Phasenverlauf untersucht werden. Nicht alle archivierten Schnitte
enthielten luminales Epithel. In diesen Fallen war es nicht mdglich, die Datierung genau

zu Uberprifen oder weiter einzugrenzen.
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2.3 Statistik

Die statistischen Tests wurden mit der Software GraphPad Prism (Version 9.4.1,
www.graphpad.com) durchgefihrt. Die Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler,
Median (Interquartilsabstand) und mit Spannweite angegeben. Ergebnisse mit einem p-
Wert < 0.05 wurden als statistisch signifikant bewertet. Alle Werte wurden vorab mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung geprift. Mehr als zwei Gruppen mit
normalverteilten Daten wurden mit einer Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet. Bei
signifikanten Unterschieden wurde der Folgetest nach Tukey angewendet. Bei zwei
Gruppen mit nicht-normalverteilten, numerischen Werte wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney-U- und bei mehr als zwei Gruppen mit dem Kruskal-
Walis-Test auf signifikante Unterschiede untersucht. Bei kategorialen Daten wurde der
exakte Test nach Fisher angewendet. Die diagnostische Eignung von SEMG2 im
Zervixschleim als Fertilitatsmarker wurde mithilfe einer ROC-Kurvenanalyse gepruft. Fur
alle méglichen Schwellenwerte wurden die Sensitivitdts- und Spezifitdtswerte ermittelt.
Anhand des Youden-Index (J = Sensitivitdt + Spezifitdt -1) wurde der optimale
Schwellenwert mit der dazugehdrigen ROC-Kurve bestimmt. Die Flache unter der ROC-
Kurve wurde als Mal} fir die Trennscharfe des Diagnosetests untersucht. Aus einer
Kontingenztafel wurden die positive Likelihood-Ratio, positiver und negativer pradiktiver
Wert, diagnostisches Odds Ratio sowie relatives Risiko als weitere Gutekriterien

abgeleitet.
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3 Ergebnisse
3.1 Die SEMG2-Expression im luminalen Epithel

Die Immunfarbung im luminalen Epithel (LE) war zytoplasmatisch, mit Betonung des
apikalen Zellpols (Abb. 9). Sie war starker als im Stroma und vergleichbar zum
glandularen Epithel (GE). Nahezu alle luminalen Epithelzellen waren SEMG2-positiv. Im
Bereich der Drisenausfiihrungsgangen ging das GE ins LE Uber. Hier wurden
unterschiedliche, zyklusphasen-typische Oberflachendifferenzierungen beobachtet.
Mittproliferativ war das LE flach, oft waren Zilienzellen identifizierbar (Abb. 9A). Diese
konnten vereinzelt oder in kleinen Gruppierungen zwischen nicht-zilientragenden Zellen
auftreten und waren im Laufe der sekretorischen Phase nicht mehr sichtbar.
Spatproliferativ. wurden SEMG2-positive Vorwdlbungen der apikalen Zellmembran
beobachtet (Abb. 9 B). Frih- und mittsekretorische Vorwélbungen waren besonders
zahlreich und wurden als Pinopoden identifiziert. In diesem Zeitabschnitt war auch das
GE im oberen Abschnitt der Drisenausfihrungsgénge vorgewdlbt und es wurden
SEMG2-positive, Vesikel-dhnliche Strukturen Uber dem LE und in den
Ausfuhrungsgangen identifiziert (Abb. 9 C, D). Spatsekretorisch hatte das LE wieder eine
abgeflachtere Kontur (Abb. 9 E). SEMG2 war zu jedem Zyklusphasenabschnitt im LE

nachweisbar, im sekretorischen LE wurde es starker exprimiert (Abb. 9 C - E).
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Abbildung 9: Immunhistochemischer Nachweis von SEMG 2 im luminalen Epithel des mitt- (A)

und spatproliferativen (B) sowie friih- (C), mitt- (D) und spatsekretorischen (E) Endometriums von
Endometriose-negativen (B) und -positiven (A, C, D, E) Probandinnen. Die Pfeile zeigen an,
welche Stelle des Epithels vergroert (Insets) wurde. Inset A = Zilienzellen, Inset B und D =
Pinopoden. Kreis = Vesikel-dhnliche Strukturen, LE = Luminales Epithel, Lu = Lumen, GL = Drise
(exemplarisch markiert), S = Stroma, Stern = Ausfiihrungsgang, V = Venole, SMC = muskelartige

Struktur im Stroma, Malstabsleisten = 100 um.
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3.2 Die SEMG2-Expression im glandularen Epithel

Die SEMG2-Immunfarbung im Zytoplasma des GE war homogen und kraftiger als in den
Stromazellen. Sie war in den Drisen des Stratum basale (Basalis) und Stratum
functionale (Funktionalis) derselben Gewebeprobe vergleichbar und in der zweiten
Zyklushalfte intensiver (Abb. 10). Charakteristisch fur die Basalis-Driusen der
proliferativen und sekretorischen Zyklushalfte war ein Verlauf entlang des
angrenzenden, in der Regel SEMG2-positiven Myometriums (Abb. 10 A, C). Im
Gegensatz dazu waren die Drusen der Funktonalis zur Schleimhautoberflache in
Richtung des rechten Teilabbildungsrandes orientiert (Abb. 10 B, D). SEMG2-positive
Sekretionsprodukte wurden in den Driisenlumina der Basalis und Funktionalis in beiden

Zyklushalften identifiziert.

Abbildung 10: Reprasentative Mikrofotografien der Basalis (B) und Funktionalis (F) einer

Endometriose-negativen Probandin in der Proliferationsphase (A, B) und einer Endometriose-
positiven Probandin in der Sekretionsphase (C, D). GL = Drise, M = Myometrium, Pfeilspitzen =
Sekretion in beiden Zyklushalften, Mal3stabsleisten = 100 um.

Die sekretorische Aktivitat war friih- und mittsekretorisch am hdchsten (Abb. 11). Viele
Drisenlumina waren mit SEMG2-positivem Sekret gefillt. Vereinzelt war die
Immunfarbung nicht homogen, sondern apikal in Richtung des Drusenlumens betont
(Abb. 11 A).
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Abbildung 11: Funktionalis-Drisen einer Endometriose-negativen (A) und Endometriose-
positiven (B) Probandin in der frihen Sekretionsphase mit SEMG2-positiven Sekretionsprodukten
(Sterne). Die Pfeile markieren den glandularen Epithel-Abschnitt, der vergrof3ert (Inset) wurde.
Inset A = apikal betonte Immunfarbung (Pfeilspitze), Inset B = Glykogenvakuolen (vc),

Maflstabsleisten = 100 ym.

Die Drisenmorphologie veranderte sich im Zyklusverlauf (Abb. 12). Proliferative Driisen
waren i.d.R. schwéacher immungefarbt (Abb. 12 A). Charakteristisch fur
frihsekretorisches, glandulares Epithel waren SEMG2-negative Glykogenvakuolen mit
Zellkernen in Reihe (Abb. 12 B). Die SEMG2-Immunfarbung war temporar nach lateral
und apikal verdrangt. Die Vakuolen waren im Zytoplasma als ungefarbte Areale auf
Zellkernhdhe, basal und apikal identifizierbar. Spatsekretorische Drisen hatten eine
sageblattartige-Form mit stark aufgeweiteten Lumina und kraftiger Immunfarbung und
unscharf begrenzten apikalen Zellrandern (Abb. 12 C). Insgesamt wurden 7571

Drisenanschnitte ausgezahlt; davon waren 7363 SEMG2-positiv (97,25%).
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Abbildung 12: Reprasentative Mikrofotografien von SEMG2-positivem glanduldren Epithel in

proliferativem (A) sowie mitt- (B) und spatsekretorische (C) Endometrium von Probandinnen ohne

(A) und mit (B, C) Endometriose. Inset B (oben) = basale Glykogenvakuolen, Inset B (unten)

Glykogenvakuolen auf Zellkernhdhe. ap = apikal, b = basal, GE = Glandulares Epithel, Lu
Driisenlumen, S = Stroma-Odem, Stern = Zellkern, vc = Glykogenvakuolen, MaRstabsleisten =
100 um.

3.3 Quantifizierung der SEMG2-Expression in den Driisen

Die immunhistochemische Farbung in den Endometriumdrisen wurde mithilfe des
HSCOREs genauer beurteilt. Die datierbaren Proben wurden in vier Gruppen eingeteilt
(Tab. 7A). Der ANOVA ergab, dass signifikante Unterschiede zwischen den glandularen
HSCORE-Werten der einzelnen Gruppen existierten (p < 0,0001). Mithilfe des Tukey-
Tests wurde gezeigt, wo diese Unterschiede lagen und wie stark diese ausgepragt waren
(Tab. 7B). Die grofiten HSCORE-Differenzen ergaben sich bei der Gegeniberstellung
der sekretorischen, EM-positiven Gruppe (S/EM+; 261 £ 8) mit den proliferativen Proben
von Frauen ohne (P/EM-; 189 £ 9) und mit EM (P/EM+; 167 + 12). Bei Letzteren war die
glanduldare SEMG2-Farbintensitat im Vergleich um 38% (P/EM- vs. S/EM+)
beziehungsweise 56% (P/EM+ vs. S/EM+) hochsignifikant reduziert (p < 0,001 und p <
0,0001). Eine 28 %ige, signifikant niedrigere Expression des Proteins im Drisenepithel

war auch bei der proliferativen, EM-positiven (P/EM+) gegenlber der sekretorischen,
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EM-negativen Gruppe (S/EM-; 233 + 18) feststellbar (p = 0,0036). Zwischen der anderen
proliferativen (P/EM-) und ebendieser sekretorischen Gruppe (S/EM-) ergab sich ein
Trend (p = 0,0845), der ebenfalls eine geringere Protein-Expression in den
Endometriumsdriisen der proliferativen Zyklushélfte anzeigte. Beim Vergleich von
Proben aus derselben Zyklushalfte konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Es spielte keine Rolle, ob sie von EM-positiven oder -negativen Probandinnen
stammten. EM hatte im Vergleich zur Zyklusphase keinen nennenswerten Einfluss auf
das SEMG2-Expressionsniveau im glandularen Epithel. SEMG2 wurde in der zweiten

Zyklushalfte insgesamt vermehrt exprimiert.

Tabelle 7: Vergleich der SEMG2-Expression anhand des HSCOREs im glandularen Epithel von

Probandinnen mit und ohne Endometriose in der Proliferations- und Sekretionsphase

(A) P/EM- P/EM+ S/EM- S/IEM+
n 9 10 6 7
HSCORE (GE) 1899 167 £ 12 233+18 261+8

191 (165 —213) 163 (150 — 187) 246 (195—266) 251 (245 — 289)

148 — 233 104 — 239 154 — 279 240 -290
(B) P/EM- P/EM- P/EM- P/EM+ P/EM+ S/EM-
VS. VS. VS. VS. VS. VS.
P/EM+ S/EM- S/EM+ S/EM- S/EM+ S/IEM+
p-Wert 0,4833 0,0845 0,001 0,0036 <0,0001 0,431

Der glandulare HSCORE (GE) wurde als Mittelwert + Standardfehler und Median
(Interquartilsabstand) sowie mit der Spannweite angegeben. P/EM- = proliferativ, Endometriose-
negative, P/EM+ = proliferativ, Endometriose-positive, S/EM- = sekretorisch, Endometriose-
negative, S/EM+ = sekretorisch, Endometriose-positive Gruppe. Die Gruppen wurden mittels
Varianzanalyse (ANOVA, analysis of variance) untersucht. Mithilfe des Folgetests nach Tukey
wurde ermittelt bei welchen Gruppenpaaren signifikante Unterschiede beim Expressionsniveau

vorlagen.
3.4 Die SEMG2-Expression im Stroma

SEMG2 wurde homogen im Zytoplasma von Stromazellen der Proliferations- und
Sekretionsphase bei EM-positiven und -negativen Probandinnen exprimiert (Abb. 13).
Die Ubersichtsaufnahmen 13 A und B zeigen, dass der Marker vor allem im Lumen-
nahen Funktionalis-Stroma exprimiert wurde. Die stromale Immunfarbung war i.d.R.

schwacher als die epitheliale. Sie war in der zweiten Zyklushalfte markanter (Abb. 13 B).
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Abbildung 13: Nachweis von SEMG2 im endometrialen Stroma der mittleren Proliferations- (A,

C) und Sekretionsphase (B, D) bei Patientinnen mit (A, C) und ohne (B, D) Endometriose. Inset
D (oben) = spindelférmige Stroma-Zellauslaufer (Pfeile), Inset D (unten) = Pradeziduazellen
(Kreis). Doppelpfeil = Lumen-nahes Stroma, GL = Driise, Lu = Lumen, S = Stroma, SO =
Stromaddem, Malstabsleisten = 500 um (A, B), 100 um (C, D).

