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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Grundlagen und Terminologie

Endometriose ist eine chronische, gyndkologische Erkrankung, die durch das
Vorhandensein von endometrialen Drisen aus Epithelzellen sowie endometrialem
Stroma auf3erhalb des Cavum uteri definiert ist (Clement, 2007). Pradilektionsstellen fir
das Vorkommen solcher Herde stellen dabei die Ovarien sowie das Peritoneum,
insbesondere des kleinen Beckens, dar (Bulun, 2009). Zeigen sich diese endometrialen
Absiedelungen innerhalb des Myometriums, spricht man von Adenomyose (Garcia-
Solares et al., 2018). In der deutschsprachigen Literatur findet sich auch eine Einteilung
nach der Lokalisation. Hierbei wird die letztgenannte Adenomyose als Endometriosis
genitalis interna und der Befall von inneren weiblichen Geschlechtsorganen wie Ovarien,
Tuben, Vagina oder des uterinen Halteapparats als Endometriosis genitalis externa
bezeichnet. Sind dariber hinaus Appendix, Darm, Harnleiter oder -blase, oder in
seltenen Fallen auch Leber oder Lunge betroffen, spricht man von Endometriosis
extragenitalis (Halis et al., 2010).

Eine weitere Einteilung, welche auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wird,
unterscheidet zwischen ovarieller, peritonealer und tief infiltrierender Endometriose, da
postuliert worden ist, dass es sich dabei um drei verschiedene Entititen mit
unterschiedlicher Pathogenese handeln kdnnte (Nisolle & Donnez, 1997). Kommt es
durch Einblutungen in ovarielle Herde zur Bildung von Zysten, werden diese als
Endometriome oder auch ,Schokoladenzysten® bezeichnet (Benagiano et al., 2014). Als
tief infiltrierende Endometriose wird gemal der deutschen Leitlinie der Befall von
Septum rectovaginale, Fornix vaginae, des Retroperitoneums (Beckenwand,
Parametrium) sowie des Darms, Ureters und der Harnblase definiert [Deutsche
Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe (DGGG), 2013].

Obwohl die Endometriose als benigne Erkrankung zu verstehen ist, weist sie einige
Eigenschaften maligner Prozesse wie lokale Invasion aber auch Ausbreitung in mitunter
weit entfernte Kérperregionen im Sinne einer Metastasierung auf. Durch unregelmafige
Gewebsproliferation schadigt die Endometriose dartber hinaus das sie umgebende
Gewebe (Kvaskoff et al., 2014). Die endometriotischen Herde sind, ahnlich wie eutopes
Endometrium, meistens Ostrogenabhangig (Giudice & Kao, 2004; Bulun, 2009) und
weisen daruber hinaus oft eine Progesteronresistenz auf (Flores et al., 2018). Es kommt
zu einer inflammatorischen Reaktion des Koérpers (Jiang et al., 2016), welche zusammen
mit dem lokalen Wachstum als Leitsymptome der Endometriose starke, vor allem

perimenstruelle Unterbauchschmerzen, Dyspareunie, sowie Infertilitdt verursacht.
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1.2 Historische Hintergriinde

Annlich ihrer heterogenen Erscheinungsform im klinischen Sinn, so ist auch die
Geschichte der Endometriose nicht abschlieRend geklart. Der deutsche Arzt Daniel
Christianus Schron beschrieb in seiner 1690 in Jena vorgelegten Disputatio Inauguralis
Medica de Ulceribus Uteri erstmalig das Auftreten von Ulzera im Bereich des
Peritoneums, der Blase, des Darms, des Ligamentum latum sowie Uterus und Cervix bei
Frauen. Daruber hinaus erkannte er den inflammatorischen Charakter sowie die
Tendenz zur Adhasionsbildung und stellte den Bezug zur Menarche und Menstruation
her (Knapp, 1999). Allerdings fehlte zu dieser Zeit noch der histologische Nachweis
endometrialen Gewebes, und andere Autoren vermuten, dass Schréns Beschreibungen
eher Infektionen im Rahmen von Syphilis, Aborten oder Manipulationen als eine
Endometriose zu Grunde lag (Benagiano & Brosens, 2011).

Die ersten histopathologischen Beschreibungen von dystopem Endometrium finden sich
in dem Artikel ,Uterusdriisen-Neubildungen in Uterus und Ovarial- Sarcomen” von Carl
Freiherr von Rokitansky, der 1860 in Wien publiziert wurde. Hierin bezeichnete der Autor
das Vorhandensein uteriner Drisen in fibrésen Uterustumoren des Myometriums als
,Sarcoma carcinoides uterinum“ und grenzte diese auch von uterinen Myomen ab, da
sie sich anders als diese nicht ausschéalen lieRen. Daruber hinaus beschrieb er Falle von
ovarieller Endometriose, welche er ,Uterusdrisen enthaltende Sarkome® nannte
(Hudelist et al., 2009). Da Rokitansky jedoch in seiner Schrift den eigentlich maligne
Tumoren beschreibenden Begriff Sarkom verwendet, ist nicht klar, ob er sich der
benignen Natur dieser Lasionen bewusst war (Benagiano & Brosens, 2011).

Thomas Cullen beschrieb schlief3lich in seinem Artikel ,Adeno-myoma uteri diffusum
benignum® von 1896 neben einer histologischen Beurteilung auch die klinischen
Symptome des chronischen Unterbauchschmerzes und Dysmenorrhoe sowie die
Hysterektomie als erfolgreiches Therapieverfahren (Hudelist et al., 2009). In der
Folgezeit weitete Cullen seine histologischen Untersuchungen aus und wird von
manchen Autoren als der Erste angesehen, dem eine vollstdndige Beschreibung des
Krankheitsbildes der Endometriose gelang, welche zu dieser Zeit noch als ,uterine
Adenomyome* bezeichnet wurde (Benagiano & Brosens, 2011).

Der Begriff Endometriose wurde als solcher erstmals von John A. Sampson im Jahre
1925 verwendet (Sampson, 1925) und damals noch parallel zu ,mplantation
adenomyoma“ genutzt (Benagiano et al., 2014). Neben zahlreichen weiteren Arbeiten
zur Endometriose, entwickelte Sampson (1927) die Transplantationstheorie, die eine

retrograde Verschleppung endometrialer Zellen als Ursache endometriotischer Lasionen
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ansieht und bis heute die weitestgehend akzeptierte Erklarung der Pathogenese der
Endometriose darstellt (Giudice & Kao, 2004; Clement, 2007).

1.3 Morphologie und klinisches Erscheinungsbild

Die Endometriose stellt sich histomorphologisch durch das Vorhandensein von
endometriotischen Driisen sowie zytogenem Stroma aufierhalb des Cavum uteri dar. In
einem Teil der Falle imponiert sie auch als rein stromale und sehr selten auch als rein
epitheliale Endometriose. Sowohl die Driisen, als auch das umgebende Stroma gleichen
histologisch dabei fast immer in hohem Malfie eutopem Endometrium (Clement, 2007).
Ebenso wie regelhaftes endometriales Stroma, weist auch sein ektopes Gegenstlick
Immunoreaktivitat fir CD10 auf, welches ein nitzliches Instrument zum Nachweis einer
Endometriose ist, gerade auch, wenn die histologische Begutachtung aufgrund
eingeschrankter Probenqualitat erschwert ist (Groisman & Meir, 2003; Konrad et al.,
2019a).

Das klinische Erscheinungsbild und die Symptomatik der Endometriose wird zu einem
entscheidenden Teil durch die Lokalisation der Herde bestimmt. Tabelle 1 gibt einen

Uberblick Gber deren Haufigkeit und Verteilung.

Tabelle 1: Haufigkeit der Lokalisationen der Endometriose (Audebert et al., 2018)

Ovar 66,9 %
Ligamentum sacrouterinum 45,5 %
Fossa ovarica 32,2 %
Douglas-Raum 29,5 %
Harnblase 21,4 %
Colon Sigmoideum 8,4 %
Tuba uterina 4,5 %
Ligamentum rotundum 25%
Laterale Beckenwand 1,5 %

Seltener, jedoch immer wieder in der Literatur beschrieben, sind Endometriose-Herde
der Bauchwand, vor allem im Bereich von Narben nach Laparotomie. Ebenfalls finden
sich Berichte von Foci der Leber und Gallenblase, des Zwerchfells sowie des Thorax
oder einzelner Muskeln (Machairiotis et al., 2013).

Ein typisches Symptom bei Befall des Douglas-Raumes und des angrenzenden Septum
rectovaginale ist die Dyspareunie, welche in der Folge oft mit einem Libidoverlust
einhergeht. Auch der Harntrakt ist haufig betroffen, was von Miktionsbeschwerden und

Hamaturie bei Blaseninfiltration bis hin zum Harnstau durch lokale Kompression des
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Ureters und unter Umstanden einer Hydronephrose mit Verlust der Nierenfunktion
reichen kann. Bei Endometriose des Darmes kann es zu Dyschezie, intestinalen
Blutungen und durch Stenosierung des Lumens zu mechanischen Darmverschlissen
kommen (Halis et al., 2010).

Die Diagnose und Therapie dieses Krankheitsbildes verlangt daher nach einem
interdisziplinaren Ansatz, welcher neben der Gynakologie auch die urologischen und
chirurgischen Fachdisziplinen einschlief3t. Sehr haufig bestehen zudem psychiatrische
Komorbiditaten, insbesondere Angststdrungen und Depressionen, welche die
somatischen Beschwerden aggravieren und die Lebensqualitat zusatzlich einschranken.
Eine entsprechende Exploration und Mitbetreuung sollte daher stets Teil des klinischen
Managements von Patientinnen mit Endometriose sein (Lagana et al., 2017).
Patientinnen mit Endometriose leiden auflerdem haufiger unter Migrane (Miller et al.,
2018) sowie dem Reizdarmsyndrom und tragen ein erhdhtes Risiko fir entziindliche
Darmerkrankungen (Parazzini et al., 2017), rheumatoide Arthritis oder auch
systemischen Lupus erythematodes (Harris et al., 2016).

Es existieren verschiedene Klassifikationssysteme, mit deren Hilfe das Ausmal} und
klinische Bild der Erkrankung beschrieben werden kann. Das weltweit am weitesten
verbreitete stellt dabei die ,revised classification of endometriosis“ der American Society
for Reproductive Medicine, kurz rASRM, dar. Fir dieses werden das Peritoneum, beide
Ovarien sowie die Eileiter berlcksichtigt und entsprechend ihres Befallsmusters mit
Punktwerten versehen. Durch Addition lasst sich so eine Einteilung des Schweregrads
der Endometriose in vier Abstufungen von ,Minimal“ Gber ,Mild“ und ,Moderate* bis hin
zu ,Severe“ vornehmen (“‘Revised American Society for Reproductive Medicine
Classification of Endometriosis": 1996., 1997).

Allerdings werden in diesem Schema keine extragenitalen und retroperitonealen
Lasionen erfasst. Daruber hinaus korreliert die Klassifikation nur schwach mit den zwei
klinisch wichtigsten Symptomen Schmerz und Infertilitat (Haas et al., 2013). Im
deutschsprachigen Raum wurde daher mit dem ENZIAN Score ein zusatzliches
Klassifikationssystem entwickelt, welches insbesondere die tief infiltrierende
Endometriose besser erfassen soll. Ahnlich wie bei onkologischen Stadieneinteilungen
werden dabei vier Schweregrade gemall des Ausmales des Befalls der jeweiligen
Organe erfasst (Tuttlies et al., 2005).

Auch wenn die ENZIAN Kilassifikation eine gute Beschreibung des Befundes, sowohl
pra- als auch intraoperativ, ermdglicht, ist sie sehr komplex in der Handhabung und hat
sich bisher kaum Uber den deutschsprachigen Raum hinweg durchgesetzt. Auch
deshalb ist die Datenqualitdt zur Korrelation mit klinischen Symptomen noch

unzureichend (Haas et al., 2013).
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In einem Konsens-Papier der World Endometriosis Society wird empfohlen, im Falle
einer tief infiltrierenden Endometriose neben dem rASRM auch den ENZIAN Score zu
verwenden, um das Ausmaly der Erkrankung mdglichst vollstandig zu erfassen.
Allerdings herrscht auch Einigkeit daruber, dass bisher keines der beiden hier
vorgestellten Klassifikationssysteme die Erkrankung zufriedenstellend erfassen kann.
Es besteht daher der dringende Bedarf nach einem Klassifikationssystem, welches
verlassliche Aussagen Uber die Schwere der Erkrankung, die Auswirkungen auf die
Fertilitat, den resultierenden Schmerz sowie die Prognose und Lebensqualitat erméglicht
(Johnson et al., 2017).

1.4 Epidemiologie und gesundheitspolitische Relevanz

Endometriose ist eine haufige Erkrankung, deren Pravalenz meist mit 5 bis 10 % der
weiblichen Bevolkerung im reproduktiven Alter angegeben wird (Bulun, 2009). Allerdings
lag die Pravalenz in zwei grof3en Bevdlkerungsstudien lediglich bei 1-2% (Ballard et al.,
2008; Eisenberg et al., 2018). Genaue Angaben zu Pravalenz und Inzidenz sind
entsprechend schwer zu treffen, da sich die Erkrankung sehr unterschiedlich in Bezug
auf Symptomatik und pathologischem Erscheinungsbild darstellt und Daten damit stark
vom Studiendesign beeinflusst werden. In Untersuchungen, die die Haufigkeit von
Endometriose als zufalligen Befund bei weitgehend asymptomatischen Patientinnen im
Rahmen einer tubaren Sterilisation erfassten, zeigte sich eine solche in etwa 4 % der
Falle (Cramer & Missmer, 2002). Bei Frauen mit primarer Infertilitat liegt die Pravalenz
mit 9 bis 50 % jedoch deutlich héher (Duignan et al., 1972; Diedrich et al., 2000; Ebert,
2003). Auch in der Gruppe von Frauen mit Beckenschmerzen zeigten Studien eine
Endometriose in 9 bis 21 % der Falle (Cramer & Missmer, 2002), wobei junge Frauen
mit chronischen und therapie-resistenten Unterbauchschmerzen mit 50 bis 70 % die
hoéchste Pravalenz aufweisen (Cramer & Missmer, 2002; Ebert, 2003; Halis et al., 2010).
Die grol’e Relevanz der Endometriose ergibt sich nicht nur aus der vergleichsweise
hohen Pravalenz, sondern insbesondere auch durch ihren chronischen Charakter.
Angenommen, eine Frau leidet zwischen ihrem 15. und 45. Lebensjahr an
Dysmenorrhoe und ist daher an 5 Tagen des Monats schmerzgeplagt, ergibt dies eine
Leidenszeit von 5 (Tagen) x 12 (Monate) x 30 (Jahre) = 1800 Tagen, entsprechend 5
ganzen Lebensjahren.

Obwohl die Erkrankung viele Frauen betrifft, vergeht oftmals viel Zeit, bis die Diagnose
Endometriose gestellt wird. In einer Studie, die Frauen in Deutschland und Osterreich
befragte, wurde gezeigt, dass durchschnittlich 10,4 Jahre zwischen dem Auftreten der
ersten Symptome und der Sicherung der Diagnose vergehen. Der Grund hierfir wird

zum einen in einer Verharmlosung der Symptome, insbesondere durch das Umfeld der
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Patientinnen, zum anderen durch haufige Fehldiagnosen in 74 % der Falle vermutet
(Hudelist et al., 2012).

Endometriose schrankt nicht nur die Lebensqualitat der Betroffenen ein, sondern stellt
auch eine grofe finanzielle Belastung fiir das Gesundheitssystem und die Gesellschaft
dar. Dabei wird differenziert zwischen direkten Kosten durch Therapien und
Krankenhausaufenthalte und indirekten Kosten, die durch Arbeitsausfalle oder
Erwerbslosigkeit entstehen. Auch hier variieren die Daten je nach Studiendesign und
insbesondere nach untersuchtem Gesundheitssystem erheblich, doch zeigen sie
deutlich die grofe gesellschaftspolitische Relevanz dieser haufigen Erkrankung
(Soliman et al., 2016). Die Angaben fur die direkten Kosten liegen zwischen 760 € pro
Patientin pro Jahr in Kanada (Levy et al., 2011) bis hin zu 8976 € pro Patientin pro Jahr
in den USA (Mirkin et al, 2007). Daten aus Deutschland beziffern allein
Krankenhauskosten von 3847 € pro Patientin pro Jahr (Oppelt et al., 2012). Die
indirekten Kosten durch Endometriose sind schwieriger zu erheben, da es keine
einheitlichen Definitionen Uber die zu erhebenden Aspekte gibt und sich Produktivitat
und Gehaltsniveaus in verschiedenen Landern erheblich unterscheiden. Es wurde
gezeigt, dass diese durchschnittlich etwa doppelt so hoch liegen wie die direkten Kosten
(Simoens et al., 2012) und von 2907 € pro Patient pro Jahr in Osterreich bis zu 13804 €
pro Patient pro Jahr in den USA reichen (Soliman et al., 2016).

Sowohl die erheblichen direkten und noch héheren indirekten Kosten sind typisch fir
chronische Erkrankungen und stellen die Endometriose damit auf eine Ebene mit
Diabetes mellitus, M. Crohn und rheumatoider Arthritis (Simoens et al., 2012).

In der Zusammenschau verursacht Endometriose geschatzte jahrliche gesellschaftliche
Kosten von 1,7 Milliarden € in Belgien, 12,5 Milliarden € in Deutschland und 49,6
Milliarden € in den USA (Simoens et al., 2012).
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1.5 Leitliniengerechte Diagnostik und Therapie der Endometriose

Zur Diagnostik und Therapie des komplexen Krankheitsbildes der Endometriose gibt es
eine S2k-Leitlinie der gynakologischen Fachgesellschaften von Deutschland,
Osterreich, der Schweiz sowie Tschechien unter Mitarbeit der Stiftung
Endometrioseforschung (SEF) und der Europaischen Endometriose Liga (EEL). Die
erste Fassung wurde im Jahr 2006 erstellt und in der Uberarbeitung von 2013 auf S2k
Niveau der AWMF gehoben. Seither wurde die urspriinglich bis September 2016
geplante Gultigkeit auf August 2018 verlangert und befindet sich derzeit in der
Uberarbeitung (Deutsche Gesellschaft fiir Gynakologie und Geburtshilfe (DGGG),
2013).

Daneben gibt es eine Leitlinie der European Society of Human Reproduction and
Embryology (ESHRE) zum Management von Patientinnen mit Endometriose. Diese
ebenfalls aus dem Jahr 2013 stammende Veréffentlichung geht dabei auch besonders
auf die die Fertilitat betreffenden Aspekte in der Versorgung von
Endometriosepatientinnen ein (Dunselman et al., 2014).

Dabei ist wichtig zu erwdhnen, dass bei einer Vielzahl der Empfehlungen keine
ausreichende Evidenz zur Verfugung steht und diese daher auf Expertenmeinungen der
Leitlinien-Gremien beruhen. Dies unterstreicht den Bedarf nach weiterer Forschung auf
dem Gebiet. Im Folgenden sollen die wichtigsten Empfehlungen dargestellt werden.
Wie bereits erdrtert, gibt es haufig grol3e Verzégerungen zwischen dem Auftreten erster
Symptome und dem Stellen der Diagnose. Damit kommt, gerade angesichts der hohen
Pravalenz der Erkrankung, einer ausfiuhrlichen Anamnese unter Kenntnis der
Leitsymptome eine besondere Bedeutung zu. Endometriose soll in Betracht gezogen
werden bei gynakologischen Symptomen wie Dysmenorrhoe, nicht-zyklischem
Unterbauchschmerz, Dyspareunie und Unfruchtbarkeit sowie auch nicht-
gynakologischen Symptomen wie Dyschezie, Dysurie, Hamaturie, Hdmatochezie und
Schulterschmerzen. Wichtige Hinweise in der klinischen Untersuchung stellen Knoten
oder Indurationen im Bereich der hinteren Scheidenwand und -fornix, sowie
Raumforderungen der Adnexe dar. Dezidiert soll eine Endometriose bei entsprechender
Klinik auch bei unauffalliger Untersuchung trotzdem weiter in Erwagung gezogen
werden. In der apparativen Diagnostik eignet sich der transvaginale Ultraschall vor allem
zur Beurteilung von ovariellen Endometriomen und rektaler Endometriose. Die
Magnetresonanztomographie eignet sich nicht zur Diagnose von peritonealer
Endometriose, kann aber im Fall von tief infiltrierender Endometriose - gerade zur
Operationsplanung - wichtige Informationen liefern. Biomarker zur nicht-invasiven

Diagnostik der Endometriose konnten bisher nicht etabliet werden. Von grofler
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Bedeutung ist dartiber hinaus auch eine Untersuchung der umgebenden Organsysteme
mit besonderem Fokus auf dem harnableitenden System, um eine eventuelle,
stauungsbedingte Hydronephrose zu detektieren und zu entlasten.

Die Diagnose erfolgt durch den laparoskopischen Nachweis der endometriotischen
Herde und idealerweise deren bioptischer Sicherung und histologischer Untersuchung.
Die Entnahme von Gewebeproben dient darliber hinaus auch zum Ausschluss seltener
maligner Prozesse.

Die Therapie der Endometriose ist anspruchsvoll und erfordert eine oftmals
interdisziplinare Strategie, die konservative und operative Verfahren beinhaltet. Der
therapeutische Goldstandard zur Symptomkontrolle fiir alle Entitaten der Endometriose
ist die operative Entfernung der Herde und wird idealerweise im Rahmen der
diagnostischen Laparoskopie durchgefiihrt. Peritoneale Endometrioseherde lassen sich
mittels Ablation oder Exzision entfernen, wobei letzteres eine histologische Sicherung
ermdglicht und auch fir ausgedehntere Befunde geeignet ist. Ovarielle Endometriose-
Zysten sollen in Ganze entfernt werden, da eine alleinige Fensterung zu haufigen
Rezidiven fuhrt. Im Falle von tief infiltrierender Endometriose ist ebenfalls eine Resektion
in sano anzustreben. Durch den oftmals ausgedehnten Befund sowie den Befall
umgebender Organe soll dies in Zentren mit hoher Expertise im interdisziplinaren
Konsens erfolgen. Dabei muss, neben der angestrebten Vollstandigkeit der Entfernung,
die moglicherweise erhebliche resultierende Morbiditat bertcksichtigt werden und das
Vorgehen mit der Patientin abgesprochen werden.