Die Stromazellen der Funktionalis waren grofitenteils SEMG2-positiv, wahrend das
basale Stroma meist SEMG2-negativ war (Abb. 10 A, B). Die mittlere Proliferations- und
Sekretionsphase ging oft mit einem interstitiellen Stroma-Odem einher, das die
Stromazellen auseinander drangte (Abb. 13 C, D). Dadurch waren die spindelférmigen,
SEMG2-positiven Zellauslaufer gut erkennbar. Spatsekretorisch differenzierten
Stromazellen zu Pradeziduazellen. Diese hatten eine rundliche Zellgestalt, aber
ebenfalls ein SEMG2-positives Zytoplasma (Abb. 13 D).
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3.5 Die SEMG2-Expression in Lymphozyten-Aggregaten

Die Lymphozyten-Aggregate im Endometrium von Probandinnen ohne und mit EM
waren vom Aggregat-Zentrum bis zum Rand zytoplasmatisch SEMG2-positiv. In der
basalen Schicht waren sie besonders deutlich erkennbar, da die SEMG2-positiven
Lymphozyten einen Kontrast zum vorwiegend SEMG2-negativen Stroma bildeten (Abb.
14 A, B). Nebenbefundlich zeigten sich SEMG2-positive Endometrium-Gefalie. Der
Marker kam in Spiralarterien und im Perizyten-Zytoplasma von Venolen und Kapillaren
vor (Abb. 14 B). In jeder Probe gab es auch SEMG2-negative Gefale.

Abbildung 14: SEMG2-positive Lymphozyten-Aggregate (Kreis) in der Basalis von Endometriose-

negativen (A) und Endometriose-positiven Probandinnen (C) in der Proliferationsphase. GL =
Drise, Pfeilspitze schwarz = Kapillare, Pfeilspitzen wei} = Spiralarterien, V = Venole,

MaRstabsleisten = 100 ym.
3.6 Die SEMG2-Expression bei EMCs und im Endozervix

SEMG2 wurde im Rahmen von epithelialen Veranderungen (EMCs) exprimiert. Es
wurde in Endometrium-Drisen gefunden, deren Morphologie typisch fir das Arias Stella
Phanomen (ASR) der Friuhschwangerschaft war (Abb. 15 A). Hierbei sind die Drisen
hypersekretorisch verandert. Sie waren stark gewunden und die glandularen
Epithelzellen hatten ein Vakuolen-haltiges, helles Zytoplasma. Die Immunfarbung
konzentrierte sich auf die Zytoplasma-Rander und war in Zellmembran-Nahe am
intensivsten. Das SEMG2-positive Stroma war pradezidualisiert und stellenweise
dezidualisiert. In Teilabbildung15 B wird zur Veranschaulichung ein von Murdock et al.
[108] beschriebenes ASR abgebildet.

Bei einer weiteren Gewebeprobe wurde eine tubare EMC festgestellt (Abb. 15 C). Das
LE ahnelte dem Tubenepithel. Fir das Tubenepithel charakteristische Flimmerzellen,
sekretorische Zellen mit apikalen Vorwélbungen und interkalare Stiftchenzellen, wurden
identifiziert. Das SEMG2-Expressionsmuster war verandert. Stroma und Flimmerzellen

waren SEMG2-negativ. Die Stiftchen- und sekretorischen Zellen waren SEMG2-positiv.
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SEMG2 wurde auch in einer Endozervix-Probe nachgewiesen (Abb. 15 D). Die
endozervikale Schleimhaut war im Gegensatz zum Endometrium stark eingefaltet und
mit SEMG2-negativem, muzindsem Zylinderepithel ausgekleidet. Darunter befand sich
eine Reservezellschicht mit SEMG2-positivem Zytoplasma. Die Stromazellen im

Endozervix hatten ebenfalls ein SEMG2-positives Zytoplasma.

Abbildung 15: SEMG2-Expression bei Arias-Stella-artig verandertem glanduléren Epithel einer
Endometriose-negativen Probandin (A). Vergleichsabbildung B mit ASR ohne Malstabsleiste,
modifiziert nach Murdock et al, 2019 [108]. SEMG2 bei tubenartig verandertem
Endometriumepithel einer Endometriose-positiven Probandin (C) und im Endozervix (D). Der Pfeil
zeigt jeweils den vergroRRerten Epithelzellabschnitt (Inset) an. Inset C = luminales Epithel mit
Stiftchenzellen (SZ) und Flimmerzellen (FZ), Inset D = Zervixepithel (ZE) und Reservezellen (RZ).
ASR = Arias-Stella-Reaktion, DZ = Deziduazellen, EMC = epitheliale Veranderung, Pfeilkopf =
sekretorische Zellen, S = Stroma, Malstabsleiste 100 um (A, B, D).

3.7 Zusammenfassung der SEMG2-Ergebnisse im Endometrium

Die SEMG2-Expression im Endometrium wurde charakterisiert. Dazu wurden
Lokalisation und Intensitdt der Immunfarbung in den verschiedenen
Gewebekomponenten des menschlichen Endometriums im Zyklusverlauf untersucht.
SEMG2 wurde im LE, GE und Stroma zu verschiedenen Zeitpunkten des

Menstruationszyklus exprimiert. Es war in proliferativen und sekretorischen Proben von
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Endometriose-negativen und -positiven Patientinnen prasent. Die Farbung erreichte
ihren Hohepunkt in der zweiten Zyklushalfte. Im Verlauf der zweiten Zyklushalfte konnte
ein fortwahrend hohes Expressionsniveau beobachtet werden, das auch
spatsekretorisch erhalten blieb. SEMG2-Hauptlokalisationen waren die glandularen
Epithelzellen des Endometriums. Das Protein wurde auch in epithelialen
metaplasieartigen Veranderungen (EMCs) wie Arias-Stella-artig transformiertem

Endometriumgewebe (ASR) und im Endozervix nachgewiesen.

3.8 Charakteristika der Probandinnen fiir die SEMG2-Bestimmungen in
Mukusproben

Die 134 Studienteilnehmerinnen wurden jeweils anhand der Merkmale Fertilitat,
Zyklusphase, Endometriose-Erkrankung und Hormontherapie aufgeteilt. Daraus
ergaben sich die vier Gruppenpaare fertil und infertil, proliferativ und sekretorisch,
Endometriose-negativ und -positiv sowie nicht hormontherapiert und hormontherapiert.
In Tabelle 8 sind alle signifikanten Merkmalsunterschiede aufgelistet.

Infertile Probandinnen waren signifikant jinger als fertile und wurden im Mittel finf Jahre
frher in der EM-Sprechstunde vorstellig (Tab. 8 A, p = 0,005). Bei den anderen
Gruppierungen konnte kein signifikanter Altersunterschied festgestellt werden. Die
fertlen Probandinnen verwendeten im Vergleich zur infertilen Gruppe mehr
Hormonpraparate (Tab. 8 A, p = 0,0391). In der infertilen Gruppe waren diese bei
infertilen, EM-positiven Frauen mit Dysmenorrhd indiziert. In solchen Fallen wurden
vermutlich Schmerz-lindernde Effekte trotz kontrazeptiver Wirkung gegentber dem
Kinderwunsch priorisiert. Infertile, EM-negative Frauen nutzten mit einer Ausnahme

keine Hormonpraparate.

Tabelle 8 A: Merkmalsunterschiede bei den Mukusproben-Studienteilnehmerinnen

A fertil infertil p-Wert
N =64 N=70
Alter 37,6 0,9 33,9+0,7 0,0006
37,5 (21 - 52) 32,5 (24 — 49)
Hormontherapie
nicht-hormontherapiert 39,1% (25/64) 60% (42/70) 0,0391
hormontherapiert 61% (39/64) 40% (28/70)

Numerische Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler, Median (Spannweite) und kategoriale
Merkmale als Prozentwert angegeben. P-Werte wurden mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests und

dem exakten Test nach Fisher ermittelt.
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Probandinnen aus der ersten und zweiten Zyklushalfte unterschieden sich im Gegensatz
zu den anderen Gruppierungen erwartungsgemal hinsichtlich des Zyklustages (Tab. 8
B).

Tabelle 8 B: Merkmalsunterschiede bei den Mukusproben-Studienteilnehmerinnen

B proliferativ sekretorisch nicht-
N =36 N =54 datierbar
Zyklustag 8,4+0,6 24 + 1 n =44 <0,0001
10 (1 -13) 22 (14 - 50)

Numerische Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler, Median (Spannweite) und kategoriale
Merkmale als Prozentwert angegeben. P-Werte wurden mithilfe des exakten Tests nach Fisher

ermittelt. 44 Proben konnten keiner Zyklusphase zugeordnet werden.

EM-positive Probandinnen wurden signifikant haufiger hormontherapiert als EM-
negative (Tab. 8 C, p = 0,0002). Auch kamen gynakologische Eingriffe bei EM-
Erkrankten deutlich haufiger als bei EM-negativen Probandinnen vor (Tab. 8 C, p <
0,0001).

Tabelle 8 C: Merkmalsunterschiede bei den Mukusproben-Studienteilnehmerinnen

C EM-negativ EM-positiv p-Wert
N =45 N =289

Hormontherapie

nicht-hormontherapiert 73,3% (33/45) 38,2% (34/89) 0,0002

hormontherapiert 26,7% (12/45) 61,8% (55/89)

Operationen

nicht-operiert 84,4% (38/45) 2,2% (2/89) <0,0001

operiert 15,6% (7/45) 97,8% (87/89)

Die Merkmale wurden als Prozentwert angegeben. P-Werte wurden mithilfe des exakten Tests

nach Fisher ermittelt. EM = Endometriose.

Hormontherapierte Patientinnen wurden signifikant haufiger operiert als Probandinnen,
die keine Hormonpraparate einnahmen (Tab. 8 D). Sie nutzten weniger Analgetika, der

Unterschied war aber nicht signifikant (p = 0,3143).

Tabelle 8 D: Merkmalsunterschiede bei den Mukusproben-Studienteilnehmerinnen

D HT-negativ HT-positiv p-Wert
N =67 N =67

Operationen

nicht-operiert 43,3% (29/67) 16,4% (11/67) 0,0012

operiert 56,7% (38/67) 83,6% (56/67)

Die Merkmale wurden als Prozentwert angegeben. P-Werte wurden mithilfe des exakten Tests

nach Fisher ermittelt. HT = Hormontherapie.
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3.9 Der SEMG2-Gehalt in endozervikalen Mukusproben

Der endozervikale SEMG2-Mukusgehalt wurde bei 134 Probandinnen analysiert. Das
SEMG2-Protein konnte in endozervikalen Mukusproben fertiler und infertiler
Probandinnen sowohl in der Proliferations- als auch in der Sekretionsphase
nachgewiesen werden.

Bei fertilen Probandinnen betrug die durchschnittiche SEMG2-Konzentration 462,8 +
52,7 pg/ml bei einem Stichprobenumfang von n = 64. Infertile Probandinnen (n = 70)
hatten eine durchschnittliche Konzentration von 243,9 = 258 pg/ml (Tab. 9 A).
Gegenuber der fertilen Probengruppe war die Konzentration des Proteins in den
Mukusproben infertiler Probandinnen um 47% signifikant reduziert (p = 0,0015). Auch
war der SEMG2-Proteingehalt in den Proben aus der Sekretions- (407,1 £ 48,7) im
Vergleich zur Proliferationsphase (327,2 £ 72,1) um 19,6% erhoht (Tab. 9 B, p = 0,0438).

Tabelle 9 A, B: SEMG2-Konzentrationen in endozervikalen Mukusproben

A fertil infertil p-Wert
N =64 N=70
462,8 £ 52,7 2439+ 25,8 0,0015
353 (0—1709) 178,5 (0 — 812)
B proliferativ sekretorisch
N =36 N =54
327,2+72,1 407,1 £48,7 0,0438
170 (0 — 1709) 301 (0 — 1495)

Die SEMG2-Konzentrationen in pg/ml wurden als Mittelwert + Standardfehler, Median
(Spannweite) angegeben. Die Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante

Konzentrationsunterschiede untersucht.

Zwischen EM-positiven und -negativen Proben gab es keinen signifikanten SEMG2-
Konzentrationsunterschied (Tab. 9 C). Eine Aufteilung der EM-positiven Probandinnen
anhand unterschiedlicher Erkrankungsstadien Erstdiagnose, Rezidiv, mit und ohne
Rezidiv-Verdacht wurde vorgenommen (Kap. 2.1.2). Die endozervikale SEMG2-
Konzentration war in den daraus resultierenden vier Untergruppen vergleichbar. Auch
beim Vergleich von Proben nicht-hormontherapierter und hormontherapierter Frauen
ergab sich kein signifikanter Konzentrationsunterschied (Tab. 9 D). Die endozervikale
SEMG2-Konzentration wurde durch Endometriose, verschiedene Zeitpunkte der

Erkrankung oder die Hormontherapie nicht entscheidend beeinflusst.
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Tabelle 9 C, D: SEMG2-Konzentrationen in endozervikalen Mukusproben

C EM-negativ EM-positiv
N =45 N =289
305,4 + 44 1 370,2 + 39,2 ns
211 (0 —1431) 253 (0-1709)
D HT-negativ HT-positiv
N =67 N =67
328,3 + 41 368,6 £ 44 ns
211 (0 — 1431) 261 (0—1709)

Die SEMG2-Konzentrationen in pg/ml wurden als Mittelwert + Standardfehler, Median
(Spannweite) angegeben. Die Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante
Konzentrationsunterschiede untersucht. EM = Endometriose, HT = Hormontherapie. ns = nicht

signifikant.

Der Zusammenhang zwischen Fertilitat und SEMG2-Konzentration im Zervixschleim
wurde entsprechend den beiden Zyklusphasen untersucht (Tab. 9 E, F). Fertile
Probandinnen der Proliferations- als auch der Sekretionsphase hatten einen hdéheren
SEMG2-Gehalt im Mukus im Vergleich zu infertilen Probandinnen derselben
Zyklusphase. Der SEMG2-Konzentrationsunterschied war aber lediglich in der

Sekretionsphase signifikant (p = 0,0235).

Tabelle 9 E, F: SEMG2-Konzentrationen in endozervikalen Mukusproben

E fertil, proliferativ infertil, proliferativ
N=14 N =22
517,4 £ 160,7 206,2 £ 47,1 ns
256 (0 —1709) 139 (0-812)
F fertil, sekretorisch infertil, sekretorisch
N=25 N=29
546,2 + 85,8 287,2+424 0,0235
471 (0 — 1495) 188 (56 — 808)

Die SEMG2-Konzentrationen in pg/ml wurden als Mittelwert + Standardfehler, Median
(Spannweite) angegeben. Die Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante

Konzentrationsunterschiede untersucht.

Beim Vergleich von Probandinnen mit und ohne die EM-spezifische Schmerzen
Dysmenorrhd, chronischer Unterbauchschmerz, Dysurie, Dyschezie und Dyspareunie

wurde kein signifikanter SEMG2-Konzentrationsunterschied festgestellt (Tab. 8 G — J).

Tabelle 9 G - J: SEMG2-Konzentrationen in endozervikalen Mukusproben
G DYM-negativ DYM-positiv
310,6 £ 48,1 366,3 £ 37,9 ns
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205 (0 — 1709)

261 (0 - 1631)

H CUB-negativ CUB-positiv
324,8 £ 38,4 385,7 + 48,1 ns
206,5 (0 — 1709) 271 (0 — 1495)
DYU-negativ DYU-positiv
347,8 £33,5 351 +68,5 ns
235 (0-1709) 235 (0 — 1495)
J DYC-negativ DYC-positiv
338,7 £ 36,5 364,9 £ 52,4 ns
235 (0 - 1709) 232,5 (0 - 1631)
K DYP-negativ DYP-positiv
388 + 58,4 320+29,9 ns

213,5 (0 — 1709)

243 (0 — 1495)

Die SEMG2-Konzentrationen in pg/ml wurden als Mittelwert + Standardfehler, Median
(Spannweite) angegeben. Die Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante
Konzentrationsunterschiede untersucht. CUB = Chronischer Unterbauchschmerz, DYC =

Dyschezie, DYM = Dysmenorrhd, DYP = Dyspareunie, DYU = Dysurie, ns = nicht signifikant.

Der Nutzen von endozervikalem SEMG2 als potenzieller, minimal-invasiver Marker fir
die Fertilitatsdiagnostik bei Frauen in der zweiten Zyklushalfte wurde getestet. Anhand
einer visuellen Gegenlberstellung der SEMG2-Konzentrationen von fertilen und
infertilen Probandinnen in der Sekretionsphase sowie mithilfe einer ROC-Kurvenanalyse
wurde ein Schwellenwert zur Detektion der eingeschrankten Fertilitdt bei 330,5 pg/ml
festgelegt (Abb. 17).

1.0

1| 3305

J=04
0.5

Sensitivitat

0.0 : , ; !
0.0 0.5 1.0

1-Spezifitat

Abbildung 16: ROC-Kurve fir die SEMG2-Mukuskonzentration als Fertilitatsmarker bei
Probandinnen in der zweiten Zyklushalfte. Mithilfe des Youden-Index (J) wurde der Cut-off bei
330,5 pg/ml verifiziert.
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Die ROC-Analyse und eine Kontingenztafel mit den aus dem Cut-off resultierenden
positiven und negativen Testergebnissen zeigten, dass endozervikales SEMG2 als

Fertilitatsmarker geeignet sein kénnte (Tab. 10).

Tabelle 10: Kontingenztafel positiver und negativer Testergebnisse beim gewahlten Cut-off von
330,5 pg/ml

tatsachlich positiv tatsachlich negativ
vorhergesagt positiv 21 (RP) 8 (FP)
vorhergesagt negativ 8 (FN) 17 (RN)

Bei fertilen Frauen entnommene Proben wurden als negativ, bei Infertilen entnommene als positiv
definiert. FN = falsch-negativ, FP = falsch-positiv, RN = richtig-negativ, RP = richtig-positiv.

Die Sensitivitat und Spezifitdt des Tests betrugen jeweils 72% und 68%. Die Flache unter
der ROC-Kurve (AUC) gilt ebenfalls als Testgutekriterium. Je ndher der Wert bei 1 liegt,
desto trennscharfer der Test. Die ROC-Kurvenanalyse ergab eine akzeptable
Trennscharfe mit einem AUC-Wert bei 0,7. Bei Unterschreitung des Schwellenwerts lag
eine Fertilitatsstorung mit 72-prozentiger bzw. ca. 2,3-facher Wahrscheinlichkeit im
Vergleich zu fertilen Probandinnen in der Sekretionsphase vor (Tab. 11, LR+ und PPW).
Dabei handelt es sich um eine moderate LR+. In diesem Sinne kann der Test erste

Hinweise auf eine eingeschrankte Fertilitat liefern.

Tabelle 11: ROC-Analyse fur SEMG2 als endozervikaler Fertilitatsmarker bei Frauen in der
zweiten Zyklushalfte
AUC (95% KIl) Cut-Off LR+ SN SP PPW NPW DOR RR

0,68 (0,53-0,83) 330,5 2,26 72% 68% 72% 68% 5,6 2,26

Likelihood Ratio (LR), Senitivitat (SN), Spezifitdt (SP), positiver und negativer pradiktiver Wert
(PPW, NPW), diagnostisches Odds Ratio (DOR) sowie relatives Risiko (RR) wurden fiir den
Grenzwert von 330,5 pg/ml ermittelt. AUC = Flache unter der ROC-Kurve.

3.10 Sonderfille bei der Untersuchung des endozervikalen SEMG2-Gehalts

SEMG2 war bei zwei LASH-Probandinnen nachweisbar. Bei beiden Frauen konnte aus
dem Zervixstumpf SEMG2-haltiger Mukus gewonnen werden. Anhand einer
endozervikalen Gewebeprobe wurde bereits gezeigt, dass SEMG2 auch im Endozervix
exprimiert wird. In diesem Fall war es aber immunhistochemisch nur in der
Reservezellschicht, nicht aber im Schleim-produzierenden Zylinderepithel lokalisierbar
(Kap. 3.6).

3.11 Zusammenfassung der SEMG2-Untersuchung in Mukusproben

SEMG?2 ist ein Bestandteil humaner Mukusproben. Das Protein konnte bei fertilen und

infertilen Probandinnen im reproduktiven Alter zu unterschiedlichen Zeitpunkten des
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Menstruationszyklus mit und ohne Endometriose sowie Hormontherapie nachgewiesen
werden. Die SEMG2-Konzentration war abhangig von Fertilitat und Zyklusphase und

konnte sich als Marker fur die Fertilitatsdiagnostik eignen.

3.12 Die CNN1-Expression im Uterus

Die CNN1-Expression in den Uterusproben wurde separat in LE und Funktionalis,

Basalis, endomyometrialem Ubergang und Adenomyose-Lasionen untersucht.

3.13 Die CNN1-Expression im luminalen Epithel und der Funktionalis

CNN1 war im LE und in den Funktionalis-Drisen nicht nachweisbar. Es war in zwei
Fallen im Stroma unterhalb des LE lokalisiert (Abb. 17 A, B). Die Ubersichtsaufnahme
17 A bildet das Myometrium als CNN1-Hauptlokalisation in humanen Uterusproben ab.
Es diente als Positivkontrolle bei der Untersuchung der CNN1-Expression in anderen
Gewebekomponenten. In einer weiteren Gewebeprobe wurde eine periglandulare
CNN1-Expression in der Funktionalis identifiziert (Abb. 17 C, D). Das Protein wurde in
Stromazellen zytoplasmatisch exprimiert. Es kam in der Funktionalis nur selten, in 37,5%

der Falle, vor.

Abbildung 17: CNN1-positive stromale Zellen in der Funktionalis von Probandinnen mit AM und

ohne EM. CNN1-Stromfarbung unterhalb des luminalen Epithels in der Proliferations- (A) und

Sekretionsphase (B). Periglandulare CNN1-Stromafarbung einer sekretorischen Funktionalis-
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Druse (C, D). F = Funktionalis, LE = Luminales Epithel, Lu = Uteruscavum, M = Myometrium,

Pfeilspitze = periglandulare Stromafarbung, Mafstabsleisten 500 ym (A), 100 um (B — D).
3.14 Die CNN1-Expression in der Basalis

CNN1 war in Basalis-Drusen nicht nachweisbar. Das Protein wurde im basalen Stroma
exprimiert und kam hier haufigsten vor. 93,8% der untersuchten Basalis-
Gewebeabschnitte enthielten CNN1-positive Stromazellen. Die Ubersichtsaufnahme 18
A zeigt eine homogene CNN1-Farbung in der Basalis bei CNN1-negativer Funktionalis.
Zusatzlich ist ein perivaskulares CNN1-Expressionsmuster sichtbar, das ausschlieRlich
in der Basalis beobachtet wurde. Im CD10-Folgeschnitt waren die stromalen Zellen in
der Basalis und Funktionalis immungefarbt (Abb. 18 B). Die CNN1-negativen Drisen
verliefen meist horizontal entlang des Myometriums und waren oft von periglandularen,
CNN1-positiven Stromazellen umgeben (Abb. 18 C). Im CD10-Folgeschnitt war dieser
Bereich ebenfalls periglandular gefarbt (Abb. 18 D).

Abbildung 18: Nachweis einer homogenen, perivaskularen und unvollstandigen periglandularen
CNN1-Stromafarbung in der Basalis (A, C) mit CD10-positiven Folgeschnitten (B, D). B = Basalis,
F = Funktionalis, Kreis = perivaskuldre Immunfarbung, Pfeilspitze = Myometrium,
MaRstabsleisten = 500 ym (A, B) und 100pm (C, D).
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Bei der periglandularen CNN1-Farbung gab es subtile Unterschiede hinsichtlich
Vollstandigkeit und Auspragung. Abbildung 19 B zeigt, dass CNN1-positive,
spindelférmige Stromazellen zahlreicher und vollstdndig um eine Basalis-Drise
angeordnet sein konnten. In diesem Fall war die CD10-Folgefarbung homogen (Abb. 19
C).

Abbildung 19: Nachweis einer vollstdndigen periglandularen CNN1-Stromafarbung in der Basalis

in der Ubersichtsaufnahme (A) und in héherer VergréBerung (B) mit CD10-positivem Folgeschnitt
(C). Nebenbefundlich war ein CNN1-negatives Lymphozyten-Aggregat sichtbar (D, Stern). B =
Basalis, U = endomyometrialer Ubergang, Kreis = periglanduldre Immunfarbung,
MaRstabsleisten = 500um (A), 100um (B — D).

3.15 Die CNN1-Expression am endomyometrialen Ubergang

Der endomyometriale Ubergang ist ein irregular verlaufender Grenzbereich zwischen
Endometrium und Myometrium. In drei Gewebeproben wurden hier schwach CNN1-
positive Drisen identifiziert, die den reguldren Grenzverlaufim Sinne einer beginnenden
Myometrium-Invasion Uberschritten hatten. Die Teilabbildung 20 A zeigt, dass solche
Jnvasiven Drusen“ ebenfalls Claudin3-positiv waren. Die Immunfarbung war
vergleichbar zu anderen Claudin3-positiven Endometrium-Drisen. In Teilabbildung 20 B

ist eine CNN1-positive Driise abgebildet. Der Gewebeschnitt ist fragmentiert, aber die
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korrespondierende Drise konnte anhand des charakteristischen Drisenverlaufs
zweifelsfrei im Claudin3-Schnitt identifiziert werden (Abb. 20 A).