Konservative Therapieverfahren stellen erganzende Mdoglichkeiten dar. Als rein
symptomatischer Ansatz bei Schmerzen werden haufig Analgetika wie nicht-steroidale-
Antirheumatika (NSAR) verwendet, wobei es bislang keine Evidenz zu deren Nutzen bei
Endometriose-spezifischen Symptomen gibt. Einen weiteren Therapieansatz stellt der
medikamentése Eingriff in den Hormonhaushalt der Patientinnen mit dem Ziel einer
therapeutischen Amenorrhé dar. Dies findet sowohl bei peritonealer, als auch tief
infiltrierender Endometriose Anwendung und fuhrt hier zu einer Regression der Herde,
bei ovariellen Endometriomen hingegen konnte keine Verbesserung gezeigt werden. Es
kommen dazu die kontinuierliche Gabe von oralen Kontrazeptiva, Gestagenpraparate
oder GnRH-Analoga zum Einsatz. Bei gleicher Wirksamkeit bietet dabei das Gestagen
Dienogest gegeniber GnRH-Analoga ein verbessertes Nebenwirkungsprofil und ist in
seiner Anwendbarkeit nicht auf 6 Monate beschrankt. Eine medikamentdse
Sekundarprophylaxe sollte aufRerdem im Anschluss an eine operative
Endometriosesanierung erfolgen, um das Risiko eines Rezidivs zu vermindern.

In der Behandlung Endometriose-assoziierter Infertilitat verbessert die operative

Entfernung von Endometrioseherden die Schwangerschaftsraten, wobei jedoch hierzu
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bei fortgeschrittenen Stadien keine kontrollierten Studien vorliegen. Bei
Schwangerschaftswunsch ist von einer adjuvanten Hormontherapie abzusehen.
Schwangerschaftsraten lassen sich zudem durch assistierte Reproduktionstechniken
(ART) wie Intrauterine Insemination, In-vitro Fertilisation oder Intracytoplasmatische
Spermieninjektion verbessern. Dabei konnte eine weitere Verbesserung gezeigt werden,
wenn im Anschluss an die Operation vor Beginn jeglicher ART eine 3-6 monatige
Therapie mit GnRH-Agonisten durchgefihrt wurde.

Fiar den Fall einer inzidentellen Endometriose bei asymptomatischen Patientinnen im
Rahmen einer anderweitigen Operation wird eine Entfernung des Befundes nicht
grundsatzlich empfohlen.

Durch die zum Teil erhebliche Einschrankung der Lebensqualitdt, chronische
Schmerzzustande, haufige Assoziation mit somatoformen Schmerzstérungen und
ungewollte Kinderlosigkeit mussen darlber hinaus psychosomatische Aspekte
bertcksichtigt und eine entsprechende Unterstlitzung angeboten werden. Gerade im
Anschluss an groRere Operationen besteht zudem oft Rehabilitations- und

Wiedereingliederungsbedarf, um die Patientinnen wieder in ihren Alltag zu integrieren.
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1.6 Gegenwirtiger Stand der Forschung zur Atiologie und Pathogenese

der Endometriose

Zur Pathogenese der Endometriose gibt es verschiedene Theorien, die im Folgenden
kurz vorgestellt werden. Es herrscht in der Fachwelt kein allgemeiner Konsens zu den
Mechanismen, die an der Entstehung der Erkrankung beteiligt sind, die breiteste
Akzeptanz findet sich jedoch fur die Transplantationstheorie von Sampson (Clement,
2007).

1.6.1 Sampson’s Transplantationstheorie

Die im Jahr 1927 vorgestellte Transplantationstheorie von Sampson stellt die
Verschleppung von endometrialen Zellen in die Bauchhoéhle in den Mittelpunkt der
Pathogenese der Endometriose. Durch retrograde Menstruation gelangt endometriales
Gewebe Uber die Tuben nach intraperitoneal, wo es sich anheftet und weiter proliferiert
(Sampson, 1927). Das Phanomen der retrograden Menstruation ist gut dokumentiert und
tritt bei 76 bis 90 % aller Frauen auf (Halme et al., 1984; Liu & Hitchcock, 1986). Da es
aber langst nicht in all diesen Fallen zur Entstehung einer Endometriose kommt, muss
es weitere Faktoren geben, die eine erfolgreiche Einnistung des endometrialen
Gewebes beglinstigen oder verhindern (Bulun, 2009). Auch das Vorhandensein von
epithelialen und stromalen endometrialen Zellen in der peritonealen Flissigkeit ist
beschrieben. Dabei zeigten sich jedoch keine Unterscheide zwischen Frauen mit und
ohne Endometriose (Kruitwagen et al., 1991a; Dorien et al., 2017), was ebenfalls eine
zusatzliche pathogenetische Komponente suggeriert. Beispielweise wies die
Menstruationsflissigkeit von Frauen mit Endometriose eine verminderte Zahl von
naturlichen Killerzellen auf (Warren et al., 2018).

Die grundsatzliche Bedeutung der retrograden Menstruation wird durch die Beobachtung
unterstitzt, dass Frauen mit Endometriose oftmals retrograde Kontraktionsmuster des
Myometriums aufweisen (Salamanca & Beltran, 1995) und sich in der Folge quantitativ
mehr Menstruationsblut in der Bauchhdhle nachweisen lieR (Halme et al., 1984).
Daruber hinaus konnte im Tiermodell mit Pavianen eine Endometriose durch Ligatur der
Cervix induziert werden und es gibt Fallberichte von erkrankten Frauen mit obstruiertem
uterinen Ausflusstrakt (Giudice & Kao, 2004). Weiterhin kann auch die anatomische
Verteilung der endometriotischen Herde, sowie deren vermehrt linksseitiges
Vorkommen als ein mechanistisches Argument fur die Theorie der refluxiven
Menstruation angesehen werden (Jenkins et al., 1986; Scioscia et al., 2011).

Einen haufigen Kritikpunkt der Transplantationstheorie stellt das Vorkommen

extraperitonealer Endometriose (Alifano et al., 2006) dar, welche nicht durch lokale
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Zellverschleppung erklart werden kann. Eine aktuelle Analyse von friheren Arbeiten
Sampsons zeigte jedoch, dass dieser bereits damals die Mdglichkeit einer vaskularen

Ausbreitung aufgezeigt hatte (Yovich et al., 2020).

1.6.2 Metaplasietheorie

Die (Z6lom-) Metaplasietheorie sieht das pluripotente Zolomepithel als Ausgangspunkt
fur endometriotische L&sionen. Dabei wird vermutet, dass es — beeinflusst durch
endogene und exogene Faktoren — zu einer metaplastischen Umwandlung von Mesothel
in endometriotische Lasionen kommt (Nap et al., 2004). Zur Unterstitzung dieser These
wurden in der Vergangenheit Fallberichte angefiihrt, in denen es auch bei fehlender
Menstruation, zum Beispiel im Rahmen eines Mayer-Rokitansky-Kister-Hauser
Syndroms, zu einer Endometriose gekommen war (Nisolle & Donnez, 1997; Mok-Lin et
al., 2010). Allerdings zeigte sich, dass die jeweilige Evidenz fur einen vollstadndig
fehlenden Uterus oftmals schwach war, und damit jene Fallberichte fir eine Ablehnung
der Transplantationstheorie einerseits und den damit postulierten Beweis der
Metaplasietheorie andererseits unzureichend sind (Konrad et al., 2019b).

Einen weiteren Hinweis fir die Notwendigkeit eines eutopen Endometrium bei der
Entstehung einer Endometriose, lieferte eine Studie bei der das Wiederauftreten
endometriotischer Herde nach initialer operativer Sanierung untersucht wurde. Wahrend
bei 64 % der Patientinnen in einer Kontrollgruppe nach 24 Monaten ein Rezidiv auftrat,
konnte diese Rate durch eine endometriale Ablation im Rahmen der ersten Operation
auf 0 % gesenkt werden (Bulletti et al., 2001).

Auf Basis der Metaplasietheorie durch pluripotentes Zolomepithel miisste man dartber
hinaus auch ein regelmaRiges Auftreten bei Mannern sowie auf3erhalb der Bauchhéhle

erwarten (Young et al., 2013).

1.6.3 Tissue injury and repair (TIAR) Konzept

Das Modell des Tissue injury and repair, also das Ablaufen von Gewebsverletzung und
konsekutiver Wiederherstellung, von Leyendecker und Wildt (2011) geht von einer
gemeinsamen Pathogenese der drei Entitaten der Endometriose sowie der Adenomyose
aus. Als Ausgangspunkt der Erkrankung wird ebenfalls der Uterus und dabei speziell die
Archimetra, also der phylo- und ontogenetisch alteste Teil, bestehend aus Endometrium
und darunterliegendem Stratum subvasculare des Myometrium, angesehen. Im
Mittelpunkt steht jeweils eine Traumatisierung im Bereich der endometrialen-

myometrialen Schnittstelle. Diese kann als sogenannte ,first step injury auf
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mikroskopischer Ebene stattfinden und durch mechanische Belastung von Fibroblasten
und Myozyten insbesondere im Bereich der fundo-cornualen raphe zur Freisetzung von
Gewebsmediatoren und Estradiol flilhren. Letzteres verursacht eine lokale
Entzindungsreaktion und Hyperperistaltik des Uterus, welche wiederum als ,second-
step injury“ durch Scherkréfte zu erneuter Traumatisierung des Gewebes fiihrt. Ahnlich
wie die Transplantationstheorie, sieht auch das TIAR Konzept einen transtubaren
Transport der auf diese Weise abgeschilferten Zellen als verantwortlich fir die
Dissemination in die Bauchhohle. Dieser wird moglicherweise noch durch eine Zunahme
von retrograden peristaltischen Wellen wahrend der Menstruation begunstigt (Bulletti et
al., 2000).

Alternativ kdnnen auch iatrogene Gewebsverletzungen die Dislokation von basalem
Endometrium zur Folge haben. Dabei fiuhrt der Zyklus aus TIAR, konsekutiver
chronischer Entziindung und infiltrativem Wachstum zur Entstehung endometriotischer
Herde (Leyendecker & Wildt, 2011).

1.6.4 Stammzell und Progenitorzellhypothese

Die Stammzell und Progenitorzellhypothese geht ebenfalls von einer retrograden,
transtubaren Zellverschleppung in die Bauchhohle aus. Wahrend andere Konzepte
diesen Vorgang wahrend der Menstruation und damit erst nach Erreichen der
Geschlechtsreife verorten, wird hier von einem Geschehen bereits in der Neonatal-
Periode ausgegangen. Begtinstigt durch eine verhaltnismaRig lange Cervix sowie deren
funktionellen Verschluss durch Mucus, kommt es zu retrograder Blutung und Transport
abgeschilferter Zellen (Brosens et al., 2013). Es wird davon ausgegangen, dass sich
darunter auch endometriale Stamm und Progenitorzellen befinden, welche sich in der
Bauchhohle anheften und dort in einer Art Ruhezustand Uber lange Zeit verharren.
Kommt es im Rahmen der Thelarche zum Ansteigen von Estrogen, kénnten diese
aktiviert und zur Bildung endometriotischer Lasionen veranlasst werden (Gargett et al.,
2014).

1.6.5 Endometriotic disease theory

Die Transplantations- und die Metaplasietheorie versuchen zu beschreiben, wie es zum
Entstehen von endometriotischen Herden aulRerhalb des Cavum uteri kommen kann.
Dies erklart jedoch nicht die erheblichen Unterschiede im klinischen Erscheinungsbild
der Erkrankung. Einige Autoren schlagen daher vor, das Vorkommen von
oberflachlichen Endometrioseherden als einen im weiteren Sinne physiologischen

Zustand aufzufassen und vielmehr zu untersuchen, wie daraus ein ,endometriotic
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disease“ mit tief infiltrierenden und zystischen Lasionen wird (Koninckx et al., 1999). In
Analogie zu einer malignen Transformation bei benignen Tumoren riicken hier statt der
initialen Entstehung des Affekts dessen Progress hin zu einem starker invasiven und
destruktiven Charakter und die dafir ursachlichen Veranderungen auf zellularer Ebene
in den Fokus. Neben dem Einfluss des Peritoneums und seiner Sekrete kdnnten hier vor
allem genetische Veranderungen von entscheidender Bedeutung sein (Koninckx et al.,
1999). Einen weiteren mdglichen Faktor stellen epigenetische Veradnderungen dar,
deren Einfluss auf die Entstehung eines ,endometriotic disease“ aktuell untersucht

werden (Koninckx et al., 2019).

Bis heute ist die Pathogenese der Endometriose nicht abschlieend geklart. Da keine
der vorgestellten Theorien alle Facetten dieser Erkrankung suffizient zu erklaren
vermag, scheint auch ein Zusammenwirken von verschiedenen Pathomechanismen
moglich. Eine Klarung des Krankheitsursprungs bleibt damit ein essentielles Ziel der
Forschung, um — durch ein besseres Verstandnis ihrer Entstehung — der Endometriose

praventiv und therapeutisch entgegentreten zu konnen.
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1.7 Analyse von drei Strukturproteinen in der Endometriose

Das Erscheinungsbild als auch die Eigenschaften einer Zelle werden durch ihre
Ausstattung mit Proteinen bestimmt. Sie sind die Bausteine fir die physische Struktur
und die Werkzeuge, welche samtliche biologischen Prozesse — wie Bewegung, den
Transport anderer Molekule und die Verstoffwechselung von Nahrstoffen — erst
ermdglichen. Daher spielen Proteine auch in der Erforschung von Krankheiten eine
zentrale Rolle, um zu verstehen, wie pathologische Prozesse vonstatten gehen und
inwiefern sich krankes von gesundem Gewebe unterscheidet. Auch diese Arbeit
versucht, durch die Analyse von Proteinen die Zellen des Endometriums und der
endometriotischen Lasionen weiter zu charakterisieren und damit Gemeinsamkeiten und
Unterschiede aufzuzeigen, welche fiir die Pathogenese der Endometriose relevant sind.
Der Fokus liegt dabei auf Proteinen des Zytoskeletts und der Verbindung mit anderen
Zellen, da die hierdurch maRgeblich beeinflusste Integritdt von Zellverbanden als
entscheidend fur die Ablésung und konsekutive Disseminierung endometriotischer
Zellen zu sehen ist. Zusatzlich wurden fiir diese strukturellen Proteine bereits in
Microarray Analysen auf Genexpressionsebene Unterschiede zwischen Endometrium
und endometriotischen Lasionen beobachtet (Sohler et al., 2013) und eine Beteiligung

in der Pathogenese der Endometriose postuliert (Grund & Griimmer, 2018).

1.7.1 Das Intermediarfilament Vimentin

Vimentin gehort zur Gruppe der Intermediarfilamente. Diese haben einen Durchmesser
von etwa 10 nm und bilden gemeinsam mit den Mikrofilamenten und den Mikrotubuli das
Zytoskelett einer Zelle. Durch Verankerung an der Zellmembran Uber andere
Zelladhasionsproteine wie Desmosomen und Hemidesmosomen ermdglichen sie die
mechanische Stabilitat und Elastizitat. Es gibt eine Vielzahl von Intermediarfilamenten,
welche oftmals gewebsspezifisch exprimiert werden (Heinrich et al., 2014). Dies wird in
der Pathologie genutzt, um beispielsweise Einschatzungen Uber das Ursprungsgewebe
von Tumoren zu treffen (Kirchner et al., 2014). Die Superfamilie der Intermediarfilamente
lasst sich in 5 Klassen unterteilen, wobei Vimentin, gemeinsam mit Desmin, Glial fibrillary
acidic protein (GFAP) und Peripherin zum Typ Il gezahlt wird (Heinrich et al., 2014).
Vimentin wird vornehmlich von mesenchymalen Zellen sowie verschiedenen Tumoren
exprimiert (Fuchs & Weber, 1994).

Ein biologischer Vorgang, der bei zahlreichen physiologischen Prozessen wie
Wundheilung sowie Gewebsentwicklung und Regeneration, aber auch pathologischen
Vorgangen wie Entzindung, Tumorgenese und Fibrose eine Rolle spielt, ist die

Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) (Thompson & Newgreen, 2005; Thiery et al.,
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2009; Chui, 2013). Es handelt sich dabei um einen Wechsel des Zellphanotyps, der
durch den Verlust von epithelialen und den Zugewinn mesenchymaler Eigenschaften
definiert ist (Thompson & Newgreen, 2005). Auf molekularbiologischer Ebene zeigt sich
damit eine Abnahme der epithelialen Marker wie Keratin, Mucin und E-Cadherin
(Guarino et al., 2009; Chui, 2013; Tarin, 2013) bei gleichzeitig vermehrtem Vorkommen
von mesenchymalen Markern wie Vimentin, S100A4, Slug, Snail, transforming growth
factor-Bs (TGF-Bs) und zinc-finger E-box-binding homeobox 1 (ZEB1) (Mazzucchelli,
2002; Guarino et al., 2009; Chui, 2013; Zhang et al., 2015). In der Folge kommt es zu
einer Stérung von Zell-Zell-Kontakten und der Zellpolaritat, was zu einer vermehrten
Zell-Motilitat und verstarkten Invasions- und Metastasierungsfahigkeit fihrt (Thompson
& Newgreen, 2005; Chui, 2013). Es gibt aber auch Untersuchungen, die das Konzept
der Epithelial-Mesenchymalen Transition bei der Tumorgenese (Chui, 2013; Tarin,
2013), Metastasierung (Fischer et al., 2015) oder auch der Nierenfibrose (Kriz et al.,
2011) kritisch betrachten. Da auch bei der Endometriose Invasivitat und die Fahigkeit
zur Metastasierung beobachtet wird, liegt es nahe, dass das Konzept der Epithelial-
Mesenchymalen Transition auch bei dieser Erkrankung in Erwagung gezogen wird. Es
wurden insbesondere auf Ebene der messenger RNA (mRNA), eine Herabregulierung
von epithelialen Markern wie Keratinen und E-cadherin (Matsuzaki & Darcha, 2012;
Bartley et al., 2014) und eine vermehrte Expression von Markern der EMT wie N-
cadherin, Twist, Snail, Vimentin, S100A4, TGF-Bs und besonders ZEB-1 gezeigt
(Mazzucchelli, 2002; Matsuzaki & Darcha, 2012; Young et al., 2013; Bartley et al., 2014;
Furuya et al., 2017).

Da sich jedoch manche dieser Ergebnisse bei Vorversuchen am Zentrum flr
Frauenheilkunde und Geburtshilfe in Gielten auf Ebene der Proteinexpression nicht
reproduzieren lieRen, soll in dieser Arbeit die Proteinlokalisation von Vimentin und damit
eine mogliche Beteiligung der Epithelial-Mesenchymalen Transition in der Pathogenese

der Endometriose untersucht und evaluiert werden.
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1.7.2 Die Zell-Zell Kontaktproteine Claudin-11 und Claudin-7

Die Aufgabe von Epithelien und ihrer Zellen besteht in der Abgrenzung des Korpers zu
seiner Umgebung. Als dichte Barrieren stehen sie damit in direktem Kontakt zur
AuBenwelt und schutzen vor schadlichen Einflissen der Umwelt, wie dem Eindringen
von Mikroorganismen. Hierzu sind die Epithelzellen polar aufgebaut. lhr apikaler Pol
weist nach auften und erfillt die Aufgabe der Abgrenzung, wahrend die basalen und
lateralen Zellseiten die Verbindung zu den anderen Zellen und dem Rest des Korpers
bilden. Hierzu ist die Plasmamembran mit jeweils unterschiedlichen Proteinen und
Lipiden ausgestattet, deren Trennung und damit Aufrechterhaltung der Zellpolaritat
durch die sogenannten tight junctions gewahrleistet wird (Heinrich et al., 2014).

Die wesentlichen Bestandteile dieser Einheiten bilden die Claudine, welchen die
Strangbildung und Barrierefunktion zugeschrieben wird (Rosenthal et al., 2017). Die
Claudin-Familie umfasst etwa 23 Proteine, die in verschiedenen Geweben
unterschiedlich kombiniert auftreten und damit die Dichtigkeit und Selektivitat der tight
junctions beeinflussen (Hewitt et al., 2006). Die Claudine -1,-3,-5,-11,-14 und 19 haben
eindeutig abdichtende Qualitaten, wahrend Claudin -2, -10a/b, -15 und -17
kanalbildende Eigenschaften aufweisen und Claudin -4, -7, -8 und 16 beide
Eigenschaften aufweisen (Schulzke et al., 2012).

Die Regelhaftigkeit der Expression dieser Proteine scheint fiir die physiologische
Funktion einer Zelle von groRRer Wichtigkeit zu sein. So konnten bei verschiedenen
pathologischen Veranderungen wie neoplastischem Wachstum und Progression
veranderte Auftretensmuster von Claudinen beobachtet und Einflisse auf das
Uberleben der Patienten — aufgrund von veranderten Metastasierungs- und
Invasivitatspotentialen — gezeigt werden (Singh et al., 2017). Die Claudine, deren
Dysregulation am haufigsten in Zusammenhang mit malignen Tumoren gebracht wird,
sind Claudin-1, -3, -4, -5, -7, -10 und -16 (English & Santin, 2013).

Dabei sind fiir die einzelnen Proteine oft heterogene oder teilweise sogar gegensatzliche
Auswirkungen beschrieben. Wahrend Claudin-7 beim Kolonkarzinom die Invasivitat und
den Progress bremst (Bhat et al., 2015), verstarkt es im Plattenepithelkarzinom des
Osophagus die Zellproliferation und Metastasierungsfahigkeit (Lioni et al., 2007) und
kann damit sowohl Tumor-Promotor als auch Repressor sein. Auch fiir das
Ovarialkarzinom sind Einflisse durch Claudin-7 beschrieben. Eine Uberexpression
bedeutete hier zwar einerseits eine Verringerung der Zellmigration, resultierte jedoch
durch eine Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen in einer vermehrten Invasivitat der
Zellen (Dahiya et al., 2011).
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Eine Besonderheit von Claudin-7 besteht in seiner starken Expression im Bereich der
basolateralen Abschnitte der Zellmembran und damit auRBerhalb der fir Claudine
typischen tight junctions (Ding et al., 2012). Im Mausmodell konnten fir Claudin-7
entsprechend auch nicht mit tight junctions assoziierte Funktionen wie die Unterhaltung
von Zell-Matrix Interaktionen im Epithel und die Aufrechterhaltung der intestinalen
Homeostase nachgewiesen werden (Ding et al., 2012).

Im gesunden humanen Endometrium wird Claudin-7 regelhaft exprimiert (Gaetje et al.,
2008), ist aber auch bei malignen Erkrankungen beteiligt. So konnte fir das
Endometriumkarzinom eine Herabregulierung nachgewiesen werden, welche zu
vermehrter Proliferation und Metastasierung fuhrte (Li et al., 2013).

Claudin-11 spielt eine zentrale Rolle beim Aufbau der Blut-Hoden Schranke und ist an
der Regulation des Zellzyklus sowie der Zellmigration beteiligt (Morrow et al., 2010). Es
ist damit von entscheidender Bedeutung bei der physikalischen Abgrenzung von Zellen
und Geweben und hat Einflisse auf proliferative Prozesse. So wurde bei verschiedenen
malignen Erkrankungen wie dem hepatozellularen Karzinom (Yang et al., 2015), dem
malignen Melanom (Walesch et al., 2015), dem Magenkarzinom (Lin et al., 2013) oder
auch dem Plattenepithelkarzinom der Haut (Nissinen et al., 2017) eine Deregulierung
beobachtet.

Anders als die Claudine-6, -8, -9, -11, -14, sowie -16 bis -18, wurden die Claudine-1, -3,
-4, -5, -7 und -10 bereits im humanen Endometrium beschrieben (Gaetje et al., 2008;
Pan et al., 2009; Schumann et al., 2015). Bei der Endometriose zeigten sich Claudin-3
und -7 in den Lasionen herabreguliert. Fur Claudin-5 wurden zwar verminderte Mengen
an messenger RNA (mRNA) nachgewiesen, allerdings waren die Proteine vermehrt
vorhanden (Gaetje et al., 2008).
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1.8 Formulierung der Fragestellung und Zielsetzung

In der Summe bedingen die hohe Pravalenz der Endometriose, ihre nach wie vor nicht
vollstandig geklarte Atiologie und Pathogenese, die Komplexitat ihrer Symptomatik
sowie das Fehlen kausaler Therapieoptionen einen dringenden Bedarf fir eine
weitergehende Erforschung dieses Krankheitsbildes.

Diese Arbeit versucht hierzu einen Beitrag zu leisten, indem durch eine Analyse von
Expressionsprofilen verschiedener Proteine die Biologie dieser Erkrankung weiter
charakterisiert wird. Ein besseres Verstandnis von atiologischen Prozessen kann dann
die Grundlage fur die weitere Verbesserung oder auch Neuentwicklung von
diagnostischen, therapeutischen oder sogar praventiven Verfahren bilden.

Bei der Endometriose liegt der Vergleich mit malignen Erkrankungen aufgrund ihrer
metastatischen und invasiven Eigenschaften nahe. Aus diesem Grund werden in dieser
Arbeit Proteine und Zelleigenschaften untersucht, die bei verschiedenen
Krebserkrankungen eine Rolle spielen. Es werden zum einen das Ursprungsgewebe,
also das eutope Endometrium des Uterus, zum anderen die verschiedenen Entitaten der
Endometriose vergleichend analysiert. Durch die Beschreibung von Unterschieden und
Gemeinsamkeiten, sollen Erkenntnisse Uber pathogenetische Mechanismen gewonnen
werden. Die Expression der Proteine wird dabei sowohl quantitativ, als auch qualitativ
erfasst.

Hierdurch soll geklart werden, ob es sich bei endometriotischen Lasionen um zwar
disloziertes, aber biologisch dem eutopen Endometrium entsprechendes Gewebe
handelt, oder ob es in den dystopen Herden auch zu einer grundlegenden Veranderung
auf zellularer Ebene kommt.

Besonderes Augenmerk liegt dabei auf dem von einer Vielzahl von Autoren beschrieben
Verlust des epithelialen Phanotyp endometriotischer Zellen. Durch die Analyse des
Intermediarfilaments Vimentin, sowie einer Beurteilung der Zell-Zell Kontakte anhand
von Claudin-11 und -7, soll diese Hypothese Uberprift werden und eine -
moglicherweise partielle — EMT eruiert werden.

Neben einer weiteren Beleuchtung der Pathogenese der Endometriose wird auf3erdem
der Versuch unternommen, durch die Bestimmung von Claudin-7 Spiegeln im
Blutserum, einen nicht-invasiven diagnostischen Test auf das Vorhandensein einer
Endometriose zu entwickeln. Da derzeit die Diagnose nur operativ gestellt werden kann,
ware ein zuverlassiger Bluttest eine aulerordentlich wertvolle Mdglichkeit,
therapeutische Entscheidungen treffen zu kdnnen, ohne die Patientin dem Risiko einer

Operation auszusetzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

In der vorliegenden Arbeit wurden in einer Datenbank gesammelte Gewebe- und
Blutproben von Patientinnen mit Endometriose sowie einer Kontrollgruppe untersucht.
Hierzu wurde im Jahr 2009 die Zustimmung der Ethikkommission des Fachbereichs
Medizin der Justus-Liebig-Universitat Gieflen eingeholt (95/09). Die Patientinnen und
Probandinnen willigten unter arztlicher Aufsicht mittels eines Aufklarungsbogens
schriftlich in die Probenentnahme ein und waren Uber die Teilnahme an einem

Forschungsvorhaben informiert und damit einverstanden.

2.1.1 Gewebeproben

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben wurden am Zentrum fir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Justus-Liebig-Universitdt mittels operativer
Laparoskopie gewonnen. Die pathologische Bewertung der enthnommenen Gewebe
erfolgte durch das Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Gieflen (Direktor:
Prof. Dr. S. Gattenléhner) und umfasste neben einer makroskopischen und
mikroskopischen Beschreibung der Praparate eine abschlieRende histologische
Beurteilung sowie etwaige Hinweise auf Malignitat. In einzelnen Fallen wurde dabei zur
Bestatigung der Diagnose Endometriose zusatzlich ein immunhistochemischer
Nachweis fir CD10 durchgefiihrt. Anhand des pathologischen Gutachtens erfolgte dann
die Selektion der Patientinnen fur die vorliegende Studie.

Die in dieser Arbeit untersuchten Praparate setzen sich aus den folgenden Gruppen
zusammen: Endometrien von an Endometriose erkrankten Frauen, ovarieller
Endometriose, peritonealer Endometriose und tief infiltrierender Endometriose. Diese
Gruppierung entspricht der gangigen Unterteilung der Erkrankung in die verschiedenen
Entitaten (Nisolle & Donnez, 1997). Als Kontrollgruppe wurden endometriale Proben von
Frauen ohne bekannte Endometriose verwendet (Tab. 2 + 3).

Weiterhin wurden fir die endometrialen Proben der jeweilige Zyklustag der Frauen zum
Entnahmezeitpunkt mittels eines Fragebogens erfasst und so eine Bestimmung der
Zyklusphase ermoglicht. Die daraus folgende Einteilung in Proliferations- bzw.
Sekretionsphase wurde zusatzlich histologisch verifiziert. Die Einstufung einer Probe als
tief infiltrierende Endometriose erfolgte intraoperativ anhand der ENZIAN-Klassifikation
(Tuttlies et al., 2005; Haas et al., 2013).

Die Tabellen 2 und 3 geben einen Uberblick tiber das verwendete Patientenkollektiv.

Dabei unterscheidet sich die Kohorte, die zur Analyse von Vimentin verwendet wurde,
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von derjenigen, die fir Claudin 11 und 7 benutzt wurde. Fir letztere wurden
ausschlieBlich Bouin-fixierte Proben verwendet, da es bei Formalin-fixierten Proben zu

einer unzureichenden Detektion des Proteinmusters kam.

Tabelle 2: Kohorte zur Untersuchung von Vimentin

Endometrium Endometrium i i Tief
X Ovarielle Peritoneale e

ohne mit Endometriose Endometriose infiltrierende

Endometriose Endometriose Endometriose
Patientinnen n=20 (20) n=30 (30) n=29 (30) n=25 (27) n=21 (21)
(Proben)
Altersmedian 41 41,5 33 31 31
(£SEM) (+1,5) (+1,2) (+1,2) (£0,9) (+1,1)
Zyklusphase Proliferativ=8 Proliferativ=15

Sekretorisch=12 Sekretorisch=15

Lokalisation der Proben

Blase 5 2
Plica vesicouterina 3

Lig. sacrouterinum 1 5
Fossa ovarica 3

Douglasraum 5 1
Lig. Rotundum 1

Peritoneum 3

Lig. infundibulum 1 1
pelvicum

Beckenwand 1

Rectum 4
Rectosigmoid 2
Septum rectovaginale 1 3
Paraureteral 1 1
Colon sigmoideum 1
Darm 1
Mesovarium 1

Lig. latum uteri 1

n= 29 (30) bedeutet 30 Proben von insgesamt 29 Patientinnen; Lig. = Ligamentum; SEM = Standardfehler
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Tabelle 3: Kohorte zur Untersuchung von Claudin-11 & 7

Endometrium
ohne
Endometriose

Endometrium
mit
Endometriose

Peritoneale
Endometriose

Ovarielle
Endometriose

Tief
infiltrierende
Endometriose

Patientinnen
(Proben)

n=18 (18)

n=31(31) n=19 (20) n=16 (17)

n=23 (25)

40,5
(+1,6)

Altersmedian
(£SEM)

42 34 32
(*1,3) (+0,8) (+1,0)

32
(+1,0)

Zyklusphase Proliferativ=9

Proliferativ=16

Sekretorisch=9

Sekretorisch=15

Lokalisation der Proben

Blase

Plica vesicouterina

Lig.

sacrouterinum

Fossa ovarica

Douglasraum

Lig. Rotundum

Peritoneum

Lig. infundibulum pelvicum

Rectum

Rectosigmoid

Septum rectovaginale

Paraureteral

Colon sigmoideum

Darm

Mesovarium

Lig. latum uteri

Pararectal

Vagina

n= 19 (20) bedeutet 20 Proben von insgesamt 19 Patientinnen; Lig. = Ligamentum; SEM = Standardfehler
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2.1.2 Serumproben von Patientinnen ohne und mit Endometriose

In dieser Studie wurden Serumproben von Patientinnen mit bestatigter Endometriose
sowie einer Kontrollgruppe ohne Endometriose untersucht. Hierunter wurden dabei
Frauen gezahlt, bei denen noch nie eine Endometriose diagnostiziert worden war und
die weiterhin keine symptomatische Dysmenorrhoe angaben. Hierzu wurde im Rahmen
des Aufnahmefragebogens die Starke der Menstruationsbeschwerden anhand einer
Skala von 0 (keine Schmerzen) bis 10 (starkster vorstellbarer Schmerz) erfasst.

Das Blut wurde in Serum-Réhrchen abgenommen, aufgestellt und Gber Nacht bei 4°C
gelagert. Das geronnene Vollblut wurde dann bei 1000 x g fir 15 Minuten zentrifugiert,

das uberstehende Serum abpipettiert und bis zur Analyse bei -20°C gelagert.

Tabelle 4: Ubersicht Uber die untersuchten Serumproben

Patientinnen Kontrollgruppe
n 36 28
Altersmedian (+SEM) 34 (£1,1) 27,5 (£1,7)
Dysmenorrhoe (+SEM) 4,0 (+0,7) 1,3 (x0,4)

2.1.3 Puffer und Chemikalien

In Tabelle 5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Chemikalien mit ihrer

jeweiligen Herstellung aufgefuhrt.

Tabelle 5: Puffer und Chemikalien

Puffer Praparation Hersteller
Antikorper Diluent vorgefertigt Dako
Bouin’sche Losung vorgefertigt Morphisto, Frankfurt
BSA-Puffer 1g Albumin Fraktion V Carl Roth, Karslruhe
in 70ml PBS-Puffer mit Gibco, Waltham, USA
21l Triton X-100 Merck, Darmstadt
Citratpuffer 29,41g Trinatriumcitrat-Dihydrat Merck, Darmstadt
in Aqua dest.

Einstellung auf pH=6,0 mit Merck, Darmstadt

Citronensaure (0,1mol)

DAB-L6sung 1 Tropfen DAB-Chromogen in Dako, Santa Clara,
1ml Substrat Puffer USA
Ethanol Ethanol (MEK-vergallt) Fa. Otto Fischar

Verdinnt mit Aqua dest.

Eukitt vorgefertigt Fluka Analytical
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5 ml H202 (30 %)
45 ml Methanol (-20°C)

Carl Roth, Karslruhe
Sigma, St. Louis, USA

Blockierungslésung

Hamatoxylin (Mayer, vorgefertigt Waldeck, Munster
ungesauert) Morphisto, Frankfurt
Neo Clear vorgefertigt Merck, Darmstadt
PBS 2 Tabletten in 11 Aqua dest. Gibco, Waltham, USA
Xylol (100 Vol %) vorgefertigt Carl Roth, Karslruhe

2.1.4 Antikorper

Im Folgenden sind die verwendeten Primar- und Sekundarantikdrper aufgefihrt. Flr
erstere sind zusatzlich die entsprechenden Farbezeiten mit der DAB-Substrat Losung

sowie die entsprechende Verdunnung mit Antikorper Diluent angegeben.

Tabelle 6: Primar- und Sekundarantikorper

Primérantikorper Klonalitat Farbezeit Verdiinnung Hersteller
Mausantikorper Monoklonal 70 1/200 Dako, Santa
gegen Vimentin Sekunden Clara, USA
Kaninchenantikdrper Polyklonal 75 1/100 Invitrogen,
gegen Claudin-11 Sekunden Carlsbad, USA
Mausantikérper Monoklonal 80 1/100 Invitrogen,
gegen Claudin-7 Sekunden Carlsbad, USA
Sekundarantikorper
Ziegen Anti-Maus IgG EnVision- vorgefertigt Dako, Santa
System-HRP Clara, USA
Ziegen Anti-Kaninchen I1gG EnVision- vorgefertigt Dako, Santa
System-HRP Clara, USA

2.1.5 ELISA-Kit

Far die Messung des Claudin-7 Gehalts im Serum wurde das Human Claudin-7 (CLDN?7)
ELISA Kit der Firma CUSABIO (College Park, USA) nach den Vorgaben des Herstellers

verwendet.
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2.1.6 Gerite

Die folgende Tabelle listet die flr die Erstellung dieser Arbeit verwendeten Laborgerate,

Computerprogramme sowie sonstige Materialien auf.

Tabelle 7: Laborgerate, Computerprogramme und sonstigen Materialien

Gerat

Hersteller

Aqua dest Anlage: Elix 3

Merck Millipore, Darmstadt

Befundungsmikroskop: Dialux 20

Leica, Wetzlar

DAKO-PEN (Best Nr. S 2002)

DAKO

Deckglaser

Langenbrinck, Emmendingen

Paraffin-Einbettungsautomat TP 1050

Leica, Wetzlar

Eis Maschine Flake line

Wessamat, Kaiserslautern

Pipetten Finntips Flex 1200

ThermoScientific, Waltham, USA

Feuchte Kammern

Fotomikroskop DM 2000 LED

Leica, Wetzlar

Glaskivetten

Roth, Karlsruhe

Gourmet Garer MultiGourmet

Braun, Kronberg im Taunus

GraphPad Prism 6.01

GraphPad Software, La Jolla, USA

Inkubator Hera Therm

ThermoScientific, Waltham, USA

Inkubator Kendro UT12

Heraeus, Hanau

Kamera MC 170 HD

Leica, Wetzlar

Leica Application Suite LAS Version 4.9.0

Leica, Wetzlar

Lichtmikroskop Leitz Laborlux S

Leica, Wetzlar

Magnetruhrer

Roth, Karlsruhe

Microsoft Office 2010

Microsoft, Redmond, USA

Mikroskop Laborlux S

Leitz, Wetzlar

Mini-Zentrifuge: Sprout

Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA

Mischer: RH digital KT/C

IKA, Staufen im Breisgau

Multipipette Finnpipette

ThermoScientific, Waltham, USA

Objekttrager “SuperFrost Plus”

Langenbrinck, Emmendingen

Paraffineinbettungsautomat TP1050

Leica, Wetzlar

pH-Meter CG 841

Schott, Mainz

Tecan infinite M200 ELISA plate reader

TECAN, Crailsheim

Pipetboy acu

Integra Biosciences, Biebertal

Pipetten: Research Plus

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg
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Rotationsmikrotom

Leica, Wetzlar

Serum-Roéhrchen (7,5ml)

Sarstedt, Nimbrecht

Schuttler: VIBRAX-VXR

IKA, Staufen im Breisgau

Timer

TFA Dostmann, Wertheim

Transferpipette-8, 30-300ul

Brand, Wertheim

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Vortexer

Heidolph, Schwabach

Waage: 1219 MP

Sartorius, Géttingen

Zentrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Rotanta/RPC

Hettich, Tuttlingen
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2.2 Methoden

2.2.1 Paraffinschnitte

Zur Herstellung der Paraffinschnitte wurden die Gewebeproben noch im Operationssaal
in Bouin’sche Lésung uberflhrt und anschlieffend auf einem Rollbrett bewegt, um eine
gleichmaRige Fixierung zu erreichen. Nach 48 Stunden wurde die Bouin’sche Ldsung
abgekippt und das Gewebe mit Ethanol (70 Vol %) gespiilt. Dies wurde an den drei
darauffolgenden Tagen wiederholt. Danach lagerte das Gewebe bis zur weiteren
Aufbereitung bei Raumtemperatur in Ethanol (70 Vol %). Die Einbettung erfolgte dann

in einem Einbettautomaten nach dem in Tabelle 8 beschriebenen Programm:

Tabelle 8: Protokoll des Paraffin-Einbettungsautomaten

Arbeitsschritt Anzahl Zeit Temperatur Medium
1Xx 2h RT Ethanol (80 Vol %)
Entwasserung 1Xx 2h RT Ethanol (96 Vol %)
3x 3h RT Ethanol (100 Vol %)
1Xx 1h RT Xylol (100 Vol %)
Klarung
2X 45 min RT Xylol (100 Vol %)
Einbettung 3x 40 min 59°C Paraffin

RT= Raumtemperatur

Die in Paraffin eingebetteten Gewebebiopsien wurden vor dem Schneiden Uber Nacht
bei 4°C gekuhlt und anschliefend mit einem Rotationsmikrotom zu 5um dinnen
Serienschnitten verarbeitet. Diese wurden zum Glatten in ein 45°C warmes Streckbad
aus destilliertem Wasser Uberfihrt und von dort aus auf die ,Super Frost Plus”
Objekttrager aufgebracht.

Der Teil der Proben, der uns freundlicherweise vom Institut fur Pathologie zur Verfugung
gestellt worden war, war anstelle des Bouins in Formalin fixiert und wurde ansonsten
analog verarbeitet.

Die Auswahl von Proben, die fir eine Beurteilung von eutopen endometrialen
beziehungsweise ektopen endometriotischen Epithelzellen geeignet waren, erfolgte
anhand von Serienschnitten, die mit HE und bei Verfugbarkeit mit MUC1, einem
Antikdrper zum Nachweis eines von endometrialen Epithelzellen exprimierten Proteins
(Gronbach, 2015), gefarbt waren.
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2.2.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine Methode zur Detektion von Proteinen. Das Prinzip beruht
dabei auf der spezifischen Bindung eines Antikdrpers an ein Antigen, dem Epitop des
Proteins. Diese Antigen-Antikérper Bindung muss hochaffin und hochspezifisch sein, um
einen exakten Nachweis des Proteins zu ermdglichen. Die Visualisierung des
Antikérpers und damit des gebundenen Proteins kann auf verschiedene Arten erfolgen.
Bei der direkten Methode ist der Antikdrper mit einem Markerenzym oder Fluorochrom
gekoppelt und wird so sichtbar gemacht. Bei indirekten oder zweischrittigen Methoden
wird, nach Bindung an das Protein, der Primarantikdrper von einem Sekundarantikorper,
der gegen den Fc-Teil des Primarantikorpers gerichtet ist, erkannt. Dieser ist dann
seinerseits mit einem Enzym oder Fluorochrom konjugiert. In dieser Arbeit wurde das
EnVision+™ System der Firma Dako verwendet. Bei diesem zweischrittigen Verfahren
ist der Sekundarantikorper an ein Polymer aus Dextran gekoppelt, welches wiederum
mit einer Vielzahl des Enzyms HRP (Horseradish-Peroxidase) besetzt ist. Dieses
reagiert mit der spater zugesetzten  Wasserstoffperoxid-Chromogen-3,3’

Diaminobenzidin (DAB)- L6sung und bildet durch Oxidierung ein braunes Endprodukt.

HRP-Enzym-~

@ @
@ @

Primarantikbrper —» H

|
/. /\
) G@oen) @) (3)(oen)

Abbildung 1: Prinzip der Immunhistochemie mit einem Polymer (Dextran) als Verstarker; HRP
= Horseradish-Peroxidase; DAB = Diaminobenzidin

Anders als herkdmmliche ABC- (Avidin-Biotin-Complex) oder L(S)AB (Labeled-(Strept)-
Avidin-Biotin)-Verfahren kommt das Nachweissystem von Dako ohne Avidin und Biotin
aus und vermeidet so unspezifische Farbereaktionen, die durch endogenes Biotin oder
unspezifisch gebundenes Avidin ausgeldst werden kénnen.