Die Teilabbildung 20 C zeigt das fibrillare, muskelfaser-ahnliche CNN1-
Expressionsmuster im randstadndigen Stroma einer scheinbar vom restlichen
Endometrium losgeldsten Schleimhautinsel. Sie war durch eine ca. 1mm breite
Myometrium-Schicht vom darlberliegenden Endometrium abgetrennt und somit
Bestandteil des endomyometrialen Ubergangs und per definitionem kein AM-Herd (Kap.
1.1). Die fibrillare CNN1-Farbung war im Folgeschnitt CD10-positiv, wahrend das
umgebende Myometrium ungefarbt blieb (Abb. 20 D). Insgesamt war das Stroma im

endomyometrialen Ubergang in 58,5% der Féalle CNN1-positiv.

T

Abbildung 20: Claudin3-positive Ubersichtsaufnahme (A) und Nachweis einer schwach, CNN1-

positiven Driise im endomyometrialen Ubergang (B, Stern). Fibrillire CNN1-Stromafarbung im
Ubergangsbereich zwischen Endometrium und Myometrium mit CD10-positivem Folgeschnitt
(D). Inset A = korrespondierender Drisenabschnitt zu Teilabbildung 20 B. B = Basalis, F =
Funktionalis, U = endomyometrialer Ubergang, Linie = Grenzverlauf zwischen Endo- und
Myometrium M = Myometrium, Pfeil = fibrillare Stromafarbung, MaRstabsleisten = 500 um (A, C,
D) und 100um (B).
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3.16 Die CNN1-Expression in Adenomyose-Herden

AM-Herde sind aus Basalis-dhnlichen Drisen und endometrialem Stroma
zusammengesetzt. Abbildung 21 A stammt von einer nicht-hormontherapierten EM-
Patientin und zeigt einen grolRen AM-Herd mit zystisch-dilatierter Drise. Solche blind-
endenden Driisenabschnitte werden als occluded glands bezeichnet. CNN1 wurde im
Zytoplasma glandularer Epithelzellen exprimiert, aber CNN1-positive AM-Drisen traten
nur vereinzelt auf. Davon waren 2/3 zystisch-dilatierte occluded glands mit stellenweise
apikal betonter CNN1-Immunfarbung (Abb. 21 A, Inset). Sie waren im Folgeschnitt
immunreaktiv fur Claudin3 (Abb. 21 B). Verglichen mit nicht-dilatierten AM-Drisen wurde
Claudin3 zytoplasmatischer und weniger membranstandig exprimiert (Abb. 21 B, Insets).
Es gab erhebliche Unterschiede in Bezug auf die Lasions- und Driisengréf3e sowie
Driisenanzahl. Abbildung 21 C stammt von einer hormontherapierten EM-Patientin mit
zwei, im Vergleich zu den Teilabbildungen 21 A und B, deutlich kleineren AM-Herden, die

eine englumige Drise bzw. ausschliel3lich Stroma beinhalten.

Abbildung 21: Nachweis einer CNN1-positiven, zystisch-dilatierten AM-Druse (A, Stern) bei einer
nicht-hormontherapierten EM-Patientin. Claudin3-positiver Folgeschnitt (B). AM-Herde bei einer
hormontherapierten EM-Patientin (C). Inset A = CNN1 in dilatiertem AM-Drusenepithel, Inset B =
Claudin3 in dilatiertem (oben) und vergleichsweise in nicht-dilatierten AM-Drisenepithel (unten).
Kreis = CNN1-positive Gefalie, Pfeilspitze schwarz = AM-Herd mit Drise, Pfeilspitze weil3 = AM-
Herd ohne Driisen, MaR3stabsleisten = 500 um (A, B, D) und 100 um (C).
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Bei 61,1% der Gewebeproben wurde CNN1 im Zytoplasma adenomyotischer
Stromazellen exprimiert. Am haufigsten war eine homogene CNN1-Expression.
Abbildung 22 A verdeutlicht, dass diese in Kombination mit einer periglandularen
Stroma- und Drisenepithel-Farbung fir CNN1 auftreten konnte. CNN1-positive, nicht-
dilatierte AM-Driusen waren immunreaktiv fur Claudin3, vergleichbar zu Claudin3-
positiven Driisen im Endometrium (Abb. 22 B). CNN1-positives AM-Stroma war immer
auch CD10-positiv (Abb. 22 C). In Einzelfallen wurde eine fibrillare CNN1-Expression in

den Myometrium-nahen Randbereichen der AM-Herde beobachtet.

Abbildung 22: Nachweis einer CNN1-positiven AM-Drise bei einer EM-Patientin (A); Claudin3-
positiver Folgeschnitt (B); CD10-positiver Folgeschnitt (C). Mal3stabsleiste = 100 um.

Eine glanduldre CNN1-Expression trat ausschlieBlich im endomyometrialen Ubergang
und AM-Herden auf. Ein méglicher Zusammenhang zu Alter, Zyklusphase, EM, Myomen,
EM-assoziierter Schmerz-Symptomatik, Hormontherapie und Fertilitat wurde untersucht
(Tab. 12). Probandinnen mit und ohne CNN1-positive Driisen wurden gegenubergestellt.
Das Protein wurde bei Frauen mit EM signifikant haufiger im Drisenepithel des Uterus

exprimiert. Bei den anderen Merkmalen lag kein signifikanter Unterschied vor.
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Tabelle 12: Vergleich von Proben mit und ohne CNN1-positive Drisen

GL (CNN1+) GL (CNN1-) Fehlende p-Wert
Daten

Alter 39,8+1,6 43,7+14 n=0 ns
Zyklusphase
proliferativ 40,0% (6/15) 60,0% (9/15) n=2 ns
sekretorisch 35,7% (5/14) 64,3% (9/14)
Endometriose
positiv 60,0% (9/15) 18,8% (6/15) n=0 0,029
negativ 40,0% (3/16) 81,3% (13/16)
Leiomyom
ja 43,8% (7/16) 56,3% (9/16) n=3 ns
nein 33,3% (4/12) 66,7% (8/12)
Dysmenorrhd
ja 50,0% (8/16) 50,0% (8/16) n=11 ns
nein 25,0% (1/4) 75,0% (3/4)
Chronischer
Unterbauchschmerz
ja 66,7% (4/6) 33,3% (2/6) n=11 ns
nein 35,7% (5/14) 64,3% (9/14)
Dysurie
ja 66,7% (2/3) 33,3% (1/3) n=11 ns
nein 41,2% (7/17) 58,8% (10/17)
Dyschezie
ja 50,0% (2/4) 50,0% (2/4) n=11 ns
nein 43,8% (7/16) 56,3% (9/16)
Dyspareunie
ja 50,0% (5/10) 50,0% (5/10) n=12 ns
nein 44,4% (4/9) 55,6% (5/9)
Hormontherapie
ja 42,9% (3/7) 57,1% (4/7) n=11 ns
nein 46,2% (6/13) 53,9% (7/13)
Fertilitat
fertil 41,7% (5/12) 58,3% (7/12) n=12 ns
infertil 57,1% (4/7) 42,9% (3/7)

Das Alter war normalverteilt und wurde als Mittelwert + Standardfehler aufgefthrt. Fiir die anderen

Merkmale wurden prozentuale und relative Haufigkeiten angegeben. P-Werte wurden mithilfe des

t-Tests und dem exakten Test nach Fisher ermittelt. GL (CNN1+) = Gruppe mit CNN1-positiven

Drisen, GL (CNN1-) = Gruppe ohne CNN1-positive Driisen, ns = nicht signifikant.
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3.17 CNN1-Expression in Sonderfillen

Bei hormontherapierten Probandinnen wurden i.d.R. nur schwach CNN1-positive,

atrophe AM-Drusen im Sinne eines therapieinduzierten, regredienten Herdes identifiziert
(Abb. 23 A). Diese waren im Folgeschnitt ebenfalls Claudin3-positiv (Abb. 23 B).
Weiterhin wurde eine intravaskulare AM dokumentiert (Abb. 23 C). Das AM-Stroma in

den myometrialen GefalRen war CNN1-negativ.

Abbildung 23: Atrophe, schwach CNN1-positive AM-Drise einer hormontherapierten Patientin (A)
mit Claudin3-positivem Folgeschnitt (B). CNN1-negative intravaskulare AM im vergrofierten
Ausschnitt (C, Stern). Vergleichsabbildung D mit CD31-Immunfarbung zur Veranschaulichung
der intravaskuldaren Lage des AM-Stromas, modifiziert nach Kurman et al., 2019 [109].
Mafstabsleisten = 100um (A, B) und 500um (C), Vergleichsabbildung D ohne Malstabsleiste.
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3.18 Zusammenfassung der CNN1-Untersuchung im Uterusgewebe

CNN1 wurde im humanen Uterusgewebe exprimiert. Hauptlokalisation war das
Myometrium. Das Protein wurde im Zytoplasma endometrialer und adenomyotischer
Stromazellen nachgewiesen. Vier stromale CNN1-Expressionsmustern wurden in
absteigender Haufigkeit differenziert: homogen, periglandular, fibrillar und perivaskular
(Tab. 13). Oft traten diese in Kombination auf, insbesondere in der Basalis. Nur in diesem
Gewebeabschnitt war eine perivaskulare CNN1-Expression sichtbar. Alle CNN1-
positiven Stromazellen waren auch CD10-positiv. CNN1-positive Drliisen waren nur in
AM-Herden und vereinzelt im endomyometrialen Ubergang vertreten und ebenfalls
Claudin3-positiv (Tab. 13). Eine glanduldare CNN1-Expression trat signifikant haufiger bei

EM-positiven Probandinnen auf.

Tabelle 13: CNN1-Expressionsmuster in den uterinen Gewebeabschnitten

AM U B F
homogen % 38,7% 23,5% 62,5% 25%
(z.T. fokal) (n/N) (12/31) (417) (10/16) (2/8)
periglandular % 19,4% 17,6% 31,3% 12,5%
(n/N) (6/31) (3/17) (5/16) (1/8)
fibrillar % 6,5% 11,8% 31,3% 0%
(n/N) (2/31) (2117) (5/16) (0/8)
perivaskular % 0% 0% 25% 0%
(n/N) (0/31) (2/17) (4/16) (0/8)
epithelial % 29% 17,6% 0% 0%
(n/N) (9/31) (3/17) (0/16) (0/8)

Relative (n/N) und prozentuale Haufigkeit (%) der CNN1-Expression in den Gewebeabschnitten
Adenomyose (AM), endomyometrialer Ubergang (U), Basalis (B) und Funktionalis (F). Vier
stromale Expressionsmuster (homogen, periglandular, fibrillar, perivaskular) wurden identifiziert

und eine Expression im Drlsenepithel.
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4 Diskussion
4.1 Probandinnenkollektiv fiir die SEMG2-Immunhistochemie

Die SEMG2-Expression im Endometrium wurde in 32 proliferativen und sekretorischen
Uterusproben von Frauen mit und ohne EM immunhistochemisch untersucht. Weiterhin
wurden drei nicht-datierbare Sonderfalle als Restgruppe einbezogen. Eine Starke der
immunhistochemischen Untersuchung war, dass die Immunfarbung in jeder
Gewebekomponente separat erfasst wurde. Durch die Unterscheidung zwischen friih-,
mitt-, und spatsekretorischen Phasenabschnitten konnte die Proteinexpression im
zeitlichen Verlauf noch genauer beurteilt werden. Die Stichprobenanzahl fur die vier nach
Zyklusphase und EM aufgeteilten Vergleichsgruppen war vergleichbar zu anderen
immunhistochemischen Studien zum Endometrium und Endometriose. Oft
unterscheiden diese bei der Analyse eines endometrialen Expressionsprofils aber nicht
zwischen EM-negativen und -positiven Probandinnen [110]. Eine Herausforderung ist
die Heterogenitat EM-positiver Kollektive hinsichtlich Erkrankungsauspragung,
Lokalisation, Symptomintensitat und Fertilitdt. Es fehlen ausreichend genaue, nicht-
invasive Diagnosemdglichkeiten. Selbst bei Frauen mit unauffalligem Laparoskopie-
Befund koénnen mikroskopische EM-Lasionen vorliegen. Hochstwahrscheinlich hatten
die verschiedenen EM-Auspragungen aber keinen Einfluss auf die SEMG2-Expression,

da diese in allen EM-positiven Proben vergleichbar war.