Zu Beginn mussen die Proben vorbehandelt werden. Das Gewebe wird zunachst vom
Paraffin befreit und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die bei der Fixierung
mit Bouin’'scher Lésung oder Formalin entstandenen Quervernetzungen (cross-links)
werden in einem nachsten Schritt durch ein Hitze-induziertes Antigen-Retrieval in

Citratpuffer gelost. Dies verbessert die Zuganglichkeit des Gewebes fiir die Antikorper.
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Da die spatere Farbereaktion durch eine Peroxidase katalysiert wird, ist es auferdem
notwendig, endogene Peroxidasen im Vorfeld zu blockieren. So wird gewahrleistet, dass
die spatere Braunfarbung allein durch die mittels Antigen-Antikdrper Reaktion am
nachzuweisenden Protein gebundene HRP verursacht worden ist.

Um mdgliche Hintergrundfarbungen weiter zu reduzieren, wurde in dieser Arbeit eine
Blockierung mit BSA (Bovines Serum Albumin) durchgeflhrt. Dieses deckt unspezifische
Bindungsstellen ab, indem es elektrostatische Ladungen der Proteine im Gewebe
absattigt und dort eine unspezifische Anheftung der Antikdrper unterbindet.

Das Gewebe wird abschlieRend mit Hamatoxylin gegengefarbt. Die resultierende
Blaufarbung sorgt fir einen deutlichen Kontrast zu den braun markierten Proteinen und

ermaoglicht so eine eindeutige Auswertung.

Protokoll der Immunhistochemie

Zu Beginn stand die Freilegung des Gewebes aus dem Paraffin. Hierzu wurden die
Schnitte zunachst in NeoClear entparaffiniert und anschlieBend, wie in Tabelle 9

dargestellt, in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert.

Tabelle 9: Protokoll zur Entparaffinierung und Rehydrierung von Gewebeschnitten

Arbeitsschritt Anzahl Zeit Temperatur Medium
1x 20 min. 40°C NeoClear (100 %-ig)
Entparaffinierung
2X 20 min. RT NeoClear (100 %-ig)
2X 5 min. RT Ethanol (100 Vol %)
2X 5 min. RT Ethanol (96 Vol %)
Rehydrierung
2X 5 min. RT Ethanol (70 Vol %)
1x 5 min. RT Aqua dest.

RT= Raumtemperatur

Zum Antigen Retrieval wurden die Gewebeschnitte fur 20 Minuten bei 100°C in einem
Citratpuffer bei pH= 6,0 erhitzt. Dieser Schritt wurde in einem Dampfgarer durchgefiihrt,
in welchem zuvor der Citratpuffer bereits separat fir 20 Minuten auf 100°C erhitzt
worden war. Zur Abkihlung wurde der Puffer mitsamt den Objekttragern dem
Dampfgarer entnommen und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur belassen.
AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte dreimal fir je 5 Minuten mit PBS-Puffer
gewaschen.

Zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat wurde eine 3 %-ige H202-Methanol

Lésung verwendet, in welcher die Schnitte fur 30 Minuten geschittelt wurden.
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Es folgte ein weiterer Waschschritt mit PBS-Puffer fiur dreimal je 5 Minuten.
Im nachsten Schritt wurden unspezifische Bindungsstellen auf den Gewebeschnitten
blockiert, indem die Proben fir 20 Minuten in einem BSA-Puffer geschittelt wurden. Das
hierin enthaltene Triton X100 zerstorte durch seine Detergenzwirkung zusatzlich die
Integritéat der Zellwdnde und machte so auch das Zellinnere fiur die Antikdrper
zuganglich.

Im Anschluss daran wurde Uberschissiger BSA-Puffer durch Ablaufen auf Zellstoff
entfernt. Die Objekttrager wurden mit Zellstoff rund um das Gewebe abgewischt,
welches dann mit dem DAKO-Pen umzeichnet wurde, um ein spateres Verlaufen von
aufgebrachten Flissigkeiten zu verhindern. Die Proben wurden nun mit der verdiinnten
Primarantikérperlésung (Tab. 6) Uberschichtet und inkubierten Gber Nacht bei 4°C in
einer feuchten Kammer, um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern. Zum
Ausschluss von Artefakten wurden zusatzlich Negativkontrollen hergestellt, fir die an

dieser Stelle lediglich Antikdrper Diluent ohne Antikérper verwendet wurde (Abb. 2).

Abbildung 2: Negativkontrolle (Standardprotokoll ohne Zugabe eines Primarantikdrpers);
Endometrium einer Patientin mit Endometriose; Vergrofterung 200-fach, Gréflenmalstab 100um.

Am nachsten Tag wurde die Primarantikdrperlésung auf Zellstoff abgekippt und die
Schnitte dreimalig fir 5 Minuten mit PBS-Puffer gewaschen und so von ungebundenem
Primarantikorper befreit. Die Objekttrager wurden wieder mit Zellstoff abgewischt, das
Gewebe anschlieliend mit der Sekundarantikdrperldsung (Tab. 6) Uberschichtet und in
der feuchten Kammer flir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Erneut lie man die Schnitte auf Zellstoff ablaufen und spiilte diese dreimal fiir 5 Minuten
unter Schitteln mit PBS-Puffer. Fir die Farbereaktion wurden die Objekttrager dann
wieder abgetupft und die Proben mit der Wasserstoffperoxid-Chromogen-3,3’
Diaminobenzidin (DAB)-L6sung bedeckt. Unter lichtmikroskopischer Kontrolle wurde fur
jeden Antikorper einmalig die optimale Farbedauer bestimmt (Tab. 6) und im Folgenden
fur jede Patientenprobe exakt eingehalten, um eine objektive Vergleichbarkeit zu

gewahrleisten. Zum Stoppen der Reaktion lieR man die DAB-Lésung auf Zellstoff
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ablaufen und Uberflihrte die Objekttrager in eine Kivette mit Aqua dest., womit die
Schnitte im Folgenden auch dreimal je 5 Minuten gewaschen wurden.

Zur Gegenfarbung wurden die Proben im Anschluss in der feuchten Kammer fir 5
Minuten mit ungesauertem Hamatoxylin nach Mayer bedeckt. Dieses wurde dann mit
Aqua dest. abgespult und die Objekttrager wurden in eine Glasklvette mit
Leitungswasser gestellt. Die Blauungsreaktion erfolgte unter flieRendem Leitungswasser
uber 10 Minuten.

Zuletzt wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethanol-Losung dehydriert und mit
Xylol versetzt (Tab. 10). Zum Aufblocken wurden die Objekttrager mit
Prazisionswischtlichern abgewischt, das Gewebe mit einem Tropfen des Eukitt-

Mediums uberschichtet und mit einem Deckglaschen bedeckt.

Tabelle 10: Protokoll zur Dehydrierung und Eindeckung der Gewebeschnitte

Arbeitsschritt Anzahl Zeit Temperatur Medium

2x 2min. RT Ethanol (70 Vol %)
Dehydrierung 2x 20 min. RT Ethanol (96 Vol %)

2X 5min. RT Ethanol (100 Vol %)

) 2x 5min. RT Xylol (100 Vol %)

Ldsung

2x 5min. RT Xylol (100 Vol %)
Eindeckung RT Eukitt

RT= Raumtemperatur

Auswertung

Zur Quantifizierung der Proteinexpression wurden die immunhistochemischen
Farbungen anhand des Histological SCORE (HSCORE) ausgewertet. Dabei wird neben
dem Anteil gefarbter Zellen in Prozent auch die Intensitat der Farbung wie folgt
bertcksichtigt: Keine Farbung = 0; schwache Farbung - 1; deutliche Farbung - 2;
starke Farbung - 3. (Ornek et al., 2008)

Der HSCORE errechnet sich schlieBlich gemaf folgender Formel:

HSCORE = (0 X %Zelleny;cn:) + (1 X %Zellengcpwach ) + (2 X %Zellengoynicn) + (3 X %Zelleng i)

Fir die Claudin-11 Proben erfolgte dariber hinaus noch eine Quantifizierung der
Lokalisation der Farbung. Hierzu wurde ein Score entwickelt, in dem den verschiedenen
Verteilungsmustern Punktwerte zugeteilt wurden, welche anschlieRend statistisch
ausgewertet wurden. Wie an spaterer Stelle erortert wird, stellt das apikolaterale

Verteilungsmuster die regelhafte Proteinlokalisation von Claudin-11 in eutopem
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Endometrium dar und erhielt entsprechend den héchsten Punktiwert. Die anderen in
Tabelle 11 aufgelisteten Muster stellen von diesem Regelfall differierende Formen dar

und wurden mit zunehmender Abweichung entsprechend niedriger bewertet.

Tabelle 11: Scoringsystem fir die Proteinlokalisation von Claudin-11

Proteinlokalisation Punktwert Proteinlokalisation Punktwert
Apikolateral 6 Basal/Lateral 3
Lateral, teilweise apikal 5 Basal 2
Lateral 4 Sonstiges 1
Apikal 4 Keine Farbung 0

31



Material und Methoden

2.2.3 Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Der Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay, oder kurz ELISA, ist ein etabliertes
Verfahren zum quantitativen Nachweis von Proteinen in Flissigkeiten. Ahnlich wie bei
der zuvor beschriebenen Immunhistochemie beruht die Methode auf der hochaffinen
und spezifischen Bindung von Antikérpern an Epitope der Proteine. Bei dem hier
verwendeten ,Sandwich-ELISA® (Abb. 3) ist bereits das Reaktionsgefall mit
spezifischen, sogenannten Capture-Antikdrpern (Abb. 3.1) beschichtet. Neben einem
genormten Standard wird das zu untersuchende Medium in getrennte Vertiefungen
zugegeben, und darin vorhandene Proteine binden an die Capture-Antikérper (Abb. 3.2).
Daraufhin wird ein zweiter spezifischer Antikorper, der mit Biotin konjugiert ist,
hinzugeflgt und bindet nun ebenfalls an die zuvor mittels Antikérpern fixierten Proteine
(Abb. 3.3). Als nachstes wird das Enzym HRP (Horseradish-Peroxidase) zugegeben.
Dieses ist an das Glykoprotein Avidin gekoppelt, welches Biotin bindet und so das
Enzym mit dem Antikérper-Protein-Komplex verknupft (Abb. 3.4). Durch Zugabe einer
Substratldsung kommt es im Folgenden zu einer Farbreaktion, die proportional zur
Menge des gebundenen Proteins ist (Abb. 3.5). Die Reaktion wird schliellich gestoppt

und durch eine photometrische Messung im ELISA-Reader quantifiziert.
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Biotin Biotin i Biotin i
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Abbildung 3: Prinzip des Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA); HRP = Horseradish-
Peroxidase
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Protokoll des ELISAs

In dieser Arbeit wurde ein ELISA-Kit zur quantitativen Bestimmung von humanem
Claudin-7 im Serum nach den Angaben des Herstellers CUSABIO (College Park, USA)
verwendet. Zu Beginn wurden die Reagenzien vorbereitet. Entsprechend dem
Herstellerprotokoll wurden der Biotin-Antikorper sowie die HRP-Avidin Losung mit den
jeweiligen Verdinnungslésungen 100-fach verdinnt. Fir den Waschpuffer wurde das
bereitgestellte Konzentrat durch Ldsung in Aqua dest. 25-fach verdinnt. Der
gefriergetrocknete Standard wurde zunachst zentrifugiert und mit der bereitgestellten
Lésung rekonstituiert. AnschlieRend wurde eine 2-fache Verdinnungsreihe unter
Verwendung des enthaltenen Sample Diluent hergestellt. Die Proben wurden ebenfalls
mit Sample Diluent je 5-fach verdunnt.

Fir den Assay wurden jeweils 100ul der Standardreihe sowie der Proben bei
Raumtemperatur in die bereitgestellte, mit Antikérpern beschichtete 96-Well-Platte
pipettiert. Diese wurde mit einem Klebestreifen verschlossen und fir 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. Anschliefend wurde die Flissigkeit abgekippt und je 100l Biotin-konjugierter
Antikorper in die Wells gegeben. Erneut wurde die Platte abgeklebt und fur 1 Stunde bei
37°C inkubiert. Die Platte wurde dann gewaschen. Dazu wurde die enthaltene
Flussigkeit abgekippt und jedes Well mithilfe einer Multikanal-Pipette mit 200pl
Waschpuffer beschickt. Nach 2 Minuten wurde der Waschpuffer abgekippt und die Platte
gegen saubere Papiertlicher geklopft. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt.
Danach wurden je 100ul HRP-Avidin zugegeben, die Platte wieder mittels Klebestreifen
verschlossen, und erneut fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der
beschriebene Waschvorgang finfmal wiederholt. Es folgte die Zugabe von 90ul
Substratlésung pro Well und eine weitere Inkubation bei 37°C unter Lichtabschluss fir
34 Minuten. Die Farbereaktion wurde schlieBlich durch Zugabe von je 50ul Stop Solution
beendet und die Platte im ELISA-Reader bei 450nm sowie einer Referenzwellenlange
von 570nm gemessen. Fur zwei Proben, deren Farbereaktion zu stark und
infolgedessen bei 450nm nicht messbar war, wurde die Optische Dichte bei 405nm und
einer Referenzwellenlange von 570nm bestimmt und mit 3 multipliziert (Madersbacher
& Berger, 1991).

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde dann der bekannte Standard mit den
entsprechenden Messwerten korreliert und anhand der Steigung der daraus

resultierenden, linearen Funktion der Berechnungsfaktor fur die Proben ermittelt.
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2.3 Statistische Analyse

Alle in dieser Arbeit verwendeten Werte sind dargestellt als Mittelwerte oder Mediane +
Standardfehler. Fur die statistische Analyse der HSCORE Werte erfolgte zunachst eine
Varianzanalyse (ANOVA= Analysis of variance) und anschlielend eine Auswertung
mittels des nichtparametrischen Mann-Whitney Tests fir Vergleiche von 2 Gruppen
sowie des nichtparametrischen Kruskal-Wallis Test fur Vergleiche zwischen mehr als 2
Gruppen.

Die Ergebnisse des Claudin-7 ELISAs wurden ebenfalls mittels Varianzanalyse und des
nichtparametrischen Mann-Whitney Tests analysiert. AnschlieRend wurden ein
Grenzwert (Cut-off) bestimmt und ein 4-Feldertest durchgefiihrt, um Sensitivitat,
Spezifitdt, positiven und negativen Vorhersagewert sowie die positive und negative
Likelihood-Ratio fir eine diagnostische Bestimmung von Claudin-7 im Serum zu
bestimmen.

Fir alle statistischen Auswertungen wurde GraphPad Prism 6.01 verwendet, und es

wurden P-Werte < 0.05 als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung und Charakterisierung des zellularen
Phanotyps von endometrialen und endometriotischen Epithelzellen, um mdogliche
Veranderungen bei der Pathogenese der Endometriose auszumachen. Von
entscheidender Bedeutung fir das Erscheinungsbild und die Funktion einer Zelle ist ihre
jeweilige Expression von Proteinen. Mit dem Verfahren der Immunhistochemie lassen
sich diese spezifisch sichtbar machen und erlauben so eine qualitative Bestimmung
ihres Vorhandenseins sowie ihrer zellularen Lokalisation. Die Verwendung von Scoring-
Systemen, wie dem hier angewandten HSCORE, ermoglicht zusatzlich eine
Quantifizierung der Proteinexpression. So kénnen die Beschaffenheit von Zellen
charakterisiert und Rickschlisse auf ihre Funktion gezogen werden.

In der Studie wurden auf diese Weise Endometrien von Frauen ohne und mit
Endometriose sowie die verschiedenen endometriotischen Entitdten der ovariellen,
peritonealen und tief infiltrierenden Endometriose vergleichend analysiert und
Unterschiede sowie Gemeinsamkeiten erfasst. Dabei lag das Augenmerk neben einer
qualitativen Beschreibung der subzelluldren Lokalisation auf der quantitativen
Bestimmung der Proteinexpression.

Um zu untersuchen, ob die Zellen neben epithelialen auch mesenchymale
Eigenschaften besitzen oder sich diese sich im Verlauf der Erkrankung verandern, wurde
der mesenchymale Marker Vimentin ausgewahlt und evaluiert.

Daruber hinaus wurden mit Claudin-11 und Claudin-7 zwei Proteine analysiert, die an
der Formation von Zell-Zell-Kontakten beteiligt und damit von entscheidender
Bedeutung fur den Zusammenhalt von Zellverbanden sind. Fir das Protein Claudin-7
wurde schlieBlich noch eine Bestimmung dessen Gehalts im Serum von Patientinnen
und Probandinnen durchgeflhrt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Untersuchungen dargelegt.
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3.1 Qualitative und quantitative Analyse von Vimentin

3.1.1 Qualitative Analyse der Proteinexpression von Vimentin

Die Zellen wurden durch einen immunhistochemischen Nachweis flr das Protein
Vimentin visualisiert und analysiert. Dabei zeigte sich eine starke Heterogenitat in Bezug
auf die subzellulare Lokalisation sowie Intensitat der Farbung. In einem Teil der Proben
war die Farbung fleckférmig auf den basalen Zellpol beschrankt und wurde folglich als
basaler Plaque bezeichnet (Abb. 4A). In anderen Fallen waren neben basalen auch
laterale oder aber ausschlief3lich laterale Anteile der Epithelzellen gefarbt (Abb. 4B+C).
Generell war die Farbung an den Zellgrenzen am deutlichsten ausgepragt, lie3 sich aber
ebenfalls im Zytoplasma nachweisen. Daneben konnte in einigen Proben keine
eindeutige Farbung der Epithelzellen nachgewiesen werden. Nebenbefundlich zeigten

angeschnittene BlutgefalRe ebenfalls Positivitat fir Vimentin.
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Abbildung 4: Beispielhafte Fotografien der unterschiedlichen Proteinlokalisationen von Vimentin.
A: Endometrium einer Patientin mit Endometriose: die Farbung ist auf den basalen Pol der Zelle
als basaler Plaque beschrankt; B: Endometrium einer Patientin mit Endometriose: neben basalen
sind auch laterale Zellanteile gefarbt. Nebenbefundlich zeigen sich einige Gefalie positiv gefarbt;
C: Endometrium einer Patientin ohne Endometriose: die Farbung ist auf die lateralen Zellrdnder
beschrankt; D: Endometrium einer Patientin ohne Endometriose: eine eindeutige Farbung ist
nicht auszumachen; Die Pfeile weisen auf die jeweilige Proteinlokalisation hin. Vergréferung
jeweils 400-fach, GréRenmalstab 50um.
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Um die verschiedenen Untersuchungsgruppen vergleichend zu analysieren, wurde die
Proteinlokalisation fir jede Probe erfasst und einer der beschriebenen Kategorien
zugeordnet. Hierbei zeigte sich eine heterogene Verteilung der Proteinlokalisationen in

den verschiedenen Gruppen.

A  Endometrien von Frauen ohne Endometriose B  Endometrien von Frauen mit Endometriose
60% 60%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 20%
- I I I - I I
o o [l
Alle proliferative Phase  sekretorische Phase Alle proliferative Phase  sekretorische Phase
n=20 n=8 n=12 n=30 n=15 n=15
mbasale Plaque m basal-lateral lateral mKeine m basale Plaque  m basal-lateral lateral mKeine

C Endometrien im Vergleich mit endometriotischen Lasionen
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50%
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30%

20%

o ]

Alle Endometrien Ovarielle Endometriose Peritoneale Endometriose Tief infiltrierende Endometriose
n=50 n=30 n=27 n=21
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Abbildung 5: Ubersicht Uber die Verteilung der verschiedenen Proteinlokalisationen von
Vimentin. Dabei markiert die X-Achse die entsprechende Untersuchungsgruppe, die Y-Achse gibt
den jeweiligen Anteil der darin beobachteten Verteilungsmuster in Prozent an.

Kombinierte und nach Zyklusphase getrennte endometriale Proben von Frauen ohne (A) und mit
(B) Endometriose; C: gepoolte endometriale Proben im Vergleich mit endometriotischen
Lasionen.

Fuar die endometrialen Proben fielen dabei unterschiedliche Verteilungsmuster in
Abhangigkeit vom Menstruationszyklus auf (Abb. 5A+C). So fand sich bei Frauen ohne
Endometriose in der Proliferationsphase vor allem das laterale Verteilungsmuster,
welches in der sekretorischen Phase verschwand, und daflir vermehrt basale Plaques
und basolaterale Muster sowie Vimentin-negative Proben auftraten. Frauen mit
Endometriose zeigten in proliferativem Endometrium zu gleichen Teilen ungefarbte und
basolaterale Muster sowie basale Plaques. Letztere traten in der sekretorischen Phase
vermehrt auf, wahrend statt basal-lateraler und ungefarbter Proben nun auch laterale
Muster zu finden waren. In den endometriotischen Lasionen waren alle Muster zu
ahnlichen Anteilen vertreten, wobei sich bereits hier zeigte, dass in peritonealer und

besonders in ovarieller Endometriose ein Grofteil der Proben keine Vimentin-Positivitat
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aufwies. Die tief infiltrierende Endometriose ahnelte schlie3lich in ihrer Verteilung des

Lokalisationsmusters dem eutopen, endometrialen Gewebe (Abb. 5C).

3.1.2 Quantitative Analyse der Proteinexpression von Vimentin

Fir die quantitative Auswertung der Proteinexpression von Vimentin wurden zunachst
endometriale Proben von Frauen ohne und mit Endometriose mithilfe des HSCOREs
vergleichend analysiert.

Proliferativ Sekretorisch
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Abbildung 6: Reprasentative Fotografien von Vimentin in eutopem Endometrium: proliferatives
(A) und sekretorisches (B) Endometrium ohne Endometriose, sowie proliferatives (C) und
sekretorisches (D) Endometrium mit Endometriose. VergréRerung jeweils 200-fach,
GroRenmalistab 100um.

In den reprasentativen Ausschnitten auf Abbildung 6 sind die typischen endometrialen
Drusenverbande, umgeben von endometrialem Stroma zu sehen. Hier zeigen sich die
Epithelzellen spezifisch angefarbt, wahrend das umgebende Stroma, mit Ausnahme der
angeschnittenen Gefaltanteile, nahezu keine Positivitat aufweist.

Tabelle 12 zeigt die Ergebnisse der vergleichenden HSCORE-Analyse endometrialer
Proben von Frauen ohne und mit Endometriose in den jeweiligen Zyklusphasen. Hierbei
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen proliferativem und
sekretorischem Endometrium. Weiterhin wiesen die endometrialen Epithelzellen von
Frauen ohne und mit Endometriose nahezu identische Werte auf. Auch eine zusatzlich
durchgefiihrte Analyse des periglandularen, endometrialen Stromas zeigte keine
signifikanten Unterschiede im Hinblick auf Zyklusphase und Vorhandensein einer
Endometriose und war gegeniber dem Epithel in viel geringerem Maf3e vorhanden.
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Tabelle 12: Vimentin HSCOREs in Endometrien von Frauen ohne und mit Endometriose

Endometrium ohne

Endometriose

Endometrium mit

Endometriose

Epithel prolif. sekr. prolif. sekr.
HSCORE 108 36 59 93
Standardfehler 34,3 21,9 15,3 19,8
N (Alter) 8 (42,5) 12 (41) 15 (40) 15 (42)
P-Wert n.s. n.s. n.s.

Gesamt Gesamt
HSCORE 65 76
Standardfehler 4,6 12,7
N (Alter) 20 (40,5) 30 (41,5)
P-Wert n.s.

Stroma prolif. sekr. prolif. sekr.
HSCORE 13 10 3 11
Standardfehler 7,6 4.1 1,2 4,6
N (Alter) 8 (42,5) 12 (41) 15 (40) 15 (42)
P-Wert n.s. n.s. n.s.

Gesamt Gesamt
HSCORE 11 6,9
Standardfehler 3,8 24
N (Alter) 20 (40,5) 30 (41,5)
P-Wert n.s.

Abkurzungen: prolif.= proliferativ;

Mittelwert; Alter als Median

sekr.=sekretorisch; n.s.= nicht signifikant; HSCORE als
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Im nachsten Schritt wurde auf die gleiche Weise die Proteinexpression von Vimentin in

den endometriotischen Lasionen bestimmt.

Ovarielle Endometriose

Peritoneale Endometriose Tief infiltrierende Endometriose

Y T

Abbildung 7: Reprasentative Fotografien von Vimentin in den endometriotischen Lasionen.
A: ovarielle Endometriose; B: Endometriose am Blasenperitoneum; C: tief infiltrierende
Endometriose des Ligamentum sacrouterinum. Vergrofierung jeweils 200-fach, Grélenmalstab
100um.

Abbildung 7 zeigt reprasentative Ausschnitte der drei endometriotischen Entitaten. Bei
dem Exemplar der ovariellen Endometriose handelt es sich um die typische Form einer
Endometriose-Zyste, welche klinisch oftmals als mit altem Blut geflillte, sogenannte
Schokoladenzyste imponiert. Deutlich zu sehen ist hier das einschichtige Epithel mit
zylindrischen und kubischen Zellen, welches vollstandig Vimentin-negativ ist, wahrend
das umgebende Stroma deutliche Vimentin-Positivitat zeigt (Abb. 7A). Das Bild der
peritonealen Endometriose zeigt ebenfalls einschichtiges, allerdings streng zylindrisches
Epithel mit vereinzelten Vimentin-positiven Plaques. Das Epithel liegt dabei in eher
lockerem, teilweise gefarbtem Stroma und 6ffnet sich zu einer Seite der Bauchhdhle
(Abb. 7B). Auf der Fotografie einer tief infiltrierenden Endometriose des Ligamentum
sacrouterinum ist eine zystisch erweiterte Drusenstruktur mit einschichtigem
Zylinderepithel zu sehen. Dieses ist grofitenteils deutlich gefarbt und in spérlich
gefarbtes, von Gefallen durchzogenes, zytogenes Stroma eingebettet (Abb. 7C).
Tabelle 13 zeigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse der drei endometriotischen
Entitaten mittels HSCORE. Die ektopen Lasionen wurden mit den eutopen Endometrien
verglichen, wobei fir die statistische Analyse die Gruppen von Frauen ohne sowie mit
Endometriose zusammengelegt wurden, da diese, wie zuvor gezeigt, nahezu identisch
waren (Abb. 6, Tab. 12).
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Tabelle 13: Vimentin HSCOREs in Endometrien und endometriotischen Lasionen

Endometrium Ov. EM Perit. EM TIE
(a) (b) (c) (d)
Epithel HSCORE 72 15 46 94
Standardfehler 11,0 6,1 13,1 19,1
N (Alter) 50 (41) 29/30 (33) 25/27 (31) 21/21 (31)
P-Wert 0,001 (a,b) n.s. 0,001 (b,d)
Stroma HSCORE 8,5 84,8 38,2 49,1
Standardfehler 2,1 15,7 10,4 13,9
N (Alter) 50 (41) 29/30 (33) 25/27 (31) 21/21 (31)
P-Wert 0,001 (a,b) n.s. n.s.

Abkurzungen: Ov.= ovarielle; Perit.= peritoneale; EM= Endometriose; TIE= tief infiltrierende
Endometriose; MW= Mittelwert; n.s.= nicht signifikant; 29/30 bedeutet 30 Proben von 29
Patientinnen; (a,b) bedeutet a verglichen mit b; HSCORE als Mittelwert; Alter als Median

Die Vimentin Expression war in den Epithelzellen der ovariellen Lasionen gegeniber
dem eutopen Endometrium deutlich und signifikant vermindert, wahrend sich in den
peritonealen Endometriosen nur eine leichte Reduktion zeigte. Die tief infiltrierenden
Endometriosen wiesen insgesamt eine leichte, aber nicht signifikante Erhéhung von
Vimentin auf.

Im umgebenden Stroma hingegen zeigten die ovariellen Endometriosen einen deutlich
und signifikant erhdhten Vimentin-HSCORE gegenuber den eutopen Endometrien. Auch
bei den peritonealen und tief infiltrierenden Endometriosen fand sich eine vermehrte

Vimentin-Expression.

41



Ergebnisse

3.2 Qualitative und quantitative Analyse von Claudin-11

3.2.1 Qualitative Analyse der Proteinexpression von Claudin-11

Bei der Auswertung des immunhistochemischen Farbemusters von Claudin-11 fiel eine
prominente Positivitdt in nahezu allen untersuchten Proben auf. Allerdings lieRen sich
auch hier wieder unterschiedliche Proteinlokalisationen anhand verschiedener
Farbemuster nachweisen.

Abbildung 8: Reprasentative Fotografien der Proteinlokalisation von Claudin-11: apikolaterale
(A, al), lateral und teilweise apikale (B, ), laterale (C), vornehmlich apikale (D, a), basolaterale
(E, bl), vornehmlich basale (F, b) Lokalisationen. Hier gezeigt sind endometriotische Lasionen
des Ligamentum sacrouterinum (A,D), des Douglas Raumes (B), des Septum rectovaginale (C)
sowie des Ovars (E,F). Die Pfeile weisen auf die jeweilige Proteinlokalisation hin. VergréoRerung
jeweils 400-fach, Grélenmalstab 50um.

Abbildung 8 zeigt die verschiedenen Verteilungsmuster von Claudin-11. Im Allgemeinen
fand sich Positivitat im Bereich der Zellgrenzen, im Einzelnen war auch das Zytoplasma
mitgefarbt. Die folgenden Verteilungsmuster wurden beobachtet: Die haufigste und vor
allem im eutopen Endometrium vorherrschende Lokalisation von Claudin-11 war
apikolateral, mit betonten lateralen Zellgrenzen sowie besonders kraftig gefarbten Spots
im Bereich der apikalen Verbindung zu den umgebenden Zellen (Abb. 8A). Andere
Proben zeigten diese apikale Betonung nur in einem Teil der Zellen (Abb. 8B). Ebenfalls
gab es Proben, deren Zellen nur an den lateralen Zellgrenzen (Abb. 8C) oder nur apikal
betont (Abb. 8D) Positivitat aufwiesen. Gerade im Bereich der ovariellen Endometriose
fanden sich schlie8lich Zellen, die neben lateraler auch basale Lokalisationen aufwiesen
(Abb. 8E) oder vornehmlich basal gefarbt waren (Abb. 8F).
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Abbildung 9: Ubersicht Uber die Verteilung der verschiedenen Proteinlokalisationen von
Claudin-11. Dabei markiert die X-Achse die entsprechende Untersuchungsgruppe, die Y-Achse
gibt den jeweiligen Anteil der darin beobachteten Verteilungsmuster in Prozent an.

Kombinierte und nach Zyklusphase getrennte endometriale Proben von Frauen ohne (A) und mit
(B) Endometriose; C: gepoolte endometriale Proben im Vergleich mit endometriotischen
Lasionen.

In der Abbildung 9 sind die nominalen Verteilungen der qualitativen Proteinlokalisationen
in den jeweiligen Untersuchungsgruppen dargestellt. Die endometrialen Proben von
Frauen ohne Endometriose zeigten Uberwiegend apikolaterale beziehungsweise lateral
und teilweise apikale sowie laterale Proteinlokalisationen. Dabei war die Verteilung in
beiden Phasen des Menstruationszyklus ahnlich, lediglich das laterale Muster war in der
sekretorischen Phase leicht erhéht (Abb. 9A). In ahnlicher Weise verhielt sich das
Proteinmuster in Endometrien von Frauen mit Endometriose. Hier traten zusatzlich rein
apikale Muster auf und es kam in den sekretorischen Endometrien zu einer
Verschiebung von apikolateralen hin zu lateralen und teilweise apikalen
Proteinlokalisationen (Abb. 9B).

Im Vergleich zum eutopen Endometrium mit seiner vornehmlich apikolateralen
Lokalisation wiesen die endometriotischen Lasionen veranderte Verteilungsmuster von
Claudin-11 auf. Besonders deutlich unterschieden sich ovarielle Endometriosen durch
das Uberwiegende und ausschlieRlich bei dieser Entitat vorkommende Muster der

basolateralen oder vornehmlich basalen Proteinlokalisation. Die peritoneale
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Endometriose unterschied sich ebenfalls durch ein Uberwiegen des rein apikalen oder
rein lateralen Musters und zeigte nur in etwa einem Drittel der Falle die sonst
beobachtete Koexistenz beider Lokalisationen. Die tief infiltrierende Endometriose
hingegen ahnelte in ihrer Verteilung der Claudin-11 Lokalisation wieder vermehrt den
eutopen Endometrien (Abb. 9C).

Um die Verschiebung der Claudin-11 Lokalisation zu quantifizieren, wurde jedem
Verteilungsmuster ein Punktwert zugeordnet (Tab. 11) und anschlielend statistisch
analysiert. Aufgrund der hohen Ubereinstimmung zwischen den endometrialen Proben
von Frauen ohne und mit Endometriose wurden fir die statistische Analyse beide
Gruppen zusammengefasst.

Tabelle 14: Claudin-11 Lokalisationsscores in Endometrien und endometriotischen
Lasionen

Endometrium ohne Endometrium mit
Endometriose Endometriose
proliferativ sekretorisch proliferativ sekretorisch
Lokalisationsscore 5,444 5,444 5,438 5,333
Standardfehler 0,294 0,242 0,182 0,211
N (Alter) 9 (37) 9 (41) 16 (39,5) 15 (43)
P-Wert n.s. n.s. n.s.
Gesamt Gesamt
Lokalisationsscore 5,44 5,39
Standardfehler 0,185 0,137
N (Alter) 18 (40,5) 31 (42)
P-Wert n.s.
Endometrium Ov. EM Perit. EM TIE
(a) (b) (c) (d)
Lokalisationsscore 5,408 3,6 4,118 4,44
Standardfehler 0,109 0,294 0,382 0,295
N (Alter) 49 (41) 19/20 (34) 16/17 (32) 23/25 (32)
P-Wert 0,001 (a,b) 0,01 (a,c) 0,05 (a,d)

Lokalisationsscore als Mittelwert, Alter als Median; Abklirzungen: Ov.= ovarielle; Perit.=
peritoneale; EM= Endometriose; TIE= tief infiltrierende Endometriose; n.s.= nicht signifikant;
19/20 bedeutet 20 Proben von 19 Patientinnen; (a,b) bedeutet a verglichen mit b.
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In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der Auswertung der Verteilungsmuster von Claudin-
11 dargestellt. Dabei wiesen eutope Endometrien von Frauen ohne und mit
Endometriose - unabhangig von ihrer Zyklusphase - nahezu identische Werte auf.

Die ovarielle Endometriose hingegen zeigte - besonders aufgrund der zuvor
beschriebenen Verschiebung der Proteinlokalisation ins basale Kompartiment der Zelle
- einen deutlich und hochsignifikant verringerten Lokalisationsscore. Die peritoneale und

tief infiltrierende Endometriose wiesen ebenfalls signifikant reduzierte Werte auf.
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3.2.2 Quantitative Analyse der Proteinexpression von Claudin-11

Bei der quantitativen Analyse der Proteinexpression von Claudin-11 wurden zuerst

Gewebeproben aus eutopem Endometrium betrachtet.

Proliferativ Sekretorisch
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Abbildung 10: Reprasentative Fotografien von Claudin-11 in eutopem Endometrium:
proliferatives (A) und sekretorisches (B) Endometrium ohne Endometriose, sowie proliferatives
(C) und sekretorisches (D) Endometrium mit Endometriose. VergroRerung jeweils 200-fach,
GroRenmalfistab 100um.

Abbildung 10 zeigt die Verteilung von Claudin-11 im Endometrium von Frauen ohne
sowie mit Endometriose. Die Epithelzellen der endometrialen Drisenverbande sind
deutlich gefarbt und zeigen die zuvor beschriebenen Proteinlokalisationen. Im
umgebenden, endometrialen Stroma kommt es zum Teil zu schwacheren,
gegebenenfalls unspezifischen Farbereaktionen mdglicherweise an dezidualisierten
Zellen. Die angeschnittenen Gefalle weisen entlang ihres Endothels ebenfalls Positivitat

auf.
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In Tabelle 15 ist die vergleichende HSCORE-Analyse der eutopen Endometrien

dargestellt.

Tabelle 15: Claudin-11 HSCOREs in Endometrien von Frauen ohne und mit
Endometriose

Endometrium ohne Endometrium mit
Endometriose Endometriose

prolif. sekr. prolif. sekr.
HSCORE 185 187 148 189
Standardfehler 251 19,4 9,0 12,1
N (Alter) 9 (37) 9 (41) 16 (39,5) 15 (43)
P-Wert n.s. n.s. n.s.

Gesamt Gesamt

HSCORE 186 168
Standardfehler 15,4 8,2
N (Alter) 18 (40,5) 31 (42)
P-Wert n.s.

Abkurzungen: prolif.= proliferativ; sekr.=sekretorisch; n.s.= nicht signifikant; HSCORE als
Mittelwert, Alter als Median

Innerhalb der Gruppe ohne Endometriose wiesen die endometrialen Proben aus
proliferativer und sekretorischer Zyklusphase fast identische Werte auf. Bei Frauen mit
Endometriose war die Proteinexpression in proliferativem gegenuber sekretorischem
Endometrium geringfligig aber nicht signifikant niedriger.

Bei der Analyse der gesamten endometrialen Proben von Frauen ohne und mit
Endometriose zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen,

weshalb diese flur die weiteren Betrachtungen zusammengefasst wurden (Tab. 15).
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Als nachstes wurde die Claudin-11 Expression in den endometriotischen Lasionen
untersucht.

Ovarielle Endometriose Peritoneale Endometriose

5 RS W

o e

Abbildung 11: Reprasentative Fotografien von Claudin-11 in endometriotischen L&sionen.
A: ovarielle Endometriose; B: Endometriose am Peritoneum der Fossa ovarica; C: tief
infiltrierende Endometriose des Rectosigmoids. Vergrofierung jeweils 200-fach, Grofienmalistab
100um.

Abbildung 11 zeigt die Claudin-11 Expression in endometriotischen L&sionen. Die
ovarielle Endometriose imponiert als typische Zyste mit einschichtigem, deutlich
gefarbtem Epithel aus kubischen Zellen. Das angrenzende Stroma erscheint
aufgelockert und weist vereinzelt Einblutungen sowie unspezifische Farbereaktionen auf
(Abb. 11A). Der peritoneale Herd aus der Fossa ovarica besteht aus Driisenanschnitten
mit stark gefarbten Zylinderepithelzellen. Diese sind in zytogenes Stroma eingebettet,
welches sich Claudin-11 negativ mit wenigen unspezifischen Farbereaktionen in der
Peripherie darstellt (Abb. 11B). Das Bild der tief infiltrierenden Endometriose des
Rectosigmoids zeigt ahnliche Drisenverbande mit ebenfalls stark gefarbtem
Zylinderepithel. Auch hier ist das umgebende Stroma grundsatzlich Claudin-11 negativ,

lediglich im Bereich von Gefaltanschnitten zeigt sich Positivitat (Abb. 11C).
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Tabelle 16: Claudin-11 HSCOREs in Endometrien und endometriotischen Lasionen

Endometrium Ov. EM Perit. EM TIE
Epithel HSCORE 174 125 182 159
Standardfehler 7,7 13,7 19,8 11,9
N (Alter) 49 (41) 19/20 (34) 16/17 (32) 23/25 (32)
P-Wert n.s. n.s. n.s.

Abkirzungen: Ov.= ovarielle; Perit.= peritoneale; EM= Endometriose; TIE= tief infiltrierende
Endometriose; n.s.= nicht signifikant; 19/20 bedeutet 20 Proben von 19 Patientinnen;
HSCORE als Mittelwert; Alter als Median

In Tabelle 16 sind die Ergebnisse der quantitativen Untersuchung von Claudin-11 in
endometrialen und endometriotischen Epithelzellen dargestellt. In allen Gruppen zeigte
sich eine prominente und stabile Expression mit vergleichsweise geringer
Schwankungsbreite. Wahrend der HSCORE von Claudin-11 in ovariellen Lasionen
moderat, aber nicht signifikant vermindert war, zeigte sich fir die peritoneale und die tief

infiltrierende Endometriose eine hohe Ahnlichkeit mit dem eutopen Endometrium.
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3.3 Qualitative und quantitative Analyse von Claudin-7

3.3.1 Qualitative Analyse der Proteinexpression von Claudin-7

Die immunhistochemische Analyse von Claudin-7 zeigte eine starke Positivitat in allen
Endometrien von Frauen ohne und mit Endometriose, wie auch in samtlichen
endometriotischen Lasionen. Die beobachteten Proteinmuster waren dabei weniger

divers als die der zuvor beschriebenen Proteine und werden im Folgenden dargestellt.

AN
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B’ &

Abbildung 12: Reprasentative Fotografien der Proteinlokalisation von Claudin-7: basolaterale
(A), lateral und teilweise basale (B), laterale (C) und basale (D) Lokalisation. Hier gezeigt sind
Endometrien von Frauen mit Endometriose (A,B,C) sowie eine ovarielle Endometriose (D). Die
Pfeile weisen auf die jeweilige Proteinlokalisation hin. VergrofRerung jeweils 400-fach,
GroRenmalistab 50um.

In Abbildung 12 sind die verschiedenen Proteinlokalisationen von Claudin-7 dargestellt.
Es zeigte sich eine kraftige Positivitat der Epithelzellen mit klarer Demarkation zum
umgebenden Stroma. Diese erstreckte sich zumeist entlang der basalen und lateralen
Zellgrenzen, sodass folgende Muster identifiziert wurden: stets basolateral (Abb. 12A),
lateral und teilweise basolateral (Abb. 12B), stets lateral (Abb. 12C) sowie betont basal
(Abb. 12D). Mitunter war auch das Zytoplasma mitgefarbt oder wies in Einzelfallen eine
unregelmafige Positivitat auf.
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A Endometrien von Frauen ohne Endometriose B  Endometrien von Frauen mit Endometriose
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Abbildung 13: Ubersicht Uber die Verteilung der verschiedenen Proteinlokalisationen von
Claudin-7. Dabei markiert die X-Achse die entsprechende Untersuchungsgruppe, die Y-Achse
gibt den jeweiligen Anteil der darin beobachteten Verteilungsmuster in Prozent an.

Kombinierte und nach Zyklusphase getrennte endometriale Proben von Frauen ohne (A) und mit
(B) Endometriose; C: gepoolte endometriale Proben im Vergleich mit endometriotischen
Lasionen.

Abbildung 13 zeigt die Verteilung der verschiedenen Proteinlokalisationen innerhalb der
Untersuchungsgruppen. Bei Frauen ohne Endometriose wiesen die endometrialen
Proben vornehmlich basolaterale Muster auf. Seltener kamen laterale oder lateral und
teilweise basale Lokalisationen vor, letztere nur in proliferativem Endometrium
(Abb.13A). In endometrialen Proben von Frauen mit Endometriose zeigte sich eine
ahnliche Verteilung. Hier traten, neben dem erneut Uberwiegenden Anteil der
basolateralen Lokalisation, das laterale wie auch das laterale und teilweise basale
Muster in beiden Zyklusphasen auf (Abb.13B).

Bemerkenswerterweise wiesen die endometriotischen Proben gegeniber den
Endometrien ein noch deutlicheres Uberwiegen der basolateralen Proteinlokalisation auf

— mit nur vereinzeltem Auftreten anderer Muster (Abb.13C).
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3.3.2 Quantitative Analyse der Proteinexpression von Claudin-7

Fir die vergleichende Analyse der Proteinexpression von Claudin-7 wurden im ersten
Schritt Proben aus eutopem Endometrium mithilfe des HSCOREs ausgewertet und

verglichen.