4.2 Analyse der SEMG2-Expression im humanen Uterusgewebe
421 SEMG2-Expression im luminalen Epithel

SEMG2 wurde ursprunglich im Ejakulat bzw. Seminalplasma entdeckt [64]. Der Grofiteil
des ejakulierten SEMG2 stammt aus dem Zytoplasma des Blaschendriisenepithels [66].
Vieles deutet darauf hin, dass endometriales SEMG2 ebenfalls ein Sekretionsprodukt
ist. SEMG2 wurde zytoplasmatisch im LE des Endometriums exprimiert (Kap. 3.1). Im
Vergleich zur Proliferationsphase war die SEMG2-Immunfarbung im sekretorischen LE
intensiver und oft in Richtung des Uteruscavums betont. Weiterhin war das Protein in
Pinopoden nachweisbar [111]. Diese 5-10um hohen, apikalen Membranvorwdlbungen
wurden v.a. ultrastrukturell untersucht, kdnnen aber auch lichtmikroskopisch identifiziert
werden und haben eine sekretorische Funktion [112]. In Ubereinstimmung mit der
Literatur waren sie im LE und in den oberen Abschnitten der Driisenausfliihrungsgange
sichtbar. Pinopoden gelten als Rezeptivitatsmarker, da ihr Auftreten um das
Implantationszeitfenster mit einer erfolgreichen Schwangerschaft in Verbindung
gebracht wurde [113]. Das in ihnen beinhaltete SEMG2 kdnnte eine Rolle fur die

weibliche Empfanglichkeit spielen. Fir Pinopoden wurden mehrere Sekretionsmodi

58



Diskussion

beschrieben [114]. SEMG2-positive Vesikel wurden Uber dem LE und in den
Drisenausfihrungsgangen der frihen und mittleren Sekretionsphase beobachtet.
SEMG2 koénnte im Rahmen eines apokrinen Sekretionsmechanismus in
zytoplasmatischen Abschnirungen extrazellular in das Uteruscavum gelangen. Dort
kénnte es mit der Blastozyste und aszendierenden Spermien in Kontakt kommen.
Méglicherweise  wird das Protein auch sezerniert. Im  Bereich der
Drisenausfiihrungsgange waren luminale Zilienzellen mit SEMG2-benetzten Kinozilien
lokalisiert. lhr Zilienschlag koénnte eine grofRflachigere Verteilung uteriner
Sekretionsprodukte wie SEMG2 bewirken. Interaktionen zwischen uterinen Zilienzellen
und der Kopfregion aszendierender Spermien wurden beobachtet [115]. Hierbei kdnnte
SEMG2 an die Spermienoberflache binden. Bekannt ist, dass SEMG-Fragmente aus
dem Ejakulat in das Uteruscavum gelangen. Als Spermien-gebundene
Dekapazitationsfaktoren verhindern sie eine vorzeitige Kapazitation bzw.
Spermienreifung, was essentiell fiir die Uberlebensfahigkeit der Spermien im weiblichen
Reproduktionstrakt ist [63]. Naheliegender ware, dass diese Wirkung v.a. durch das
weibliche SEMG2 zustande kommt. Das im Mauseuterus vorkommende SEMG-
Homologon SVS2 hat einen vergleichbaren Effekt [75]. Auch im menschlichen
Uterussekret werden Spermien-protektive, kapazitationshemmende Bestandteile
vermutet. SEMG2 kénnte dazugehoéren. Ausreichend konzentriert wirken SEMGs als
Spermienmotilitatsinhibitoren. Vermutlich werden solche Konzentrationen intrauterin
nicht erreicht. Eine Bestimmung des SEMG2-Gehalts in Uteruslavagen konnte
Gewissheit bringen. Bei SVS2 wurde keine motilitdtsinhibierende Wirkung auf
intrauterine Spermien festgestellt. Weiterhin ist das menschliche Uteruscavum flr
Spermien innerhalb von 10min passierbar [116]. Myometriale Kontraktionen erleichtern
die schnelle Spermienaszension. In diesem Kontext ist eine temporare

Spermienimmobilisierung durch endometriales SEMG2 unwahrscheinlich.
4.2.2 SEMG2-Expression im glanduldren Epithel

SEMG2 war im GE des Endometriums lokalisiert (Kap. 3.2). Wie auch im LE wurde es
zytoplasmatisch und in der zweiten Zyklushélfte starker  exprimiert.
Hoéchstwahrscheinlich  ist es ein  glandulares Sekretionsprodukt. Frih- und
mittsekretorische Drisenlumina waren SEMG2-positiv. Glandulares SEMG2 kénnte
Uber Drisenausfiihrungsgange in das Uteruscavum gelangen und dort als
Dekapazitationsfaktor wirken. Denkbar ist auch, dass aszendierende Spermien auf
zusatzliche weibliche Sekretionsprodukte wie SEMG2 angewiesen sind, um

Uberlebensfahig und fertil zu bleiben.
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4.2.3 Quantifizierung der SEMG2-Expression in den Driisen

Die SEMG2-Expression wurde semiquantitativ im GE untersucht und war in der
gesamten zweiten Zyklushalfte deutlich gesteigert (Kap. 3.3). Das Protein kénnte in
diesem Zeitraum wichtig fir eine erfolgreiche Konzeption und Implantation sein. Die EM
hatte keinen signifikanten Einfluss auf das glanduldre Expressionsniveau.
Méoglicherweise spielt das Protein aber eine Rolle bei der Entstehung EM-assoziierter
Infertilitdt. Die Erkrankung kann mit uteriner Hyper- und Dysperistaltik einhergehen und
ein suboptimales, proinflammatorisches Milieu bedingen [3]. Diese Faktoren kdnnten
den Spermien-Epithelzellkontakt und die Interaktion mit SEMG2 beeintrachtigen, sodass

mehr Spermien vorzeitig absterben, ohne die Tube zu erreichen.
4.2.4 SEMG2-Expression im Stroma

SEMG2 wurde im endometrialen Stroma exprimiert (Kap. 3.4). Das Protein kann in
Zellen aller Keimblatter vorkommen [67]. Stromazellen waren i.d.R. schwacher
immungefarbt als  Epithelzellen. Die  Immunreaktivitdt war in  beiden
Gewebekomponenten vergleichbar in Bezug auf Lokalisation, Zyklusphase und EM.
Auch hier war die Erkrankung ohne Einfluss. Generell ist umstritten, ob das endometriale
Expressionsprofil durch EM entscheidend verandert wird [28]. SEMG2 hat eine hohe
Zn?*-Affinitat und konnte im endometrialen Stroma die Aktivitat Zn?*-abhangiger
Proteasen regulieren [77]. In Vorbereitung auf eine Schwangerschaft kbnnte es zu einer
optimalen Geweberezeptivitat beitragen, da pradezidualisierte Stromazellen ebenfalls

SEMG2-positiv waren.
4.2.5 SEMG2-Expression in Lymphozyten-Aggregaten

SEMG2 kam im Zytoplasma von endometrialen Immunzellen vor, die zu Lymphozyten-
Aggregaten angeordnet waren (Kap. 3.5). SEMGs haben antibakterielle und
mdglicherweise auch immunmodulatorische Eigenschaften [76, 117]. Lymphozyten-
Aggregate wurden in der Basalis und Funktionalis EM-negativer und -positiver
Probandinnen identifiziert. Zusammen mit SEMG2 kénnten sie wichtig fir die
Pathogenabwehr und Immuntoleranzentwicklung gegenuber aszendierenden Spermien
sein. In der zweiten Zyklushalfte ist der Uterus zuganglich flir Spermien und besonders
anfallig fur Infektionen. Fur diesen Zeitabschnitt wurde eine GréRenzunahme der

Lymphozyten-Aggregate mit Vervielfachung der Zellzahl beschrieben [118].
4.3 SEMG2-Expression bei EMCs und im Endozervix

SEMG2 wurde in Endometrium mit ASR exprimiert (Kap. 3.6). Meist handelt es sich um
einen Zufallsbefund in der Kirettage bei unbekannter Friihschwangerschaft oder

unbemerktem Abort [119]. Endometriales SEMG2 kdnnte die Geweberezeptivitat
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steigern und die Dezidualisierung beschleunigen [120]. Dieser Effekt wurde in vitro fir
SEMG-haltiges Seminalplasma festgestellt.

Das SEMG-Expressionsprofil war bei tuben-ahnlicher epithelialer Endometrium-
Veranderung (EMC) verandert. Das Protein wurde in bestimmten Epithelzelltypen und
im Stroma nicht exprimiert. Normales Tubengewebe ist ein Kapazitationsort flr
Spermien und  somit  mdglicherweise  komplett = SEMG2-negativ.  Als
Dekapazitationsfaktor kénnte SEMG2 beim Ubertritt in die Tube von der
Spermienoberflache entfernt werden.

Im Endozervix waren Stroma- und Reservezellen SEMG2-positiv (Kap. 3.6). Das Protein
wird i.d.R. ebenfalls im LE exprimiert und ist ein endozervikales Sekretionsprodukt. Es
wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Menstruationszyklus im Zervixschleim
nachgewiesen. Wie auch im Uteruscavum konnten aszendierende Spermien von der
protektiven Wirkung des sekretierten SEMG2 profitieren. Moglicherweise wird es durch
endozervikale Kallikreine gespalten [121]. Die dabei entstehenden SEMG-Fragmente

konnten sich als Zn?*-Shuttle positiv auf die DNA-Integritat der Spermien auswirken [59].
4.4 Probandinnenkollektiv fiir den SEMG2-ELISA

Der SEMG2-Gehalt wurde in 134 endozervikalen Mukusproben bestimmt. Die Proben
stammten von fertilen und infertilen EM-negativen und -positiven Probandinnen und
wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Menstruationszyklus entnommen. Es
wurden viermal je zwei Vergleichsgruppen anhand von Fertilitat, Zyklusphase, EM und
HT gebildet.

Die infertle Gruppe umfasste verschiedene Sterilitatsfaktoren. Auch EM kann die
Fruchtbarkeit auf unterschiedliche Art und Weise beeintrachtigen [3]. Dies ist aber nicht
immer der Fall, weshalb EM-positive Frauen auch in der fertilen Gruppe vertreten waren.
Der Altersdurchschnitt in der infertilen Gruppe war im Vergleich zur fertilen Gruppe
niedriger. Alle Probandinnen waren in der EM-Sprechstunde vorstellig, aber
moglicherweise wird die Erkrankung bei unerfllltem Kinderwunsch im Rahmen der
Ursachensuche frihzeitiger abgeklart. Infertile Probandinnen wurden seltener
hormontherapiert. Sie verwendeten i.d.R. keine hormonellen Verhitungsmittel, v.a.
wenn die Familienplanung noch nicht abgeschlossen war. Auch bei EM-positiven
Infertilen wurde oft auf eine HT verzichtet. Denn alle verfiigbaren Hormontherapeutika
verzdgern die Umsetzung des Kinderwunsches, sodass wertvolle Zeit flr natirliche
Konzeptionsversuche und ART verloren geht. Wunschenswert ware eine EM-
spezifische HT, die nicht kontrazeptiv ist [3].

Vom Zyklusphasen-spezifischen Vergleich mussten Probandinnen im LZ, mit

Amenorrhé und Z.n. LASH ausgeschlossen werden, da eine Zuordnung unmoglich ist.

61



Diskussion

Hingegen wurden geringflgige inter- und intraindividuelle Zyklusvariationen als
physiologisches Phanomen gewertet und einbezogen. Zu eng definierte
Einschlusskriterien wiirden die Ubertragbarkeit der Untersuchungsergebnisse auf die
Grundgesamtheit erschweren.

Die EM-Patientinnen befanden sich in unterschiedlichen Erkrankungsstadien. Dies
wurde durch eine Aufteilung in EM-Untergruppen berlcksichtigt. Jeweils
zusammengefasst wurden Frauen mit Erstdiagnose, Rezidiv, Z.n. EM-Sanierung mit und
ohne Rezidiv. Hormontherapierte Probandinnen waren eher operiert als Nicht-
hormontherapierte. Dies ist darauf zurlckzuflUhren, dass eine HT oft als EM-
Rezidivprophylaxe eingesetzt wird. Nicht signifikant weniger hormontherapierte
Probandinnen machten die Angabe Analgetika einzunehmen. Dies verdeutlicht, wie
herausfordernd die Schmerztherapie bei EM ist. Trotz HT kann jederzeit eine
Befundverschlechterung eintreten. Oft ist eine Kombination aus verschiedenen
Therapieansatzen erforderlich. Eingenommen wurden NSAR bis zu Opioiden, da die
Schmerzintensitat bei EM erheblich variieren kann.