Proliferativ Sekretorisch

asoujewopu suyo
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Abbildung 14: Reprasentative Fotografien von Claudin-7 in eutopem Endometrium:
proliferatives (A) und sekretorisches (B) Endometrium ohne Endometriose, sowie proliferatives
(C) und sekretorisches (D) Endometrium mit Endometriose. VergroRerung jeweils 200-fach,
GrolRenmalfistab 100um.

In Abbildung 14 ist die Proteinexpression von Claudin-7 im Endometrium dargestellt. Die
hochprismatischen Epithelzellen weisen die zuvor beschriebenen Proteinlokalisationen
auf und sind als Drisenverbande in zytogenes Stroma eingebettet, welches keinerlei
Positivitdt aufweist. Auch die angeschnittenen Gefalle zeigen keine Expression von
Claudin-7.
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Tabelle 17: Claudin-7 HSCOREs in Endometrien von Frauen ohne und mit
Endometriose

Endometrium ohne Endometrium mit
Endometriose Endometriose

prolif. sekr. prolif. sekr.
HSCORE 232 249 220 254
Standardfehler 29,0 12,7 16,3 13,5
N (Alter) 9 (37) 9 (41) 16 (39,5) 15 (43)
P-Wert n.s. n.s. n.s.

Gesamt Gesamt

HSCORE 240 237
Standardfehler 15,5 10,9
N (Alter) 18 (40,5) 31 (42)
P-Wert n.s.

Abkurzungen: prolif.= proliferativ; sekr.=sekretorisch; n.s.= nicht signifikant; HSCORE als
Mittelwert, Alter als Median

Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse der vergleichenden HSCORE-Analyse der eutopen
Endometrien. Sowohl bei Frauen ohne, als auch bei Frauen mit Endometriose war
Claudin-7 in der sekretorischen gegenlber der proliferativen Zyklusphase gering, aber
nicht signifikant erhdht. In der Gesamtheit zeigten die Gruppen ohne sowie mit
Endometriose nahezu identische Werte und wurden deshalb fir die weiteren

Betrachtungen zusammengefasst (Tab. 17).

Im nachsten Schritt wurden die endometriotischen Lasionen auf die gleiche Weise

analysiert.

Ovarielle Endometriose Peritoneale Endometriose Tief infiltrierende Endometriose

a0 \ ;

Abbildung 15: Reprasentative Fotografien von Claudin-7 in den endometriotischen Lasionen.
A: ovarielle Endometriose; B: Endometriose am Peritoneum der Fossa ovarica; C: tief
infiltrierende Endometriose des Rectosigmoids. Vergrofierung jeweils 200-fach, Grofienmaldstab
100um.

Abbildung 15 stellt die Proteinexpression von Claudin-7 in den endometriotischen

Lasionen dar. Das einschichtig kubische Epithel der ovariellen Endometriosezyste ist an
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seinen basalen und lateralen Zellgrenzen deutlich gefarbt (Abb. 15A). Im umgebenden
Stroma sind in eingebluteten Arealen unspezifische Farbereaktionen auszumachen,
ansonsten zeigt sich keine Positivitat. Im Endometrioseherd vom Peritoneum der Fossa
ovarica sind die stark gefarbten Epithelzellen hochprismatisch in Drisenverbanden
angeordnet und von ganzlich negativem Stroma umgeben (Abb. 15B). In ahnlicher
Weise imponiert die tief infiltrierende Endometriose als glandulare Struktur aus stark
gefarbten, hochprismatischen Epithelzellen. Das angrenzende Stroma ist hier ebenfalls
vollstéandig frei von Claudin-7 (Abb. 15C).

Tabelle 18: Claudin-7 HSCOREs in Endometrien und endometriotischen Lasionen

Endometrium Ov. EM Perit. EM TIE
Epithel HSCORE 238 235 278 257
Standardfehler 8,9 14,8 8,3 8,2
N (Alter) 49 (41) 19/20 (34) 16/17 (32) 23/25 (32)
P-Wert n.s. n.s. n.s.

Abkirzungen: Ov.= ovarielle; Perit.= peritoneale; EM= Endometriose; TIE= tief infiltrierende
Endometriose; n.s.= nicht signifikant; 19/20 bedeutet 20 Proben von 19 Patientinnen;
HSCORE als Mittelwert; Alter als Median

In Tabelle 18 sind die Ergebnisse der HSCORE Analyse der Proteinexpression in
Epithelzellen aus Endometrien und endometriotischen Lasionen dargestellt. In allen
untersuchten Gruppen war Claudin-7 stark exprimiert und wies nur eine geringe
Schwankungsbreite auf. Dabei zeigte sich zwischen den Entitaten eine sehr hohe
Annlichkeit. So fand sich im Vergleich zum eutopen Endometrium in ovarieller
Endometriose ein nahezu identischer HSCORE. Die peritoneale Endometriose wies
moderate, die tief infiltrierende Endometriose leicht erhdhte Werte auf, jedoch waren

diese Unterschiede nicht signifikant.
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3.3.3 Claudin-7 Gehalt im Serum von Frauen ohne und mit Endometriose

Zusatzlich zur Analyse der Proteinexpression in Gewebeproben erfolgte in diesem Fall
noch eine Bestimmung des Gehalts an Claudin-7 im Serum von an Endometriose

erkrankten Frauen sowie einer Kontrollgruppe ohne Endometriose.

Tabelle 19: Claudin-7 Gehalt im Serum

Ohne Endometriose Mit Endometriose

Claudin-7 (ng/ml) 1,816 2,786
Standardfehler 0,428 0,788
N (Alter) 28 (27,5) 36 (34)
P-Wert 0,0005

Proteingehalt als Mittelwert; Alter als Median

Claudin-7 im Serum (ng/ml)

p=0,0005

ohne Endometriose mit Endometriose

Abbildung 16: Claudin-7 Gehalt im Serum (ng/ml)

Tabelle 19 und Abbildung 16 zeigen die Ergebnisse der Serumanalyse von Claudin-7.
Frauen mit Endometriose wiesen dabei hochsignifikant deutlich erhdhte Spiegel des
Proteins auf.

Zur Untersuchung des diagnostischen Potentials einer Bestimmung des Claudin-7
Gehalts im Serum, wurde ein Grenzwert (Cut-off) bei 1,66 ng/ml festgelegt und eine
Vierfeldertafel aufgestellt. Als Endometriose-positiv wurden Werte oberhalb jenes Cut-
offs angesehen. Die Ergebnisse und statistischen Gutekriterien einer diagnostischen

Bestimmung von Claudin-7 Serumspiegeln sind in Tabelle 20 aufgefuhrt.
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Tabelle 20: Diagnostische Wertigkeit der Bestimmung von Claudin-7 im Serum

Mit Ohne
Endometriose = Endometriose Summe Vorhersagewert

Test positiv Richtig positiv  Falsch positiv n=30 Positive predictive value

n=24 n=6 PPV=80 %
Test negativ  Falsch negativ  Richtig negativ.  n=34 | Negative predictive value

n=12 n= 22 NPV=65 %
Summe n=36 n=28 n=64

Sensitivitat Spezifitat Likelihood-Ratio (LR)
=67 % =79 % LR*=3,2 LR=0,4

Wie in Tabelle 20 gezeigt, konnten mittels Bestimmung der Claudin-7 Konzentration im
Serum von 36 an Endometriose erkrankten Frauen 24 korrekt als solche identifiziert
werden. In 12 Fallen wurde die Erkrankung nicht erkannt, sodass sich eine Sensitivitat
von 67 % errechnete. In der Kontrollgruppe ohne Endometriose fiel der Test in 6 Fallen
falschlicherweise positiv, in 22 Fallen korrekterweise negativ aus, sodass sich fir die
Testung eine Spezifitat von 79 % ergab. Der Vorhersagewert flr ein positives Ergebnis
lag somit bei 80 % und fir ein negatives Ergebnis bei 65 %.

Zur Beschreibung, wie sich ein Testergebnis auf die Wahrscheinlichkeit fir das
Vorliegen einer Endometriose auswirkt, wurde die Likelihood-Ratio bestimmt. Fir die
positive Likelihood-Ratio (LR*) ergab sich ein Wert von 3,2, flr die negative (LR) ein
Wert von 0,4. Tabelle 21 gibt einen Uberblick tber die Einschatzung der Likelihoodratio

in Bezug auf die Krankheitswahrscheinlichkeit.

Tabelle 21: Interpretation der Likelihood-Ratio (LR+) nach Jaeschke (1994)

LR* Krankheitswahrscheinlichkeit (Trennscharfe)
>10 eindeutig
5-9,99 moderat
2-499 gering (aber nicht unbedeutend)
1-1,99 gering (eher unbedeutend)
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3.4 Zusammenfassender Vergleich der Proteinexpression von Vimentin,

Claudin-11 und Claudin-7 in der Endometriose

An dieser Stelle sollen Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Expression der in dieser
Arbeit untersuchten Proteine in den verschiedenen Entitaten der Endometriose

synoptisch dargestellt werden.

3.4.1 Qualitative Beschreibung der Proteinlokalisation

A Vimentin
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Abbildung 17: Ubersicht Uber die Verteilung der verschiedenen Proteinlokalisationen von
Vimentin (A), Claudin-11 (B) und Claudin-7 (7C) in eutopem Endometrium und endometriotischen
Lasionen. Dabei markiert die X-Achse die entsprechende Untersuchungsgruppe, die Y-Achse
gibt den jeweiligen Anteil der darin beobachteten Verteilungsmuster in Prozent an.

Abbildung 17 fasst die unterschiedlichen Verteilungsmuster der untersuchten Proteine
im Endometrium und in den drei Entitdten der Endometriose zusammen. Dabei fallt auf,
dass bei Vimentin und Claudin-11 die tief infiltrierende Endometriose in der Lokalisation
der Proteine am meisten dem eutopen Endometrium ahnelt (Abb. 17 A,B). Die ovarielle
Endometriose dagegen zeigt eine deutliche Abweichung der Proteinlokalisation,

wahrend die peritonealen Lasionen dazwischen liegen. Claudin-7 ist generell weniger
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divers verteilt und weist in der tief infiltrierenden Endometriose die deutlichste Praferenz

fur das basolaterale Kompartiment auf (Abb.17 C).

3.4.2 Quantitative Beschreibung der Proteinexpression

HSCOREs Vimentin, Claudin-11, Claudin-7
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Abbildung 18: HSCORE-Mittelwerte + Standardfehler der untersuchten Proteine in
endometrialen und endometriotischen Epithelzellen. Abkirzungen: EM= Endometrium; OEM=
ovarielle Endometriose; PEM= peritoneale Endometriose; TIE= tief infiltrierende Endometriose.
*** = p <0,001

Abbildung 18 veranschaulicht die Expression von Vimentin, Claudin-11, sowie Claudin-
7 im eutopen Endometrium und in den endometriotischen L&sionen. Im direkten
Vergleich der unterschiedlichen Proteine lassen sich hier grundsatzliche Unterschiede
und Gemeinsamkeiten darstellen. Der in dieser Arbeit verwendete HSCORE
berlcksichtigt neben der Intensitat der Farbereaktion den Anteil gefarbter Zellen und
zeigte hier fur Claudin-11 und insbesondere fir Claudin-7 eine deutliche
Proteinexpression in fast allen Zellen der untersuchten Proben aus sowohl
Endometrium, wie auch den endometriotischen Lasionen. Auerdem waren fur die
Claudine Unterschiede zwischen den jeweiligen Entitdten nur maRig ausgepragt. Das
generelle Expressionsniveau von Vimentin hingegen lag deutlich unterhalb dessen der
beiden Claudine und wies darUber hinaus deutliche und zum Teil signifikante
Divergenzen innerhalb der untersuchten Gruppen auf.

Daruber hinaus fiel die ovarielle Endometriose im Vergleich zu den anderen Entitaten

durch die geringste Proteinexpression von sowohl Vimentin als auch Claudin-11 auf.
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4 Diskussion

4.1 Patientenkollektiv

Fir diese Studie wurden Blut und Gewebeproben von Frauen mit und ohne
Endometriose analysiert. Das Untersuchungskollektiv fir die immunhistochemische
Proteinanalyse umfasste fur die einzelnen Entitdten zwischen 16 und 31 Proben (Tab. 2
und 3) und liegt damit im Ublichen Bereich grundlagenwissenschaftlicher Arbeiten zur
Endometriose, welche zum Teil geringere (Bartley et al., 2014; Furuya et al., 2017) und
zum Teil etwas groRere Fallzahlen (Matsuzaki & Darcha, 2012) aufweisen. Das mediane
Alter der Patientinnen war fur die endometrialen Proben von Frauen mit und ohne
Endometriose nahezu identisch, lag jedoch im Vergleich zu den Proben
endometriotischer Lasionen um fast 10 Jahre héher, was an der Tatsache liegt, dass
Exzisionsoperationen von ektopen Herden oftmals friher durchgefihrt werden als
Hysterektomien, welche zumeist erst nach abgeschlossener Familienplanung in
Erwagung gezogen werden. Daruber hinaus muss einschrankend gesagt werden, dass
fur die endometrialen Proben notwendigerweise auf Patientinnen zurlckgegriffen
werden musste, die sich aus verschiedenen Indikationen, wie beispielsweise einer
Myomentfernung oder einer Adenomyose einer Operation unterzogen haben. Die
Méglichkeit einer Beeinflussung durch andere gynakologische Erkrankungen kann somit
nicht ausgeschlossen werden, erscheint aber eher gering.

In der vorliegenden Studie wurden endometrialen Proben von Frauen mit und ohne
Endometriose direkt miteinander verglichen, was in dieser Form nur in wenigen Arbeiten
erfolgte (Konrad et al., 2020). Damit sind Ruckschlisse auf Veranderungen am
vermuteten Ausgangspunkt der Erkrankung mdglich. Auch die vergleichende Analyse
aller drei endometriotischen Entitaten wird selten durchgefiihrt. Diese erscheint
allerdings zur Klarung, ob diesen eine gemeinsame oder unterschiedliche Pathogenese
zu Grunde liegt, unerlasslich.

Die Ergebnisse der Serumanalysen wiesen bereits bei einer KohortengréRe von 36
Patientinnen mit bestatigter Endometriose und 28 Frauen ohne Endometriose statistisch
signifikante Unterschiede auf (Tab. 19), sodass bei einer Ausweitung des
Untersuchungskollektivs vermutlich von einer Bestatigung und Erhartung der gezeigten
Ergebnisse auszugehen ware. Abgesehen davon soll noch auf die Schwierigkeit
hingewiesen werden, Endometriose-freie Frauen zu rekrutieren. Da in Untersuchungen
gezeigt wurde, dass auch bei asymptomatischen Frauen trotzdem in bis zu 20 % der
Falle eine Endometriose nachgewiesen werden kann (Moen & Stokstad, 2002), kann
nicht ausgeschlossen werden, dass in die Kontrollgruppe ebensolche eingeschlossen

wurden.
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4.2 Analyse der Proteinexpression von Vimentin

In der vorliegenden Studie sollte unter anderem untersucht werden, ob das
pathogenetische Konzept der Epithelial-Mesenchymalen Transition (EMT) bei der
Endometriose eine Rolle spielt. Als entscheidende Charakteristika der EMT gelten dabei
der Verlust von epithelialen Markern und die Zunahme der Expression der
mesenchymalen Marker (Thompson & Newgreen, 2005; Guarino et al., 2009; Thiery et
al., 2009; Kriz et al., 2011; Chui, 2013; Tarin, 2013). Im Hinblick auf epitheliale Marker
konnte beispielsweise fiir verschiedene Cytokeratine gezeigt werden, dass diese sowohl
in eutopem Endometrium wie auch in ektopen endometriotischen Lasionen sehr deutlich
und mit groBer Ahnlichkeit exprimiert werden (Kruitwagen et al., 1991b; Konrad, et al.,
2019a). Weiterhin wiesen auch endometriale Zellen im Menstruationssekret mit hoher
Konstanz eine Expression von Cytokeratinen auf (van der Linden et al., 1995), sodass
davon ausgegangen werden kann, dass auch hier der epitheliale Charakter der
endometrialen Zellen in den endometriotischen Lasionen erhalten bleibt.

In dieser Studie sollte nun ein mdglicher mesenchymaler Charakter der endometrialen
Epithelzellen evaluiert werden. Hierzu wurde die Proteinexpression von Vimentin
untersucht, welches einen typischen Marker fir mesenchymale Zellen darstellt und fur
den Nachweis einer EMT genutzt wird (Kidd et al., 2014).

Eine Starke dieser Arbeit besteht in der vergleichenden Analyse von endometrialem
Proben von Frauen mit und ohne Endometriose, sowie der getrennten Begutachtung
epithelialer und stromaler Zellen. Da das Endometrium fiir uns die Quelle der Zellen und
damit den Ursprung der Endometriose darstellt, waren Veranderungen an dieser Stelle
als relevant fir die Krankheitsentstehung anzusehen. Neben dem bloRen
Vorhandensein von Zellen, ist nach unserer Hypothese der Pathogenese deren
Anheftung und Transmigration durch das Peritoneum der entscheidende Schritt fur die
Bildung endometriotischer Lasionen. Diese bekommen schlieRlich einen Krankheitswert,
sobald Schmerzen oder Infertilitat als klinisches Korrelat vorliegen (Young et al., 2014).
In der vergleichenden Analyse der Vimentinexpression zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in Abhangigkeit des Menstruationszyklus. Das an anderer Stelle
beschriebene Uberwiegen in der proliferativen Phase (Nisolle et al., 1995; Song et al.,
1998) konnte nur fur die Endometrien ohne Endometriose nachvollzogen werden und
stellte sich in der erkrankten Gruppe gegensatzlich dar. Bei der Untersuchung von
eutopem Endometrium von Frauen mit und ohne Endometriose war die
Vimentinexpression nahezu identisch und bestatigt damit die Ergebnisse von Xiong et
al. (2016).
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Wahrend die Ergebnisse dieser Studie deutlich zeigen, dass Vimentin in endometrialen
Epithelzellen am starksten exprimiert wird, wurde hingegen in ovarieller Endometriose
eine signifikante Verminderung gefunden. Dies steht in Ubereinstimmung zu mehreren
anderen Arbeiten (Nisolle et al., 1995; Song et al., 1998; Matsuzaki & Darcha, 2012).
Die Vimentinexpression war in der vorliegenden Arbeit auch in den peritonealen
Endometrioseherden gegeniiber dem eutopen Endometrium vermindert, nicht jedoch in
tief infiltrierender Endometriose. Dies bestatigt einerseits die Ergebnisse einer
vormaligen Studie (Nisolle et al., 1995), steht jedoch im Kontrast zu einer anderen Arbeit,
in welcher behauptet wurde, dass es bei peritonealer Endometriose zu einer im
Vergleich zum Endometrium vermehrten Vimentinexpression kommt (Matsuzaki &
Darcha, 2012). Ein mdglicher Grund fur diese Diskrepanz kdnnte sein, dass in der
betreffenden Studie ebenfalls nur eine begrenzte Zahl peritonealer Proben untersucht
wurde und als Vergleichsmaterial menstruierendes Endometrium verwendet wurde,
welches aufgrund des hohen Anteils von Blutzellen mdglicherweise zu
UnregelmaRigkeiten bei der immunhistochemischen Analyse fiihren kénnte.

Der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Verlust der Vimentinexpression konnte
schlieRlich relevante Auswirkungen auf die lokale Reaktion des Korpers auf
endometriotische Implantate — zumindest im Bereich der ovariellen Endometriose —
haben. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der Verlust von Vimentin zu einer
gestorten Wundheilung fiihrt. Dies kommt durch eine Hemmung des
Fibroblastenwachstums zustande, was eine verminderte Aktivierung von TGF- sowie
dem Slug-Protein zur Folge hat und damit einer Epithelial-Mesenchymalen Transition
entgegen steht (Cheng et al., 2016).

Interessanterweise unterschied sich in der vorliegenden Arbeit die Vimentinexpression
bei den verschiedenen Entitdten der Endometriose deutlich und signifikant. Postuliert
man eine grundsatzlich gemeinsame Pathogenese, konnen diese Unterschiede
entweder Ausdruck eines lokalen Einflusses des umgebenden Wirtsgewebes oder aber
eines unterschiedlichen Erkrankungsstadiums sein. In diesem Fall liee sich die in
dieser Studie angedeutete und auch von anderen Autoren (Matsuzaki & Darcha, 2012)
publizierte Erhéhung der Vimentin Expression in der tief infiltrierenden Endometriose als
Ausdruck eines Krankheitsprogresses auffassen. Vormals peritoneale Lasionen wirden
damit, entweder durch einen dufleren Trigger oder eine inerte genetische Veranderung,
invasiver und breiteten sich tiefer im Gewebe aus.

Andere Autoren gehen hingegen eher davon aus, dass es sich bei ovarieller,
peritonealer und tief infiltrierender Endometriose um drei voneinander unterschiedliche
Pathologien handelt, die sich nur in ihrem Aussehen @hneln (Nisolle & Donnez, 1997;

Gordts et al., 2017). Dann lieRRen sich die Unterschiede bei der Vimentinexpression auch
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als Ausdruck dieser Heterogenitat werten. Bis heute haben die Autoren jedoch noch
keine schlissige Hypothese vorlegen kdnnen, wie die hierzu vermutete Metaplasie
vonstatten geht. Die Umwandlung eines oder mehrerer Zelltypen zu endometrialen
Epithel- und Stromazellen auch an aulierst verschiedenen Orten und Milieus erscheint
sehr unwahrscheinlich, wenn auch nicht ganzlich unmdglich (Konrad et al., 2019b).

Bei der Analyse von stromalen Zellen zeigte sich in der vorliegenden Arbeit schlieRlich
ein anderes Bild als fur die Epithelzellen (Tab. 13). Dort wiesen alle endometriotischen
Entitaten eine gegenlber dem eutopen Endometrium deutlich erhdhte Expression von
Vimentin auf. Besonders auffallig - und auch statistisch signifikant - war dies bei der
ovariellen Endometriose zu beobachten. Ein moéglicher Grund hierfir kdnnte sein, dass
Vimentin durch seine Funktion zur mechanischen Stabilisierung von Zellen (Sanghvi-
Shah & Weber, 2017) gerade in den blutgeflliten Endometriosezysten vermehrt genutzt
wird, um den dort im Vergleich zu glandularen Herden erhohten physikalischen
Einflissen Rechnung zu tragen.