Insgesamt verdeutlichen die gruppenspezifischen Unterschiede, dass das
eingeschlossene Probandeninnenkollektiv reprasentativ war fiir infertile und fertile, EM-

negative und -positive Probandinnen aus beiden Zyklushalften.
4.5 Analyse der SEMG2-Konzentration in endozervikalen Mukusproben

SEMG2 war in Mukusproben infertiler und fertiler, EM-negativer und -positiver
Probandinnen aus beiden Zyklushalften nachweisbar (Kap. 3.10). Die sexuelle Aktivitat
der Probandinnen wurde nicht gezielt abgefragt, aber eine Probenkontamination durch
SEMGe-haltiges Seminalplasma ist keine plausible Erklarung fir dieses Ergebnis.
Seminalplasma kann mit ausflielendem Zervixschleim in Kontakt kommen, aber es wird
nur vorubergehend im hinteren Scheidengewdlbe deponiert [116]. Die Probenentnahme
erfolgte direkt aus dem Zervikalkanal. Zudem liegt die endozervikale SEMG2-
Konzentration im pg/ml-Bereich, wohingegen der SEMG-Gehalt im Seminalplasma um
ein Vielfaches hoher bei einigen mg/ml liegt. SEMG2 ist hochstwahrscheinlich ein
uterines Sekretionsprodukt aus dem Endometrium und Endozervix. Die Hypothese, dass
SEMGs nur in Form von Spermien-gebundenen Spaltprodukten in den weiblichen
Reproduktionstrakt gelangen, ist nicht haltbar. Wie auch im Endometrium koénnte
SEMG2 im Endozervix einen Spermien-protektiven Effekt als Dekapazitationsfaktor
haben. Eine dekapazitierende Wirkung wurde fur 1/300 der SEMG-Konzentration im
Seminalplasma beschrieben, aber moglicherweise halt diese in vivo auch bei geringeren
Konzentrationen an [63]. Denkbar ist, dass endozervikales SEMG2 durch ortsstandige

KLK fragmentiert wird [121]. Die dabei entstehenden Spaltprodukte kénnten ebenfalls
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einen positiven Effekt auf die Uberlebensfahigkeit der Spermien haben und die Chancen
auf eine erfolgreiche Aszension in Richtung Eileiter erhéhen. Ein abweichender SEMG2-
Gehalt im Zervixschleim konnte zu einem suboptimalen Milieu im weiblichen
Reproduktionstrakt beitragen und mit Subfertilitdt einhergehen [122].

In den endozervikalen Mukusproben waren niedrigere SEMG2-Konzentrationen mit
Infertilitat assoziiert (Tab. 9 A). Bei sinkendem SEMG2-Gehalt kdnnten die Spermien-
protektiven Effekte entfallen, sodass weniger oder bereits geschadigte Spermien in das
Uteruscavum gelangen. Bei Mannern hingegen flihren héhere SEMG-Konzentrationen
zu Infertilitdt [123]. Dies liegt daran, dass SEMGs bei Ejakulation im mannlichen
Genitaltrakt und Vaginalkanal deutlich starker konzentriert sind und an diesen Orten
primar als gelformierende Motilitdtsinhibitoren fungieren. Im Endozervix und
wahrscheinlich auch im Uteruscavum werden diese Konzentrationen nicht erreicht. Wie
bereits beschreiben, stehen hier andere Funktionen im Vordergrund, sodass sich ein
gegenteiliger Zusammenhang zwischen Proteinkonzentration und Fertilitat ergibt.

Der SEMG2-Gehalt war in sekretorischen Mukusproben signifikant héher als in Proben,
die wahrend der Proliferationsphase enthommen wurden (Tab. 9 B). Der Phasen-
spezifische Konzentrationsunterschied im Zervixschleim passt zum erhdhten
Expressionsniveau des Proteins im sekretorischen Endometrium. In diesem Zeitraum
kénnen Spermien den Zervixschleim passieren und kommen dabei mit weiblichen
Sekretionsprodukten wie SEMG2 in Kontakt [101]. Das Protein kénnte in beiden uterinen
Gewebeabschnitten wichtig fur die weibliche Empfanglichkeit und Konzeptionsfahigkeit
der Spermien sein.

Der Zusammenhang zwischen endozervikaler SEMG2-Konzentration und Fertilitat
wurde durch den Zeitpunkt der Probenentnahme beeinflusst. Deswegen wurden infertile
und fertile Proben aus der Proliferations- bzw. Sekretionsphase gegenubergestellt (Tab.
9 C — D). In beiden Zyklushalften war die SEMG2-Konzentration bei fertilen
Probandinnen hoher, aber nur in der Sekretionsphase war dieser Unterschied
signifikant. Mdglicherweise entfaltet sich die fir die Fruchtbarkeit wichtige, Spermien-
protektive Wirkung des Proteins im sekretorischen Endozervix erst bei ausreichend
hoher Konzentration.

EM kann das Zervixschleim-Proteom beeinflussen [32]. Die Erkrankung hatte aber
keinen signifikanten Effekt auf den endozervikalen SEMG2-Gehalt (Tab. 9 C).
Vergleichbares wurde in Bezug auf die SEMG2-Expression im Endometrium festgestellt.
Auch EM-spezifische Schmerzsymptome hatten keinen Einfluss auf die SEMG2-
Konzentration im Zervixschleim (Tab. 9 G — J). EM hat hdchstwahrscheinlich keinen
direkten Einfluss auf die Expression und Sekretion des Proteins im weiblichen
Genitaltrakt.
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Eine HT kann die Mukusviskositat und -qualitat verandern, weshalb ein Vergleich
zwischen Nicht-Hormontherapierten und Hormontherapierten vorgenommen wurde. HT
war kein Einflussfaktor fir die endozervikale SEMG2-Konzentration (Tab. 9 D).

Eine Vorstudie far einen diagnostischer Fertilitatstest bei EM-
Sprechstundenpatientinnen aus der zweiten Zyklushalfte wurde durchgefuhrt, weil es
einen deutlichen SEMG2-Konzentrationsunterschied zwischen infertilien und fertilen
sekretorischen Mukusproben gab. Durch eine Gegenuberstellung der Einzelwerte und
ROC-Analyse wurde die optimale SEMG2-Grenzkonzentration zur Differenzierung
zwischen infertilen und fertilen Probandinnen aus der Sekretionsphase ermittelt (Abb.
17, Tab. 10). Bei einer SEMG2-Konzentration von 330,5 pg/ml wurde die beste
Trennscharfe mit einer Sensitivitdt von 72% und Spezifitdt von 68% erreicht. Als
pravalenzunabhangige Mafzahl fir die Aussagekraft des diagnostischen Tests lag die
positive LR mit 2,26 in einem akzeptablen Bereich. Entsprechend war ein positives
Testergebnis bei Infertilitat 2,26 x wahrscheinlicher als bei Fertilitat (Tab. 11). Ursachlich
fur das ausschlieBlich akzeptable Abschneiden der SEMG2-Fertilitatstestung ist, dass
die weibliche Fruchtbarkeit durch viele verschiedene Faktoren beeinflusst wird. Alleine
im Endozervix sind neben SEMG2 viele weitere Proteine flir eine optimale
Spermienpassage wichtig. Der SEMG2-Grenzwert konnte zu Gunsten einer hoheren
Sensitivitdt angehoben werden. Ein falsch-negatives Testergebnis im Sinne einer nicht
entdeckten Infertilitdt hatte deutlich schwerwiegendere Konsequenzen, da wertvolle Zeit
fur fertilitatsverbessernde MalRnahmen verloren geht. Ein positiver Test sollte dann aber
lediglich als Infertilitatsverdacht gewertet werden und eine ausflihrlichere Abklarung der
Fruchtbarkeit zur Folge haben.

SEMG2-haltige endometriale Sekretionsprodukte kénnten durch den Zervikalkanal
abflielen. Eine solche Kontamination der Mukusproben ist aber unwahrscheinlich, da
das Protein auch bei Probandinnen mit Z.n. LASH, also mit Zervixstumpf ohne restlichen

Uterus, im Ublichen Konzentrationsbereich nachweisbar war.
4.6 Probandinnenkollektiv fiir die CNN1-Immunhistochemie

Fir die CNN1-Untersuchung wurden uterine Gewebeproben von jeweils 31
Probandinnen mit AM eingeschlossen und immunhistochemisch analysiert. Eine gezielte
AM-Nachuntersuchung wurde durchgefihrt, weil die Erkrankung im Rahmen der
pathologischen Routinediagnostik oft nur zufallig entdeckt wird [6]. Erschwerend kommt
hinzu, dass in 1/3 der Falle klinische Anhaltspunkte fehlen und es keine AM-spezifische
Symptomatik gibt und diese oft mit EM-Symptomen Uberlappt [12, 40]. Je ausfihrlicher
aber die Suche, desto mehr AM-Lasionen lassen sich identifizieren. Laut Bird et al. kann

die Pravalenz der Erkrankung durch zusatzliche Schnittuntersuchungen verdoppelt
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werden [5, 21]. Im klinischen Alltag ist die dafur erforderliche Schnittanzahl jedoch nicht
zu bewaltigen, sodass viele Falle Ubersehen werden [124]. Fur Hysterektomie-
Patientinnen hat dies keine Konsequenzen, weil mit der Uterusentfernung auch der
Manifestationsort der AM beseitigt wird. Bei einzelnen Probandinnen konnte die
Diagnose nicht verifiziert werden, da die archivierten Proben keine AM-L&sionen
beinhalteten. Dies ist hochstwahrscheinlich auf eine fokale Verteilung der Erkrankung
zurtckzufihren, sodass diese Frauen weiterhin als AM-positiv gewertet wurden. Aus
demselben Grund konnten im Rahmen der systematischen Nachuntersuchung
zusatzliche Erkrankungsfalle identifiziert werden. Sie basierte auf der gebrauchlichsten
histopathologischen AM-Definition mit einem auf 2,5mm festgelegten Lasionsabstand
zwischen der tiefsten Stelle der JZ und dem oberflachlichsten AM-Herd [6]. Dieser ist
willkiirlich und z.T. uneinheitlich festgelegt, um eine Uberdiagnostik zu vermeiden [125].
Ausgehend von der Invaginationstheorie nach Cullen entsteht die Erkrankung graduell
[38]. Es ist aber unklar, ab wann eine AM vollstandig etabliert ist und ob dies Uberhaupt
mit einer bestimmten Eindringtiefe zusammenhangt. In diesem Kontext kdnnte ein AM-
spezifischer, immunhistochemischer Marker hilfreich sein. Bei den AM-positiven
Probandinnen wurde in Ubereinstimmung mit der Literatur eine hohe EM- und
Leiomyom-Koinzidenz festgestellt, weshalb man von einer reprasentativen Stichprobe
ausgehen kann [12]. Dementsprechend waren EM-spezifische Symptome und AUB zum

Zeitpunkt der Probenentnahme regelhaft vertreten.
4.7 Analyse der CNN1-Expression im humanen Uterusgewebe

Fir ein besseres Verstandnis der AM-Pathogenese wurde die CNN1-Expression in
Uterusproben von AM-positiven Probandinnen untersucht. In den meisten Proben war
das Endometrium nur unvollstdndig erhalten. Dies wurde akzeptiert, weil die
Proteinexpression schwerpunktmaRig in AM-Herden analysiert wurde, sowie in Basalis
und endomyometrialen Ubergang als mutmafRlichem Ausgangspunkt der Erkrankung.
Eine Starke dieser Untersuchung ist, dass CNN1-positive Gewebebereiche zusatzlich
mit einem Drilsen- und Stroma-spezifischen Marker untersucht wurden und weiterhin,
dass auch zystisch dilatierte Drusen, sogenannte occluded glands eingeschlossen
wurden. Nicht beinhaltet waren Falle von externer, Serosa-naher AM, bekannt als fokale
AM des &GuBeren Myometrium (FOAM), da hier evtl. ein anderer TIE-ahnlicher

Pathomechanismus zugrunde liegt [126].
4.7.1 CNN1-positive Myofibroblasten

Das endometriale Stroma beinhaltet verschiedene Zelltypen, darunter Fibro- und

Myofibroblasten, glatte Muskelzellen, Perizyten und Immunzellen [94]. CNN1 wird als

65



Diskussion

Aktinfilament-assoziiertes, regulatorisches Protein nicht nur in glatten Muskelzellen,
sondern auch in Myofibroblasten exprimiert [81]. Dabei handelt es sich um eine zellulare
Ubergangsform zwischen glatten Muskelzellen und Fibroblasten, die in den 1970ern von
Gabbiani et al. im Rahmen der Wundheilung identifiziert wurden [127, 128]. Im Laufe der
Zeit stellte sich heraus, dass Myofibroblasten in nahezu jedem Gewebetyp als reaktive
Zellen entstehen konnen [129]. Durch die myometriale Peristaltik wird auch das
Endometrium wahrend des gesamten Menstruationszyklus mechanischem Stress
ausgesetzt. Hier sind die Myofibroblasten fiir den Erhalt der normalen Myometrium-
Architektur und -Funktion notwendig [130]. Vergleichbar zu Fibroblasten kénnen sie EZM
produzieren. Zugleich haben sie wie Myozyten kontraktile Eigenschaften zur
Stabilisierung der Gewebestruktur und Adaption der Wundrander bzw. Minimierung der
Verletzungsflache. Sie vereinen somit die Eigenschaften beider Zelltypen [129].
Lichtmikroskopisch sind die ebenfalls spindelférmigen Myofibroblasten nicht von
Fibroblasten zu unterscheiden. Auch wenn es keine Myofibroblasten-spezifischen
Marker gibt, kdnnen diese Zellen durch Expression von Proteinen wie CNN1
immunhistochemisch von anderen Stromazellen abgegrenzt werden [131]. Endglltige

Gewissheit bietet eine ultrastrukturelle, elektronenmikroskopische Analyse [132].
4.7.2 CNN1 in der Funktionalis und unterhalb des luminalen Epithels

Das LE und alle Funktionalis-Drisen waren CNN1-negativ (Kap. 3.13). Das Protein
kommt v.a. in mesenchymalen Zellen vor [79]. CNN1-positive Stromazellen wurden in
der Funktionalis v.a. direkt unterhalb des LE nachgewiesen. Dabei handelt es sich
wahrscheinlich um Myofibroblasten, nicht aber um glatte Muskelzellen, da das CNN1-
positive Stroma im Folgeschnitt ebenfalls CD10-positiv war. Méglicherweise kommt es
direkt unterhalb des LE zu einer groRReren Stresseinwirkung als in der restlichen
Funktionalis. CNN1 kann die zytoskelettale Spannung durch Biindelung, Vernetzung und
somit Stabilisierung von Aktin-Stressfasern regulieren. Denkbar ist, dass dies
vergleichbar zur zweiten Isoform des Proteins mechanotransduktiv, in Abhangigkeit von
der extrazellularen Rigiditat, geschieht [79]. In tieferen Funktionalis-Bereichen wurde in
Einzelfadllen eine fokale und oder periglandulare CNN1-Stromafarbung beobachtet.
Diese Stroma- bzw. Drisenabschnitte kdnnten geringfligig erhéhtem Stress ausgesetzt
sein. Vergleichbar zur Expression ASMA-positiver, endometrialer Stromazellen kénnte
das periglandulare CNN1-Expressionsmuster ein Zeichen fiir eine mechanische

Belastung der jeweiligen Drusenabschnitte sein [133].
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4.7.3 CNN1 in der Basalis

Die Basalis-Drisenmorphologie unterschied sich deutlich von den Drisen der
Funktionalis, aber auch hier war das GE CNN1-negativ (Kap. 3.14). In der Basalis war
CNN1-positives Stroma am haufigsten nachweisbar. Es wurden vier verschiedene, z.T.
kombiniert auftretende Expressionsmuster identifiziert: (fokal) homogen, periglandular,
perivaskular und fibrillar. Das subendometriale Myometrium ist wahrend des gesamten
Menstruationszyklus Ausgangspunkt von Kontraktionen, beispielsweise um uterinen
Ausfluss, Spermientransport oder eine fundusnahe Implantation zu erleichtern [134].
Dadurch wird die daruberliegende basale Schleimhaut konstantem Stress ausgesetzt.
Es findet eine kontinuierliche Umwandlung basaler Stromazellen in Myofibroblasten und
zurlck statt [135]. Dieser reversible Transformationsprozess kénnte je nach Stresslevel
bedarfsgerecht in  Richtung Fibro- oder Myofibroblast erfolgen, um
Schleimhauttraumatisierungen zu minimieren. Es ist naheliegend, dass CNN1-positive,
basale Stromazellen Myofibroblasten waren. Das Protein kdnnte die Aktin-
Stressfaserformation erleichtern und dadurch Zytoskelett und EZM der unmittelbaren
Umgebung stabilisieren [79].

Myofibroblasten entstehen v.a. aus lokalen Fibroblasten. Dieser Vorgang wird als
Fibroblast-Myofibroblast-Transdifferenzierung (FMT) bezeichnet. FMT kann Uber den
TGFbeta1/Smad-Signalweg und Mechanotransduktion vermittelt werden [129]. Auch die
CNN1-Expression in Myofibroblasten kann TGFbeta1-induziert sein und evtl. &hnlich zu
CNN2 stressbedingt erfolgen [79, 87]. FMT macht das fokal homogene und
periglandulare CNN1-Expressionsmuster in der Basalis nachvollziehbar. Das Protein
koénnte auf diese Weise Gewebebereiche anzeigen, die unter mechanischer Belastung
stehen. Vergleichbares wurde im Zusammenhang mit der basalen ASMA-Expression
gemutmaldt [133].

Bei der periglandularen CNN1-Expression wurden subtile Unterschiede in Bezug auf
Dicke und Vollstandigkeit der Immunfarbung festgestellt. Diese Variationen und auch das
fokale Expressionsmuster deuten darauf hin, dass sich die mechanische Belastung
moglicherweise nicht gleichmalig auf die Basalis verteilt und es abschnittsweise
Unterschiede gibt. Je ausgepragter und intensiver die CNN1-Immunfarbung, desto
hoher kénnte das Stresslevel sein. Myofibroblasten kénnen in geringerem Ausmal} auch
aus anderen Zelltypen wie Perizyten und zirkulierenden Knochenmark-Fibrozyten
differenziert werden [129, 136]. Auf diese Weise kdnnte das perivaskulare CNN1-
Expressionsmuster entstehen, das ausschliellich in der Basalis beobachtet wurde. Auch
die Umwandlung glatter Muskelzellen in Myofibroblasten wurde beschrieben und kénnte

das fibrillare, Myometrium-nahe CNN1-Expressionsmuster im basalen Stroma bedingen
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[129]. Alle vier stromalen CNN1-Expressionsmuster kamen nur in der Basalis vor und
waren hier starker als in anderen Uterusbereichen ausgepragt. Dies kénnte auf ein
hohes FMT- und Metaplasie-Potential der Basalis hindeuten [135]. Alle CNN1-positiven
Stromazellen waren auch CD10-positiv und somit keine Muskelzellen.

Beachtet werden sollte, dass ausschliel3lich Gewebeproben von Probandinnen mit AM
untersucht wurden. Ausgangspunkt der Erkrankung ist hdchstwahrscheinlich das basale
Endometrium. Daflir gibt es zahlreiche Anhaltspunkte, wie z.B. identische KRAS-
Mutationen in Endometrium- und AM-Drisen sowie Kontinuitatsnachweise in
Serienschnitten, mit 3D-Rekonstruktion und Chromopertubationsfarbstoff [21-23]. Die
von der Basalis ausgehende Invasion in das Myometrium konnte durch
Gewebetraumatisierungen erleichtert werden, einhergehend u.a. mit Hypoxie-bedingter
TGFbeta-Produktion durch Driisen- und Stromazellen. [41]. TGF-beta wiederum konnte
ursachlich fur die Rekrutierung und mdoglicherweise Persistenz zahlreicher CNN1-
positiver Myofibroblasten in der Basalis sein. Myofibroblasten persistieren in fibrotischem
Gewebe bei abnormer Wundheilung [129]. CNN1-positive Basalis-Myofibroblasten
konnten eine PraventionsmalRnahme bei erhdhtem Gewebestress sein. Wie bereits
erwahnt, kann das Protein an einer Umstrukturierung des Zytoskeletts beteiligt sein und
auf diese Weise die Widerstandsfahigkeit des Gewebes erhohen. Eine CNN1-
Uberexpression in Zellkulturen mit glatten Muskelzellen und Fibroblasten war mit einer
reduzierten Proliferationsrate assoziiert und in Ubereinstimmung hiermit wird das Protein
beim Ubergang aus der Go- in die Gi-Zellzyklusphase herunterreguliert [81]. Die
stabilisierenden und antiproliferativen Eigenschaften von CNN1 kénnten dazu beitragen,

dass eine Zellmigration in Richtung Myometrium verzégert oder erschwert wird [87].
4.7.4 CNN1im endomyometrialen Ubergang

Beobachtet wurde, dass der Verlauf des endomyometrialen Ubergangs bei AM-
Erkrankten irreguldr ist [12, 21]. Ubereinstimmend verlief dieser bei den
eingeschlossenen Probandinnen mit AM undulierend (Kap. 3.15). Stellenweise reichte
das Endometrium in das subendometriale Myometrium in Sinne einer beginnenden
Schleimhautinvagination. Die Verbindung zur darUberliegenden Basalis war
schnittbedingt nicht immer sichtbar. Dementsprechend wurden diese nur scheinbar
isoliert im oberflachlichen Myometrium gelegenen Endometrium-Herde als Bestandteil
des Ubergangsbereichs gewertet. Es wurde beschrieben, dass insbesondere Bereiche
entlang der Radialarterien ohne schutzende Submukosa fur die Myometriuminvasion
pradestiniert sind [23, 137]. In den von uns identifizierten Invaginationsstellen waren

meist ebenfalls groRere Gefalle lokalisiert.
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Im Gegensatz zu Funktionalis und Basalis wurden im endomyometrialen Ubergang
CNN1-positive Driisen nachgewiesen. Das Protein wird i.d.R. in glatten Muskelzellen
und Myofibroblasten exprimiert. Unter bestimmten Umstanden kann es aber auch in
polarisierten, TJ-haltigen Zellen vorkommen. Im fibrotischen Lungengewebe wurde es in
HPMC-Zellen entdeckt, was als Anzeichen flr eine Differenzierung dieser Zellen zu
Myofibroblasten im Rahmen eines EMT-ahnlichen Prozesses gewertet wurde [87]. Bei
EM-positiven Pferden wurde es in Endometrium-Driisen exprimiert. Hier wurde die
glandulare CNN1-Immunfarbung als ,inkomplette myoepitheliale Differenzierung®
interpretiert [91]. Myoepithelzellen liegen unterhalb des GE und erleichtern durch ihre
kontraktile Aktivitat den Sekrettransport in den Drisen [138]. Solche Zellen waren im
humanen Endometrium aber nicht sichtbar. Um das Phanomen bei Frauen mit AM und
beginnender AM besser zu verstehen, wurden alle CNN1-positiven Drisen in
Folgeschnitten untersucht. Sie exprimierten immer auch das TJ-Protein Claudin3. Dies
deutet daraufhin, dass die Polaritat der glandularen Epithelzellen erhalten bleibt und es
hier zu keinem Zell-Zell-Kontakt-Verlust kommt [97]. EMT ist ein Vorgang bei dem
epitheliale Marker herunter- und mesenchymale Marker hochreguliert werden. Es kommt
zu einem Polaritats- und Zell-Zell-Kontakt-Verlust. Solche zellularen Phanotyp-Wechsel
konnen z.B. bei Wundheilung und Metastasierung auftreten und eine erhohte
Zellmotilitdt beglnstigen [8]. CNN1 hemmt aber die zellulare Motilitat. Moglicherweise
wird das mesenchymale Protein im GE aber im Rahmen einer partiellen EMT vom Typ2
ohne Verlust des epithelialen Phanotyps produziert. EMT kann ein mehrschrittiger
Prozess mit Zwischenstadien sein. Typ2 wird u.a. bei Gewebsverletzungen induziert und
solche Bedingungen konnten bei AM mit invasivem Einwachsen in das Myometrium
vorliegen [8, 41]. Eine partielle EMT kénnte im Rahmen von Reparationsmechanismen
eine Rolle spielen.