Bei der qualitativen Analyse der Proteinexpression von Vimentin zeigte sich ein
heterogenes Bild im Hinblick auf dessen subzellulare Lokalisation. Es kristallisierten sich
keine eindeutigen Trends oder Unterschiede heraus, die Ruckschlisse auf funktionelle
Aspekte zulassen wirden. Am ehesten lasst sich aus der breiten Verteilung schlielen,
dass die Expression von Vimentin interindividuell und auch im zeitlichen Verlauf nicht
stabil, sondern flexibel reguliert ist. Diese grof3e biologische Variabilitat ist gut bekannt.
Sie wird durch GréRe und Struktur der einzelnen Molekule, ihre Fahigkeit zur
Zusammenlagerung mit  anderen Intermediarflamenten  sowie  zahlreiche
posttranslationale Modifikationen erreicht (Danielsson et al., 2018) und lasst sich als

Ausdruck der zahlreichen biologischen Funktionen von Vimentin auffassen.
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4.3 Bedeutung der Ergebnisse fiir die Rolle der Epithelial-Mesenchymalen

Transition in der Pathogenese der Endometriose

Neben einer Zunahme der mesenchymalen Charakteristika gilt der Verlust von
epithelialen Eigenschaften als das entscheidende Kennzeichen einer Epithelial-
Mesenchymalen Transition (Thiery, 2002). Als klassische epitheliale Marker gelten dabei
die Cytokeratine, welche — ebenso wie Vimentin — als Intermediarfilamente am Aufbau
des Zytoskeletts beteiligt sind und vom Endometrium exprimiert werden (Chu & Weiss,
2002; Moll et al., 2008). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Expression
verschiedener Cytokeratine im Endometrium, wie auch in endometriotischen Lasionen
weitgehend erhalten bleibt (Konrad, et al., 2019a). Eine Studie, welche die
Proteinexpression von Epithelzellen aus Menstruationsblut untersuchte, wies dort
ebenfalls den Erhalt von epithelialen Markern sowie das Vorhandensein von Vimentin
nach (van der Linden et al., 1995).

Eine aktuelle Ubersichtsarbeit von Konrad et al. (2020) zur Beteiligung der EMT bei der
Endometriose zeigte deutlich, dass auf endometrialer Ebene keine signifikanten
Veranderungen der epithelialen Marker E-cadherin und B-catenin vorliegen. In den
endometriotischen Lasionen hingegen fiel flur beide eine reduzierte Expression auf.
Hierzu invers korrelierend, konnte fir mesenchymale Marker in ektopem Endometrium
eine Zunahme in der Mehrzahl der Untersuchungen festgestellt werden, wahrend die
Erscheinung im eutopen Endometrium erneut sehr ahnlich war.

In Ubereinstimmung dazu wies der in der vorliegenden Arbeit untersuchte,
mesenchymale Marker Vimentin keine Unterschiede im Endometrium von Frauen mit
und ohne Endometriose auf. Jedoch lie sich hier kein eindeutig vermehrtes Vorkommen
in endometriotischen Epithelzellen nachweisen. Lediglich bei der tief infiltrierenden
Endometriose liel3 sich eine verstarkte Vimentinexpression beobachten. Im Falle der
ovariellen Endometriose spricht der deutlich gezeigte und von anderen Autoren auch
bestatigte Abfall der Vimentinexpression — zumindest fir diese Entitdt — sogar gegen
eine Beteiligung der EMT.

Folglich gehen wir davon aus, dass das Konzept der Epithelial-Mesenchymalen
Transition nicht den entscheidenden Faktor fir die Dissemination endometrialer Zellen
darstellt und erst nach der Implantation eine mogliche Rolle spielt.

Eine Untersuchung von Mutationsprofilen epithelialer und stromaler Endometriosezellen
zeigte dartiber hinaus keine gemeinsamen Mutationen (Suda et al., 2019) und spricht
damit fur eine unterschiedliche Herkunft beider Zelltypen. Dies spricht ebenfalls gegen

das Ablaufen einer totalen EMT.
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Moglicherweise ist eine klare Dichotomisierung in epitheliale und mesenchymale Zellen
im Falle des Endometriums und der Endometriose auch nicht unbedingt sinnvoll. Die
von vielen Autoren nachgewiesene Koexpression epithelialer, wie auch mesenchymaler
Marker (Nisolle et al. 1995; Song et al., 1998; Matsuzaki & Darcha, 2012; Konrad, et al.,
2019a) legt die Vermutung nahe, dass es sich bei der Betrachtung und Einordnung der
Zellen nicht um zwei klar unterscheidbare Pole, sondern eher um ein Spektrum mit
flieRenden Ubergadngen handelt (Nieto et al., 2016). Dariiber hinaus ist die Expression
von Genen und Proteinen nicht auf bestimmte Zelltypen beschrankt und muss bei der
Interpretation von Expressionsprofilen berticksichtigt werden (Chai et al., 2010).

Dies hat dazu geflhrt, dass das Paradigma der zwei alternativen Zellzustédnde
zunehmend hinterfragt und hypothetisiert wird, dass Zellen eine partielle EMT
durchlaufen und auch in Zwischenformen vorliegen kdnnen (Nieto et al., 2016). Dieses
Prinzip konnte bereits flr die Progression von Krebs (Grigore et al., 2016) und
Nierenfibrose (Grande et al., 2015; Lovisa et al., 2015) bestatigt werden und erscheint
im Angesicht unserer Ergebnisse auch fir die Endometriose als plausibel.

In diesem Kontext lieRen sich auch Ergebnisse, die in endometriotischen Lasionen eine
Zunahme von EMT Markern beschreiben, dahingehend interpretieren, dass es zwar
nicht zu einem Wechsel des Zellphanotypen kommt, jedoch bestimmte Gene, die mit
Invasivitat und Mobilitat assoziiert sind, vermehrt exprimiert werden. Dazu zahlen
beispielweise ZEB 1 (zinc finger E-box-binding homeobox 1) (Furuya et al., 2017;
Konrad et al., 2019a), N-Cadherin, Twist und Snail (Bartley et al., 2014) sowie TGF-$
(Young et al., 2014).

Gerade die tief infiltrierende Endometriose weist, passend zum klinischen Bild (Chapron
et al.,, 2003), in besonderem Male invasive Mechanismen wie eine verminderte
Apoptose, erhdhte Proliferationsrate und erhdhte Expression von Matrix-Metallo-
Proteinasen (MMP) auf (Tosti et al.,, 2015). Passend zu diesen, typischerweise in
malignen Erkrankungen beschriebenen Eigenschaften, sind fur die tief infiltrierende
Endometriose auch Krebs-assoziierte genetische Mutationen wie zum Beispiel in den
Genen fir ARID1A, PIK3CA, KRAS, oder PPP2R1A beschrieben (Anglesio et al., 2017).
Sieht man Vimentin auch als einen solchen Marker flr Invasivitat an, weisen die von uns
gezeigten Ergebnisse, mit erhdhter Expression in tief infiltrierender gegenuber ovariellen

und peritonealen Endometriose, ebenfalls in die gleiche Richtung.

64



Diskussion

4.4 Analyse der Proteinexpression von Claudin-11

In dieser Arbeit wurden Proteine untersucht, die dem Zytoskelett und den
Verbindungselementen mit anderen Zellen angehdéren und damit essentiell fur die
grundlegende Struktur und Erscheinungsform von Epithelverbanden sind. Eine
entscheidende Rolle fir den Zusammenhalt benachbarter Zellen spielen dabei die tight
junctions (Heinrich et al., 2014), deren Barrierefunktion insbesondere durch Claudine
ermdglicht wird (Rosenthal et al., 2017).

Nachdem zuvor der epitheliale Charakter der einzelnen Zellen untersucht wurde, wird
mit der Analyse der Zell-Zell-Kontakte nun auch der Epithelverband im Ganzen
analysiert. Damit soll beleuchtet werden, ob es bei der Pathogenese der Endometriose
zu einem Aufbrechen der Integritat der Epithelverbande kommt, und dadurch die dabei
vermutete Zellverschleppung moglicherweise begunstigt wird.

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen erstmalig und eindrtcklich, dass Claudin-11 ubiquitar
in endometrialen Epithelzellen von Frauen mit und ohne Endometriose vorkommt,
obwohl eine Microarray-Studie keine Expression hatte vermuten lassen (Gaetje et al.,
2008). Wahrend in der Gruppe ohne Endometriose die Expression in beiden
Zyklusphasen nahezu identisch war, wurde bei Frauen mit Endometriose eine
gegenuber der proliferativen Phase vermehrte Proteinexpression in der sekretorischen
Phase beobachtet. Da dies nicht signifikant war, bleibt fraglich, ob Claudin-11 ebenso
zyklusabhangig exprimiert wird, wie es fur die Claudine -3, -4 und -7 beschrieben ist
(Gaetje et al., 2008).

Nachdem sich zwischen den Gruppen mit und ohne Endometriose keine signifikanten
Unterschiede zeigten, scheint Claudin-11 zumindest in der Frihphase der
Krankheitsentstehung noch keine entscheidende Rolle zu spielen.

In den endometriotischen Lasionen fand sich ebenfalls eine deutliche Expression des
Proteins. Im quantitativen Vergleich mit dem eutopem Endometrium zeigte sich generell
eine hohe Ahnlichkeit mit leicht und nicht signifikant verminderten HSCORE Werten bei
der ovariellen und tief infiltrierenden Endometriose. In den peritonealen Lasionen
hingegen wurde eine minimal erhdhte Proteinexpression beobachtet, was in
Ubereinstimmung mit einer Microarray Analyse steht, aber nicht proportional zur dort
beschriebenen stark erhdhten Genexpression ist (Sohler et al., 2013). Folglich gehen
wir davon aus, dass die Menge der Claudin-11 Expression nicht von entscheidender
pathogenetischer Relevanz ist.

Da allerdings bei der Auswertung der immunhistochemischen Lokalisationen und
Intensitaten heterogene Farbemuster beobachtet wurden, analysierten wir das

qualitative Expressionsmuster unter Zuhilfenahme eines eigens hierfur erstellten
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Lokalisationsscores genauer. Wahrend die eutopen Endometriumszellen erneut eine
hohe Konstanz und Ahnlichkeit aufwiesen, zeigte sich bemerkenswerterweise eine
deutlich veranderte subzellulare Lokalisation von Claudin-11 von apikal im Endometrium
nach basal in den endometriotischen Lasionen.

Als Bestandteil von tight junctions erwartet man das Vorkommen von Claudin-11 im
Bereich der apikolateralen Zellkontakte (Stammler et al., 2016). Damit stellt das im
eutopen Endometrium beobachtete Expressionsmuster den Regelfall dar, wahrend es
in den endometriotischen Entitdten zu einer zunehmenden und signifikanten
Abweichung nach basal kommt. Insbesondere bei der ovariellen Endometriose konnte
eine deutliche Mislokation beobachtet werden.

Eine irregulare Proteinlokalisation ist fur viele Erkrankungen beschrieben und kann
durch verschiedene Mechanismen begrindet sein. Hierzu zahlen Veranderungen des
Proteins selbst im Bereich von Signal-Sequenzen oder post-translationalen
Modifikationen, oder aber der Transportsysteme der Zelle (Hung & Link, 2011).
Claudin-11 ist im menschlichen Hoden mit einer Mislokalisation bei gestorter
Spermatogenese (Stammler et al., 2016) sowie intraepithelialer Neoplasie (Fink et al.,
2009) assoziiert. Dies lasst vermuten, dass nicht nur die quantitative Expression,
sondern auch die subzelluldre Lokalisation entscheidend fur das physiologische
Funktionieren der Zellen ist und die hier gezeigte Verschiebung mdglicherweise zur
Pathogenese der Endometriose beitragt. So kdnnte die verminderte Prasenz von
Claudin-11 im Bereich der apikolateralen Zellkontakte eine Stérung der dort
vorhandenen tight junctions zur Folge haben. Dies wiederum konnte zu einer
Einschrankung der Barrierefunktion und dem Verlust von Zellpolaritat flhren, was als
forderlich fir die Krebsentstehung (Sawada, 2013) sowie Zellmigration und
Metastasierungspotential (Martin, 2014) beschrieben ist. Allerdings handelt es sich bei
den hier vorgelegten Daten um rein deskriptive Beobachtungen. Ob die Claudin-11
Mislokalisation also tatsachlich zu einer relevanten Barrierestérung fiihrt, oder ob diese
durch andere Claudine kompensiert werden kann, bleibt zu klaren. Beispielsweise
konnte bei Untersuchungen der Blut-Hirn-Schranke von Mausen gezeigt werden, dass
es in Abwesenheit von Claudin-3 zu einer vermehrten Expression von Claudin-1 kommt,
um so mdglicherweise einen Erhalt der tight junction Funktion zu erreichen (Castro Dias
et al., 2019).

SchlieBlich gilt eine verminderte Zell-Zell-Adhasion durch Repression von Cadherinen,
Occludinen, Desmoplakinen und Claudinen auch als Charakteristikum der zuvor
besprochenen Epithelial-Mesenchymalen Transition (De Wever et al., 2008) und wiirde
zur zuvor besprochenen Hypothese der partiellen EMT passen. Dartber hinaus wurde

in Plattenepithelkarzinomen gezeigt, dass der fir die EMT typische Marker Snail zu einer
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vermehrten Expression von Claudin-11 flhrte und in der Folge eine Verschlechterung
der onkologischen Prognose durch Férderung von Tumormigration bedeutete (Li et al.,
2019). Im Falle der Endometriose belegten in vitro Daten hingegen, dass eine Gen-
Stillegung von Claudin-11 mit konsekutiv verminderter Proteinexpression in der
endometriotischen Zelllinie 49Z zu einer verminderten Invasivitat dieser Zellen flhrt
(Horné et al.,, 2019). Claudin-11 scheint also sowohl Zellmotilitdt und -invasivitat
fordernde, wie auch hemmende Eigenschaften zu haben und weist zusatzlich
BerlUhrungspunkte mit der EMT auf.

Diese auf den ersten Blick scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse unterstreichen die
Schwierigkeiten, Erkenntnisse aus der Claudin-Forschung auf unterschiedliche
Erkrankungen zu Ubertragen, da deren Regulation abhangig vom Claudin-Subtyp sowie
der jeweils exprimierenden Zelle ist (Lioni et al., 2007; Dahiya et al., 2011; Sawada,
2013; Bhat et al., 2015).

Gerade bei Analogien zu Krebserkrankungen muss bei der Endometriose eine
pathogenetische Besonderheit berucksichtigt werden. Anders als bei malignen
Prozessen, wo eine veranderte Zellstruktur einer Metastasierung in aller Regel
vorausgeht, gehen wir hier von einem umgekehrten Weg aus. Nach der
Transplantationstheorie kommt es durch retrograde Menstruation zu einer Dislokation
zunachst regelhafter Endometriumszellen, die vermutlich erstim Rahmen von Adhésion,
Transmigration und Implantation durch eine Wechselwirkung mit dem lokalen

.Microenvironment“ eine veranderte Proteinexpression und Zellgestalt ausbilden.
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4.5 Analyse der Proteinexpression von Claudin-7

Die Fahigkeit zur Metastasierung ist ein zentrales Merkmal von Krebserkrankungen und
ein entscheidender Faktor fir die daraus resultierende Morbiditat und Mortalitat. In vielen
Fallen stellt der Abbau von Zell-Zell-Kontakten einen wichtigen Mechanismus fur die
Loslosung der Krebszellen von ihrem jeweiligen Primarius und den Zugewinn
metastatischer Eigenschaften dar (Thompson & Newgreen, 2005; Lambert et al., 2017).
Da nach der Transplantationstheorie die Metastasierung und konsekutive Implantation
von endometrialem Gewebe den entscheidenden Schritt in der Pathogenese der
Endometriose darstellt, sind die Zellkontakte ein wichtiger Fokus in der Erforschung
dieser Erkrankung. Claudin-7 ist ebenso wie Claudin-11 am Aufbau von diesen beteiligt
und dardber hinaus bei verschiedenen Krebserkrankungen beeinflusst.

Unsere Ergebnisse zeigen eine deutliche und konstante Expression von Claudin-7 im
eutopen Endometrium. Dabei wiesen die Gruppen mit und ohne Endometriose nahezu
identische HSCORE Werte auf, sodass auf endometrialer Ebene auch hier kein Hinweis
auf eine pathogenetische Veranderung vorliegt. In beiden Gruppen war die
Proteinexpression in der sekretorischen gegenuber der proliferativen Phase leicht, aber
nicht signifikant erhéht, was in Ubereinstimmung mit Microarray-Analysen steht (Gaetje
et al., 2008).

In der Vergangenheit beschrieben andere Studien eine verringerte Proteinexpression
der Claudine-3 und -4, (Pan et al., 2009) sowie auch -5 und -7 (Gaetje et al., 2008) in
endometriotischem gegenliber endometrialem Gewebe und postulierten darin einen
maoglichen Beitrag zur Ablésung und Migration endometrialer Zellen. Im Gegensatz dazu
weisen die in dieser Arbeit erhobenen Daten eine deutliche und im Falle der peritonealen
und tief infiltrierenden Endometriose sogar eine leicht erhéhte Proteinexpression von
Claudin-7 nach. Ein moglicher Grund fur die Diskrepanz zur letztgenannten Studie
koénnte in einem unterschiedlichen Detektionsverfahren der Antikérper und einer dort
deutlich geringeren Anzahl der endometriotischen Gewebeproben liegen. Wie in
Vorversuchen an unserem Institut gezeigt werden konnte, scheint bei der
immunhistochemischen Farbung von Claudinen das Verfahren der Gewebsfixierung
ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen, da deutliche Unterschiede zwischen Bouin und
Formalin fixierten Proben auffielen. Auch wurde lediglich eutopes mit ektopem
Endometrium verglichen und auf eine Differenzierung der drei Entitdten der
Endometriose verzichtet. Zuletzt zeigten sich zumindest bei Claudin-5 gegensatzliche
Ergebnisse fir die Microarray-, PCR- und immunhistochemischen Ergebnisse (Gaetje et
al., 2008). Die in der vorliegenden Arbeit in peritonealen Herden beobachtete, vermehrte

Proteinexpression von Claudin-7 steht dariber hinaus im Gegensatz zu Microarray
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Analysen (Sohler et al, 2013) und =zeigt, dass eine Veranderung auf
Genexpressionsebene sich nicht unbedingt auf Proteinebene manifestieren muss.

Die in der vorliegenden Studie beobachtete Konsistenz von Claudin-7 und auch -11,
konnte in einer aktuellen Arbeit auch fiir die Claudine -2 und -3 nachgewiesen werden.
Hier zeigte sich ebenfalls eine hohe Ahnlichkeit sowohl der Endometrien von Frauen mit
und ohne Endometriose, als auch der endometriotischen Lasionen. Damit wird erneut
der epithelialen Phanotyp der Zellen unterstrichen (Hoerscher et al., 2020).

In der qualitativen Analyse fiel fur Claudin-7 eine vornehmlich basolaterale
Proteinlokalisation entlang der Zellmembran sowohl im eutopen Endometrium als auch
in den endometriotischen L&sionen auf. Diese Beobachtungen stehen in
Ubereinstimmung mit anderen Studien, die ebenfalls diese fiir Claudine eher untypische
subzellulare Verteilung beschreiben (Mendoza-Rodriguez et al., 2005; Ding et al., 2012).
Dies spricht dafir, dass Claudin-7 neben der Beteiligung an Zell-Zellkontakten auch
Eigenschaften aufweist, die nicht direkt im Zusammenhang mit tight junctions stehen,
und fugt sich damit in die wachsende Evidenz ein, Zell-Zell Verbindungen auch
Funktionen in Signalwegen und Einflisse auf die Genexpression zuzuschreiben (Grund
& Grummer, 2018). So konnte fir Lungenkrebszellen gezeigt werden, dass Claudin-7
regulativ auf die Zellproliferation wirkt und durch eine Interaktion mit Integrin-p1 wichtig
fur die Zell-Matrix-Interaktion und -Verbindung ist (Lu et al., 2015). Diese Effekte konnten
bei der Endometriose, deren Entstehung auf Ablésung und Anheftung von Zellen basiert,
ebenso eine Rolle spielen. Eine weitere Untersuchung der Zell-Matrix-Verbindungen und
der interagierenden Proteine erscheint vor diesem Hintergrund lohnenswert.

Die Beschaffenheit und der Zusammenhalt der extrazellularen Matrix selbst wird in
grolRem Mafe durch einen MMP vermittelten Abbau bestimmt (Nagase & Woessner,
1999). Ein typisches Beispiel dafir stellt die Menstruation dar, wo es durch starke MMP-
Aktivitat zu einem massiven Gewebeabbau kommt. Dieser wird eng reguliert, um
einerseits eine Ubermaflige Schadigung zu vermeiden und andererseits die
Gewebsregeneration zu ermdglichen (Chevronnay et al., 2012). Neben ihren
proteolytischen Eigenschaften sind MMPs auch an zellularen Signalwegen beteiligt
(Rodriguez et al., 2010) und stehen aus diesem Grund ebenfalls im Fokus der
Erforschung verschiedener Krankheitsbilder. Weiterhin interagieren MMPs auch mit
Claudinen. In ovariellen Epithelzellen beispielsweise flhrte die Expression von Claudin-
3 und -4 zu einer vermehrten Aktivitat von MMP-2 und konnte eine Rolle in ovarieller
Tumorgenese und Metastasierung spielen (Agarwal et al., 2005). Fur das hier
untersuchte Claudin-7 konnte ebenfalls eine Beteiligung beim Ovarialkarzinom

nachgewiesen werden. Eine Uberexpression hatte hier zwar eine verminderte Migration
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zur Folge, fuhrte aber durch eine verstarkte MMP-Aktivierung zu einer vermehrten
Invasivitat (Dahiya et al., 2011).

In vitro Daten aus unserem Institut zeigten ebenfalls Einflisse von Claudinen auf die
Zellinvasivitat. Die Gen-Stillegung von Claudin-7 fuhrte in den grundsatzlich wenig
invasiven endometrialen, epithelialen Ishikawa-Zellen zu einer vermehrten Invasivitat,
wahrend hingegen die Gen-Stillegung von Claudin-11 in den hoch invasiven
endometrialen, epithelialen 49Z und 12Z Zellen eine verminderte Invasivitat zur Folge
hatte. Diese eher heterogenen Effekte legen nahe, dass nicht die quantitative Menge
der Claudine entscheidend ist, sondern dass es funktionelle Eigenschaften — wie
beispielsweise Verbindungen mit MMPs — sind, die die jeweiligen Effekte vermitteln
(Horné et al., 2019).

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die Interpretation von Veranderungen
der Claudin-7 Expression komplex ist. Ohne Zweifel handelt es sich um ein Protein,
welches zahlreiche wichtige Funktionen fur die Einbettung der Zelle in ihre unmittelbare
Umgebung und dartber hinaus erflllt. So hatte die Ausschaltung von Claudin-7 im
Tierversuch schwere Stérungen verschiedener Organsysteme zur Folge und war mit
dem Leben nicht vereinbar (Xu et al., 2019). Nichtsdestotrotz scheint aber die rein
quantitative Menge der Expression der Proteine nicht pauschal als pathogenetisch
relevant zu werten sein. Dies zeigen die in dieser Studie angefiihrten Ahnlichkeiten
zwischen eutopem Endometrium und endometriotischen Lasionen und die bei anderen
Erkrankungen beobachteten heterogenen Effekte von veranderten Claudin-7
Expressionsleveln, welche mal krankheitsférdernd und mal hemmend wirkten (Lioni et
al., 2007; Dahiya et al., 2011; Bhat et al., 2015).
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4.6 Claudin-7 ELISA

Eine zentrale Herausforderung in der Versorgung von Endometriose Patientinnen stellt
die Diagnose der Erkrankung dar. Wie bereits an friherer Stelle erortert, ermdglicht
bislang nur eine operative Visualisierung, idealerweise mit histologischer Begutachtung,
die Sicherung der Diagnose (Deutsche Gesellschaft fliir Gynakologie und Geburtshilfe
(DGGG), 2013). Allerdings stellt dies ein erheblich invasives Verfahren dar, welches die
Patientin operativen und anasthesiologischen Risiken aussetzt und deshalb vermutlich
zu zurlckhaltend eingesetzt wird. Denkbar ist auch, dass aufgrund einer haufigen
Verharmlosung der Symptome durch das Umfeld und die betreuenden Arzte der
Patientinnen (Hudelist et al., 2012) sowie einem fehlenden Bewusstsein fur die
Endometriose, notwendige Untersuchungen verzogert werden. Auch die Vielzahl
maoglicher Differentialdiagnosen (Schindler, 2007) ist ein weiterer Grund fur die teilweise
jahrelange Leidensdauer bis eine Diagnose gestellt wird (Husby et al., 2003).

Folglich besteht der dringende Bedarf nach anderen diagnostischen Verfahren wie
Biomarkern oder verbesserter Bildgebung, um eine weniger invasive und zuverlassige
Erkennung von Endometriose zu ermoglichen (Kavoussi et al.,, 2016). Obwohl
dahingehend bereits groRe Anstrengungen unternommen worden sind, konnten in
aktuellen Cochrane Analysen keine der bislang propagierten Biomarker im Blut
(Nisenblat et al., 2016) oder im Endometrium (Gupta et al., 2016) statistisch validiert
werden.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen der hier vorliegenden Studie versucht, einen nicht-
invasiven Biomarker zur Diagnose der Endometriose zu etablieren. In den
immunhistochemischen Analysen zeigte sich fur Claudin-7 die deutlichste und
konstanteste Expression sowohl im eutopen Endometrium als auch in den
endometriotischen Lasionen und stellte damit den vielversprechendsten Kandidaten fir
einen Endometriosemarker dar.

Bislang wurde Claudin-7 als Biomarker lediglich fiir das kolorektale Karzinom untersucht
und zeigte hierbei gegentber einer gesunden Kontrollgruppe verminderte Serumspiegel
(Karabulut et al., 2015).

Unter der Annahme, dass bei Frauen mit Endometriose aufgrund der héheren Zelllast
entsprechend mehr Claudin-7 exprimiert wird, wurden die Serumspiegel dieses Proteins
bei Frauen mit und ohne Endometriose erstmalig vergleichend analysiert. Hierbei
zeigten sich in der Gruppe der an Endometriose erkrankten Frauen hochsignifikant
deutlich erhdhte Claudin-7 Werte. Dies Ubersteigt die in den Gewebeanalysen
beobachtete relative Zunahme der Claudin-7 Expression deutlich. Ein mdglicher Grund

dafur kdnnte sein, dass Frauen mit Endometriose aufgrund der Dissemination quantitativ
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mehr endometriale und endometriotische Epithelzellen besitzen und dies mit den
Serumspiegeln korreliert. Alternativ kdnnte eine derartige Diskrepanz auch darin
begriindet sein, dass es aus endometriotischem Gewebe zu einem vermehrten Ubertritt
von Claudin-7 ins periphere Blut kommt und sich dies dort entsprechend nachweisen
lasst. Eine andere Erklarung fur den Nachweis von Claudin-7 im Blut kénnten dort
zirkulierende, endometriale Zellen darstellen. In einer Studie konnten solche bei 17 von
19 Patientinnen mit Endometriose - gegenlber 6 von 40 Probandinnen in einer
Kontrollgruppe - nachgewiesen werden (Chen et al., 2017). Diese hohe Detektionsrate
konnte in einer weiteren Arbeit bestatigt werden und zeigte sich dabei unabhangig vom
klinischen Stadium, sowie der Lokalisation der endometriotischen Lasionen (Pospisilova
et al.,, 2019). Wahrend die Zellen in erstgenannter Publikation einen epithelialen
Charakter aufwiesen, fand eine andere Gruppe ausschlieBlich stromale zirkulierende
Zellen (Vallvé-Juanico et al., 2019).

Neben pathogenetischen Aspekten, sollte auch die Wertigkeit einer Claudin-7 Messung
im Serum fur diagnostische Zwecke erdrtert werden. Hier lieferte unsere Testung fir
diese Kohorte eine Sensitivitdt von 67 %, eine Spezifitat von 79 % und entsprechend
einen positiven Vorhersagewert von 80 % sowie einen negativen Vorhersagewert von
65 %. Eine Ausweitung des Testkollektivs lieRe vermutlich noch eine Verbesserung
dieser Malzahlen erwarten und ware fir eine klinische Etablierung des Tests
unabdingbar.

Fir die Aussagekraft eines diagnostischen Testverfahrens bei Ausweitung auf eine
Gesamtpopulation ist die Vortestwahrscheinlichkeit entscheidend, welche bei
Krankheiten aus deren Pravalenz in der Bevolkerung besteht. Der Vorhersagewert
nimmt dabei mit steigendem Vorkommen zu und lage bei einer Pravalenz von 10 % flr
einen Test mit den hier angefuhrten Gutekriterien bei lediglich 26 %.

Eine pravalenzunabhangige, statistische Maf3zahl ist dagegen die (positive) Likelihood-
Sensitivitat

Ratio, welche sich nach —
1-Spezifitat

errechnet und fir diesen Test bei 3,2 liegt. Damit

gilt die Krankheitswahrscheinlichkeit fir diesen Wert zwar als gering aber nicht
unbedeutend, wahrend sie fur einen Wert Gber 10 eindeutig ware (Tab. 21; Jaeschke,
1994).

Die hier angefuhrten Werte zeigen, dass eine Bestimmung von Claudin-7 im Blut nur
eine sehr eingeschrankte Aussagekraft besitzt und allein sicher keine weiteren
MaRnahmen rechtfertigen wirde. In Zusammenschau mit anderen anamnestischen
oder klinischen Informationen kénnte ein positiver Befund aber durchaus den Verdacht

auf eine Endometriose erharten und eine invasivere Diagnostik nahelegen.

72



Diskussion

Nichtsdestotrotz scheint auch dieser Test allein fiir eine sichere, nicht-invasive Diagnose
der Endometriose nicht auszureichen. Dies erscheint auch unter Berlcksichtigung der
immunhistochemischen Ergebnissen und den dort beobachteten hohen Ahnlichkeiten
zwischen gesundem und erkranktem Gewebe plausibel und unterstreicht erneut die
Komplexitat dieser Erkrankung. Weitere Forschung, auch unter Zuhilfenahme neuartiger
Methoden wie den beispielsweise in der Fruherkennung von Brustkrebs-Rezidiven
bereits angewandten liquid biopsies (Garcia-Murillas et al., 2015) ist damit dringend

noétig, um die Versorgung der betroffenen Patientinnen weiter zu verbessern.
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4.7 Einordnung der Ergebnisse fiir die Pathogenese der Endometriose
und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der phanotypischen Charakterisierung des
endometrialen Ursprungsgewebes sowie der endometriotischen Lasionen. Nach
Analyse der Expressionsprofile von Vimentin, Claudin-11 sowie Claudin-7 zeichnet sich
als gemeinsames Bild eine hohe Ahnlichkeit der eutopen sowie der ektopen
endometrialen Epithelzellen ab. Wenn auch im Einzelnen Unterschiede zwischen den
verschiedenen Entitaten auf quantitativer oder qualitativer Ebene beobachtet werden
konnten, blieb entlang der in der Transplantationstheorie postulierten Sequenz aus
uteriner Abldsung, retrogradem tubaren Transport und schliel3licher peritonealer
Anheftung und Invasion der Phanotyp der Zellen weitgehend konstant.

Bei den hier untersuchten Markern handelt es sich allesamt um Proteine, die die
physische Struktur der Zelle selbst, sowie ihre Einbettung in die Umgebung definieren.
Auch wenn damit die grundsatzliche Erscheinungsform der Zellen ahnlich bleibt, sind
auf funktioneller Ebene durchaus Unterschiede denkbar und werden beispielsweise
durch die Mislokalisation von Claudin-11 suggeriert.

In jedem Fall muss bei der Bewertung jeglicher deskriptiver Ergebnisse kritisch
hinterfragt werden, ob es sich bei beobachteten Veranderungen um pathogenetisch
relevante Auffalligkeiten, oder lediglich um Begleiterscheinungen des krankhaften
Prozesses handelt.

In Ermangelung geeigneter Krankheitsmodelle ist aktuell nur ein Vergleich zwischen
dem vermuteten Ursprungsgewebe — dem Endometrium — und der krankhaften
endometriotischen Lasion moglich. Der Prozess dazwischen ist bisher nur ansatzweise
untersucht und damit ist der Zeitpunkt, an dem die Veranderungen auftreten, nicht zu
bestimmen. Eine Analyse der wandernden Zellen - zwischen Abldsung und Anheftung —
wirde hier weiterhelfen.

Um zu metastasieren, durchlaufen Tumorzellen eine umfangreiche Kaskade aus
Loslésung vom Primartumor, Invasion durch umgebendes Gewebe und Ubertritt ins
Gefalsystem oder Einbruch in Kérperhéhlen, gefolgt von Anheftung, Extravasation und
schliellich Proliferation. Dieser Prozess ist aulerst komplex, damit in hohem Malde
ineffizient und bedarf verschiedener Strategien und zelluldaren Veranderungen, um
erfolgreich zu sein (Hunter et al., 2008).

Bei der Endometriose hingegen liegt eine besondere Situation vor. Durch den wahrend
der Menstruation physiologisch erfolgenden Gewebsabbau, wird die Zellablésung
deutlich vereinfacht. Die hohe Rate an retrograder Menstruation ermdglicht dann eine

Verschleppung der Zellen in die Bauchhdhle. Die in der vorliegenden Arbeit fur alle
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untersuchten Proteine gezeigte und auch in zahlreichen anderen Studien beobachtete
hohe Ahnlichkeit der Zellen auf der endometrialen Ebene (Konrad et al., 2020), spricht
dafir, dass in diesem Moment der Zellablésung noch keine relevanten Unterschiede
bestehen und suggeriert, dass die bei Krebszellen beobachteten und zur Metastasierung
notwendigen Zellveranderungen bei der Endometriose entbehrlich sind.

Die in den endometriotischen Lasionen beschriebenen Veranderungen scheinen sich
damit am ehesten erst nach der Implantation auszubilden und lassen sich damit auch
als Folge einer Interaktion mit der Umgebung verstehen.

Wenn nun in der Zusammenschau allenfalls marginale Unterschiede zwischen den
Zellen zu beobachten sind und die retrograde Menstruation ein haufiges Phanomen ist,
muss fur die Entwicklung endometriotischer Lasionen noch ein anderer Faktor zum
Tragen kommen. Diesen konnte das Peritoneum und dessen Suszeptibilitat fir die
Anheftung und lokale Invasion endometrialer Zellen darstellen.

Eine Ubersichtsarbeit von Young et. al (2013) hat hierzu Studien tber mégliche
peritoneale Faktoren ausgewertet. Dazu zahlen beispielsweise die Expression von
Adhasionsmolekilen oder das durch gestorte Zellkontakte bedingte Freiliegen von
extrazelluldrer Matrix zur Vereinfachung der Zelladh&sion. Die Zellinvasion kdnnte
ebenfalls durch gestorte Zell-Zell Kontakte oder MMP bedingten Gewebsumbau
geférdert werden. Auch auf immunologischer Ebene kénnten proinflammatorische
Zytokine oder gestorte naturliche Killerzellen zur Entstehung von Endometriose
beitragen. Zukunftige Arbeiten sollten sich daher - neben den endometrialen Zellen -
auch auf das Peritoneum, welches den Boden flr die Lasionen darstellt, sowie deren
Interaktion  fokussieren. So kann erforscht werden, welche Faktoren fir eine
Endometriose suszeptibel machen und mdglicherweise praventive oder therapeutische
Ansatze entwickelt werden.

Nach wie vor umstritten ist dartiber hinaus die Frage, ob es sich bei der Endometriose
um eine einheitliche Erkrankung handelt, oder ob die ovariellen, peritonealen und tief
infiltrierenden Herde verschiedene Entitaten mit jeweils eigener Pathogenese darstellen
(Nisolle & Donnez, 1997). Auch in den hier vorliegenden Daten zeigten sich teilweise
erhebliche Unterschiede zwischen den drei Entitaten. Dabei wies die ovarielle
Endometriose die grofiten Unterschiede zum eutopen Endometrium wie auch den
peritonealen und tief infiltrierenden Lasionen auf. Bereits auf histologischer Ebene
erschienen die Epithelzellen flacher und lagen erheblich seltener in Drisenform vor. Dies
stimmt mit dem an anderer Stelle beschriebenen und in ovarieller Endometriose
vermehrt beobachteten, undifferenziert glandularen Muster Uberein (Kamergorodsky et
al., 2009). Auch zeigte sich hier die starkste Mislokalisation von Claudin-11, was auf

einen Verlust der Zellpolaritdt hinweisen koénnte, auch wenn Untersuchungen zu
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Keratinen und anderen Claudinen hierzu keine Hinweise lieferten. SchlieRlich wiesen die
ovariellen Herde eine deutlich verminderte Expression von Vimentin auf. Inwieweit diese
Auffalligkeiten Ausdruck des klinischen Aspekts einer Zyste sind, lasst sich jedoch nicht
abschlielend sagen.

Zuletzt ist darauf hinzuweisen, dass der Fokus dieser Arbeit hauptsachlich auf der
Epithelzelle lag. Eine weitere Untersuchung insbesondere der Wechselwirkung der
genannten Proteine mit dem endometrialen und endometriotischen Stroma erscheint fir
weitere Studien lohnenswert.

Vermutlich sind es weniger die einzelnen Epithelzellen, die auf Wanderschaft gehen und
sich in der Bauchhohle niederlassen, sondern eher die durch die Menstruation
beglnstigte Abldsung von Zellhaufen, bestehend aus Epithel und Stroma, die als
Zellverband transloziert werden und sich ektop anheften und invadieren. So konnte bei
Plattenepithelkarzinomen beobachtet werden, dass die Expression des EMT-Markers
Snail zu einem Anstieg von Claudin-11 fihrt, welches durch eine Stabilisierung von Zell-
Zell-Kontakten die Bildung solcher Tumorzell-Cluster foérdert und mit der
Tumorprogression korreliert (Li et al., 2019). Diese Verbindung des Konzepts der
Epithelial-Mesenchymaler Transition mit den Proteinen der Zell-Zell-Verbindungen
macht auch deutlich, dass zellulare Vorgange stets orchestriert ablaufen und sich

gegenseitig beeinflussen.
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5 Zusammenfassung

Obwohl Endometriose fiir bis zu 10 % aller Frauen im reproduktiven Alter eine erhebliche
Einschrankung der Lebensqualitdt und Bedrohung ihrer Fertilitdt darstellt, ist die
Pathogenese dieser chronischen Erkrankung nach wie vor ungeklart. In dieser Studie
wurden durch die Analyse der Expression dreier struktureller Proteine die endometrialen
und endometriotischen Zellen weiter charakterisiert. Da die Endometriose bezuglich
Ausbreitung und Invasivitat malignen Erkrankungen ahnelt, wurde eine Beteiligung von
hierfir beschriebenen Mechanismen untersucht. Zum einen sollte mit dem
mesenchymalen Marker Vimentin gezeigt werden, ob es entlang der Pathogenese der
Endometriose zu einem Wechsel des Zellphanotypus im Sinne einer Epithelial-
Mesenchymalen Transition kommt, zum anderen wurden mit Claudin-11 und Claudin-7
zwei fur die Ausbildung von Zell-Zell Kontakten wichtige Strukturproteine untersucht.
Hierzu wurden Gewebeproben aus Endometrien von Frauen ohne und mit Endometriose
sowie endometriotischen Lasionen des Ovars, des Peritoneums und tief infiltrierender
Endometriose immunhistochemisch gefarbt und mithilfe des HSCOREs ausgewertet.

In der quantitativen Analyse zeigten sich fur alle drei untersuchten Proteine hohe
Annlichkeiten sowohl zwischen endometrialen Proben von Frauen ohne und mit
Endometriose, als auch im Vergleich von eutopem Endometrium mit den ektopen
endometriotischen Lasionen. Klare Abweichungen fanden sich lediglich in einer deutlich
verminderten Vimentin Expression bei ovariellen Endometriosen und einem vermehrten
Vorkommen im Stroma aller endometriotischen Entitaten. Daraus folgern wir, dass
Unterschiede hoéchstwahrscheinlich erst nach der Implantation entstehen.
Bemerkenswerterweise konnte fur Claudin-11 eine subzelluldre Mislokalisation von
apikal im Endometrium nach basal in den endometriotischen Herden nachgewiesen
werden. Claudin-7 zeigte sich darlber hinaus im Serum erkrankter Frauen deutlich
erhdht und stellt damit einen mdglichen Ansatz fur ein nicht-invasives, diagnostisches
Testverfahren dar.

Zusammengefasst unterstreichen die, in dieser Arbeit erhobenen Daten, die groRe
Ahnlichkeit zwischen dem endometrialen Ursprungsgewebe und den versprengten
pathologischen Lasionen. Es kommt demnach 2zu keinen pathogenetisch
richtungsweisenden Veranderungen des Zellphanotypus. Auf der funktionellen Ebene
lassen sich aber durchaus Unterschiede beobachten, deren Bedeutung fur die
Krankheitsentstehung und -progression noch Raum fir weitere Untersuchungen bietet.
Weiterhin bleibt die Entwicklung eines zuverlassigen, nicht-invasiven diagnostischen
Tests eine dringende Notwendigkeit fur die Verbesserung des klinischen Managements

der an Endometriose erkrankten und leidenden Frauen.
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6 Summary

Even though endometriosis affects up to 10% of women during their reproductive age
and impairs their quality of life as well as their fertility, the causes for this chronic disease
remain unknown. In this study we aimed to further characterize endometrial and
endometriotic cells by analyzing the expression patterns of three structural proteins. As
endometriosis appears similar to malignant diseases in terms of metastatic and invasive
properties, we focused on mechanisms that are also seen in various forms of cancer.
The mesenchymal marker Vimentin was evaluated to determine, whether or not
epithelial cells undergo a phenotype switch, also called epithelial to mesenchymal
transition, during the pathogenesis of endometriosis. Furthermore two structural
proteins, Claudin-11 and Claudin-7, were chosen to examine the function and formation
of tight junctions between cells.

In order to achieve this aim, tissue samples from endometria of women with and without
endometriosis as well as endometriotic lesions of the ovary, peritoneum and deep
infiltrating endometriosis were analyzed by immunohistochemistry and evaluated by
HSCORE.

Quantitative analysis showed high similarities between endometria of women with and
without the disease, as well as in comparison with the ectopic endometriotic lesions.
Aberrations in protein expression were only seen in a decreased Vimentin expression in
ovarian endometriosis while being increased in the stroma of all endometriotic entities.
Thus, we suggest, that aberrations in protein expression most likely occur after the
invasion of the endometriotic implant.

Of note, a significantly deregulated subcellular localization from apical in eutopic
endometria to basal in endometriotic lesions could be shown for Claudin-11.
Furthermore, an increased abundance of Claudin-7 was detected in blood serum of
women with endometriosis, suggesting a possible use as a non-invasive diagnostic test.
Taken together, the data from this study further underlines the high similarity between
the proposed endometrial origin and the pathologically dispersed lesions. Hence there
seem to be no significant changes of the cellular phenotype along the pathogenesis of
the disease. However, on the functional level some differences can be observed, whose
significance for the formation and progression of endometriosis warrants further
research.

Finally, to improve the clinical management of women suffering from endometriosis, the

development of a reliable, non-invasive diagnostic test remains an urgent issue.
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