Im endomyometrialen Ubergang wurden die stromalen Expressionsmuster meist
seltener als in der Basalis oder AM-Herden erfasst. Evil. gibt es hier weniger
Myofibroblasten oder CNN1 wird in diesen herunterreguliert oder teils nicht exprimiert.
Denkbar ist, dass bereits invaginiertes, einwachsendes Gewebe im Vgl. zu anderen
Bereichen einer geringeren mechanischer Belastung ausgesetzt ist. Ist CNN1
herunterreguliert, kdnnte der inhibitorische Effekt des Proteins auf Zellproliferation und -
migration entfallen [79, 87]. Dies kénnte die Endometrium-Invasion ins Myometrium und
die AM-Entstehung erleichtern. Im Rahmen der Gewebetraumatisierung und -
invagination werden Muskelfasern auseinandergedrangt [41]. Dadurch wird auch das
interfaszikulare Bindegewebe gestresst, in dem zahlreiche Myofibroblasten enthalten
sein kdnnen [139]. Diese kdonnten das fibrillare Expressionsmuster im endomyometrialen

Stroma-Randbereich bedingen.
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4.7.5 CNN1 in Adenomyose-Herden

3D-Rekonstruktionen haben gezeigt, dass AM im Myometrium ein von Stroma
umgebenes labyrinthartiges Netzwerk bildet [23]. In der konventionellen
Schnittuntersuchung bleiben diese netzwerkartigen Verbindungen zwischen den AM-
Herden oft verborgen. Die AM-Drisenarchitektur dhnelte mit ihrem horizontalen, z.T.
verzweigtem Verlauf der von Basalis-Drusen (Kap. 3.17). Dies wird als ein weiteres Indiz
fur eine Endometrium-Invasion ins Myometrium gewertet [21]. CNN1-positive Driisen
kamen in AM-Herden haufiger als im endomyometrialen Ubergang vor. Das Protein war
in beiden Gewebebereichen im Zytoplasma des GE lokalisiert. Die CNN1-Expression in
AM-Drisen koénnte ebenfalls durch eine partielle EMT bei erhéhter mechanischer
Belastung verursacht werden. Hierfur spricht, dass 2/3 der CNN1-positiven Driisen
sogenannte occluded glands waren. Diese blind endenden Drisen werden im Vergleich
zu anderen Abschnitten des glanduldren Netzwerks besonders stark gestresst. Hier
kommt es zur Ansammlung glanduldrer Sekretionsprodukte, sodass sich der
intraluminale Druck erhéht und die Drise zystisch dilatiert [23]. Wie auch im
endomyometrialen Ubergang bleibt der epitheliale Phanotyp bei allen CNN1-positiven
AM-Drisen erhalten. Sie waren im Folgeschnitt ebenfalls Claudin3-positiv, aber das
membranstandige Protein wurde zytoplasmatischer als im endomyometrialen Ubergang
exprimiert. Im ektopen, adenomyotischen Endometrium kdnnte es zu Veranderungen
nach wie vor erhaltener Zell-Zell-Kontakte im Sinne eines fortgeschritteneren EMT-
Zwischenstadiums kommen. Anzeichen flr eine vollstandige EMT gab es aber auch hier
nicht. Die EMT scheint fir das invasive Drisenwachstum in das Myometrium nicht
zwingend erforderlich zu sein. Ansonsten wurde das abweichende Claudin3-
Expressionsmuster bereits im endomyometrialen Ubergang und nicht erst in etablierten
AM-Herden auftreten. Andererseits ist unklar, ob CNN1 tberhaupt ein geeigneter EMT-
Marker ist oder nur reaktiv zur Stabilisierung des epithelialen Zytoskeletts exprimiert
wird. Zu EMT kommt es u.a. bei Wundheilung und Metastasierung. Im Gegensatz dazu
ist eine erhdhte CNN1-Expression mit verringerter Zellmotilitdt und Tumorsuppression
assoziiert [8, 79].

Die glandulare CNN1-Expression war in humanen Uterusproben auf endomyometriale
und AM-Herde beschrankt, sodass das Phanomen genauer untersucht wurde. Proben
mit und ohne CNN1-positive Driisen wurden gegeniibergestellt und in Bezug auf Alter,
Zyklusphase, HT, Fertilitdt sowie Vorhandensein von EM, Leiomyomen und EM-
spezifischen Symptomen verglichen. Bei EM-positiven Probandinnen kamen CNN1-
positive Drisen signifikant haufiger vor, wahrend bei allen anderen

Merkmalsauspragungen kein signifikanter Unterschied festgestellt wurde. Es ist unklar,
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ob es einen kausalen Zusammenhang zwischen der glanduldaren CNN1-Expression und
einer EM-Koinzidenz bei AM gibt. Das Protein wurde auch in Endometrium-Drisen EM-
positiver Pferde und im Stroma humaner EM-Herde nachgewiesen [91, 140]. CNN1
kénnte also bei AM und EM eine Rolle spielen.

Adenomyotisches und basales Stroma waren vergleichbar. In keiner der AM-haltigen
Proben war es sekretorisch transformiert. Dies war auch der Fall, wenn die Proben in
der zweiten Zyklushalfte entnommen wurden. AM-Lasionen nehmen i.d.R nicht am
Zyklusgeschehen teil, nur selten wurden sekretorische Veranderungen beschrieben
[125]. Sie sind von glatten Muskelzellen des Myometriums umgeben und kénnten auf
diese Weise mechanischem Stress ausgesetzt sein. Dementsprechend wurde im AM-
Stroma wie auch im endomyometrialen Ubergang in absteigender Haufigkeit ein
homogenes, periglandulares und fibrillares CNN1-Expressionsmuster beobachtet. Die
homogene Immunfarbung war in einigen AM-Herden vollstdndig und in anderen
wiederum nur fokal mit CNN1-negativen Stromazellen. Mdglicherweise basieren diese
Unterschiede auf einer variierenden mechanischen Belastung durch das angrenzende
Myometrium, in Abhangigkeit von der jeweiligen Lasionsform und den z.T. erheblichen
Grolenunterschieden zwischen diesen. In AM-Herden wurde eine periglanduldre CNN1-
Immunfarbung um CNN1-negative und -positive Drusen nachgewiesen. Vorstellbar ist,
dass solche Drisen starker belastet werden und dies durch die Immunfarbung sichtbar
gemacht wird. Die fibrillare, Muskelfaser-ahnliche CNN1-Immunfarbung wurde v.a. im
Randbereich der AM-Herde nachgewiesen. Hier gibt es keinen klar abgrenzbaren
Ubergang zum normalem Myometrium, aber auch diese CNN1-positiven Stroma-
Bereiche war im Folgeschnitt CD10-positiv und somit Myozyten-frei. Eventuell kommt es
in diesen Randbereichen zu einer Umwandlung der adenomyotischen Stromazellen zu

Myozyten.
4.7.6 CNN1 in weiteren uterinen Gewebekomponenten

CNN1 wurde auch in glatten Muskelzellen des Myometriums und in Perizyten
nachgewiesen und ist dort hdchstwahrscheinlich Bestandteil des kontraktilen Apparats.
(Kap. 3.13, 3.16) In zu Lymphozyten-Aggregaten angeordneten Immunzellen des

Endometriums spielt es keine Rolle (Kap. 3.14).
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4.7.7 CNN1 in Sonderfallen

Atrophe AM-Herde treten perimenopausal und HT-induziert auf [141]. Hier war die
CNN1-Farbeintensitat schwacher als bei nicht-atrophen Herden. Mdglicherweise nimmt
die mechanische Belastung auf das ektope Gewebe im Rahmen des Atrophie-bedingten
Ruckgangs der Lasionsgrofie ab.

In 10-20% der AM-Uteri sind Falle von intravaskularer AM mit Stroma in myometrialen
GefaRen nachweisbar [109, 142]. Auch in den analysierten Uterusproben wurden
intravaskulare AM-Herde identifiziert (Kap. 3.17). Es wird vermutet, dass perivaskulares
AM-Stroma in das Gefalllumen vordringt [109]. Sowohl das intra- als auch das
extraluminale AM-Stroma waren kaum CNN1-positiv. Wird das Protein in Stromazellen
herunterreguliert, kbnnen Zellmotilitdt und -migration beginstigt werden [79]. Bei EM
wird eine vaskulare Dissemination in Einzelfallen uterusferner Erkrankungsfalle flr
moglich gehalten [17]. Auch bei AM ist eine Ausbreitung Uber das uterine GefalRsystem
zusatzlich zum Hauptausbreitungsmechanismus durch Gewebeinvasion denkbar, aber
eher unwahrscheinlich [143]. Fraglich ist, ob es auch zu einer systemischen Ausbreitung
kommt und AM-Herde somit per definitionem zu EM-Herden werden oder umgekehrt.
AM und EM koénnten enger miteinander verflochten sein als bisher angenommen. Ein
auf getrennten Erkrankungsdefinitionen basiertes Denken konnte ein besseres

Verstandnis der zugrundeliegenden Pathomechanismen erschweren.
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5 Zusammenfassung

Ein genaueres reproduktionsmedizinisches Verstandnis konnte mehr naturliche
Konzeptionen ermdglichen. Seminalplasma-Proteine werden auch im weiblichen
Gewebe exprimiert. Semenogelin2 (SEMG2), ein vorherrschendes Protein im Ejakulat,
wurde im humanen Endometrium zu unterschiedlichen Zeitpunkten des
Menstruationszyklus immunhistochemisch nachgewiesen. Bisher wurde angenommen,
dass ausschlieBlich Spermien-gebundene SEMG-Fragmente aus dem mannlichen
Genitaltrakt in den Uterus gelangen. Dies ist nicht langer haltbar. Ein in der
Sekretionsphase signifikant erhdhtes glanduldares SEMG2-Expressionsniveau sowie
SEMG2-haltige Pinopoden und Drusenlumina deuten darauf hin, dass ,weibliches
SEMG2* ein endometriales Sekretionsprodukt ist. Es kdnnte vergleichbar zu SEMG-
Fragmenten als protektiver Dekapazitationsfaktor mit aszendierenden Spermien
interagieren. Ein niedriger SEMG2-Gehalt in endozervikalen Mukusproben aus der
Sekretionsphase war mit Infertilitdt korreliert und eignet sich bedingt zur
Infertilitdtstestung. Spermien-protektive Funktionen des Proteins kénnten bei niedrigen
Konzentrationen entfallen. SEMG2 tragt hoéchstwahrscheinlich zu einer optimalen
Konzeptionsfahigkeit bei. Die endometriale SEMG2-Expression und der SEMG2-
Mukusgehalt wurden durch Endometriose nicht beeinflusst.

Ein besseres pathophysiologisches Verstandnis kénnte die Diagnostik und Therapie der
Adenomyose (AM) verbessern. Immunhistochemisch wurde die Calponin1 (CNN1)
Expression im Uterusgewebe AM-positiver Probandinnen untersucht. CNN1-positives
Stroma war in Folgeschnitten CD10-positiv und im Endometrium fast ausschlieflich in
der Basalis sowie im endomyometrialen Ubergang und AM-Herden nachweisbar. Das
Protein zeigt im Stroma héchstwahrscheinlich Myofibroblasten-haltige Gewebebereiche
an. Diese sind an der Regeneration des Endometriums beteiligt und werden an Orte mit
erhohtem mechanischem Stress rekrutiert, um die normale Gewebearchitektur zu
erhalten. Verschiedene CNN1-Expressionsmuster im Stroma sind hinweisgebend auf
eine unterschiedliche Abstammung der Myofibroblasten. Die stromale CNN1-Expression
konnte eine Reaktion auf einwachsendes Endometrium bei Adenomyose sein. CNN1-
und Claudin3-positive Driisen wurden v.a. in AM-Herden und vereinzelt im
endomyometrialen Ubergang bei den ,occluded glands“ beobachtet. Diese sind
erhohtem mechanischen Stress ausgesetzt. Claudin3 war in CNN1-positiven AM-
Drisen zum Teil zytoplasmatischer lokalisiert, aber der epitheliale Phanotyp blieb
erhalten. Eine partielle EMT koénnte in AM-Herden, nicht aber bei der

Erkrankungsentstehung, eine Rolle spielen.
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6 Summary

A better understanding of reproductive principles could enable more natural
pregnancies. Seminal plasma proteins are also expressed in female tissues.
Semenogelin2 (SEMG2), a predominant protein in semen, was immunohistochemically
detected in the human endometrium throughout the menstrual cycle. It was assumed
that only sperm-bound SEMG-fragments reach the uterus, but this is no longer viable.
An increased expression level of SEMG2 in secretory glands and SEMG2-containing
glandular lumina as well as pinopodes indicate that the ‘female SEMG2’ is a secretory
product. It might interact with ascending spermatozoa as a protective decapacitation
factor. A low content of SEMG2 in secretory mucus samples was correlated with infertility
and could be useful for infertility testing. It is possible that sperm protective features of
the protein no longer apply at a certain concentration range. SEMG2 most likely
contributes to an optimal female microenvironment so that a successful conception can
take place. The endometrial expression of SEMG2 and the mucus concentration of
SEMG2 were not influenced by endometriosis.

A better pathophysiological understanding of adenomyosis might improve the diagnostic
procedures and therapy of the disease. The Calponin1 (CNN1) expression was
investigated in uterine tissues from patients with adenomyosis by immunohistochemistry.
CNN1-positive stroma was CD10-positive in serial sections. In the endometrium it was
almost exclusively found in the basalis, and it was present in the endomyometrial junction
and in foci of adenomyosis. CNN1 might be indicative of tissue areas that contain
myofibroblasts. This cell type is involved in the regeneration of the endometrium, and it
is recruited into areas that are subjected to increased mechanical stress to maintain the
tissue architecture. Different expression patterns of CNN1 point to multiple origins of
myofibroblasts. The stromal expression of CNN1 could be a response to the invagination
of the endometrium into the myometrium that takes place in adenomyosis. CNN1- and
Claudin3-positive glands were observed in foci of adenomyosis and occasionally in the
endomyometrial junction. Especially occluded glands were immunoreactive for CNN1
and they are most likely exposed to more stress than other glands. In some cases, the
tight junction protein Claudin3 was also located in the cytoplasm of CNN1-positive
adenomyotic glands. Nonetheless the epithelial phenotype was preserved. A partial EMT

might occur in adenomyotic foci but not in early stages of the disease.
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