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Zusammenfassung

Uber die zyklusabhdngigen Variationen der Expression der Wachstumsfakforen der Transforming growth factor-Familie und des Enzyms
Matrixmetalloproteinase-2 (MMP-2) bei der Stute ist wenig bekannt. Ziel der Untersuchung ist daher, das Expressionsmuster von Transfor-
ming growth factor-a. (TGF-a), -B1, -2 und -B3 (TGF-B1, -B2 und -B3) sowie des Enzyms MMP-2 im Verlauf des Zyklus an Endometri-
umbioptaten mittels immunhistologischer Methoden darzustellen. Es standen, an definierten Zyklustagen entnommene Endometriumbiop-
tate (n=21) von drei Stuten mit bekannten Serumé&strogen- und -progesteronkonzentrationen zur Verfigung. Die Wachstumsfaktoren
TGF-a, TGF-B1, -p3 und das Enzym MMP-2 konnten mittels monoklonaler Antikérper, der Wachstumsfaktor TGF-B2 mittels eines polyklo-
nalen Antikérpers, dargestellt werden. Wéhrend TGF-a und TGF-B3 keine offensichtlich erkennbaren zyklusabhéngigen Variationen in der
Expression der Stroma- und Drisenzellen erkennen lassen, werden TGF-B1, -2 und MMP-2 zyklusassoziiert exprimiert. So ist ein Maxi-
mum der TGF-B1-Expression in den Stroma- und Drisenzellen im Postéstrus bis mittleren Interéstrus zu beobachten. In den luminalen Epi-
thelien ist TGF-B1 Uberwiegend im Interdstrus nachzuweisen. TGF-B2 wird in den Drisenzellen generell nur geringgradig exprimiert, in der
peridstrischen Zyklusphase tritt eine jedoch geringgradig stérkere Reaktivitét auf. In den Stromazellen werden keine deutlichen Schwan-
kungen der Expression von TGF-B2 im Zyklus aufféllig, es ist lediglich ein dezenter Anstieg der Expression im mittleren bis spéten Interéstrus
sowie periostrisch nachweisbar. In den luminalen Epithelien zeigt sich eine Gbereinstimmende maximale Expression von TGF-2 und TGF-
B3 im mittleren bis spéten Interdstrus sowie im peridstrischen Zeitraum. Das Expressionsmaximum von MMP-2 in den Stromazellen tritt im
mittleren bis spdten Interdstrus auf. Die Definition der physiologischen Expression der TGF-Wachstumsfaktoren und des Enzyms MMP-2 im
equinen Endometrium stellt die Grundlage fir weiterfihrende Untersuchungen an Endometriumbioptaten von Stuten mit Endometrose dar.
Denn erst durch einen Vergleich zu den hier im Zyklus gewonnenen Erkenntnissen wird es méglich Ansctze zur bisher ungeklérten Atiopa-
thogenese der Endometrose liefern zu kénnen.
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Immunohistochemical identification of the growth factors Transforming growth factor-a, -p1, -p2 and -3 as well as the
matrixmetalloproteinase-2 in the cyclic equine endometrium

Little is known about variations of the expression of growth factors of the Transforming growth factor-family and the enzyme matrixmetal-
loproteinase-2 (MMP-2) during the estrous cycle of the mare. Hence, the aim of this study was to define the expression patterns of Trans-
forming growth factor-a. (TGF-a), -B1, -2, -p3 (TGF-B1, -p2, -B3) and MMP-2 throughout the reproductive cycle using immunohistoche-
mical methods. For this purpose endometrial biopsies (n=21) taken at selected days of the cycle from three mares with known serum estra-
diol and progesterone levels. Growth factors TGF-a,, TGF-1, -3 and the enzyme MMP-2 were examined using monoclonal antibodies,
TGF-B2 using polyclonal antibodies. Whereas TGF-o. and TGF-B3 do not show any obviously recognizable cycle-dependant variations in
expression of stromal and glandular cells, TGF-B1, -2 and MMP-2 demonstrate a cycle-dependent expression. In stroma and glandular
cells a maximum of TGF-B1 expression is observed in postestrus until infermediate diestrus. In luminal epithelia TGF-1 is predominantly
detectable until intermediate diestrus. Glandular cells show in generally a lower expression of TGF-B2 with a slightly higher reactivity during
estrus. The stromal expression of TGF-B2 shows no remarkable variations during the reproductive cycle, but a discreet increase of expres-
sion is observed in intermediate until late diestrus as well as during estrus. In luminal epithelia a homologous maximal expression of
TGF-B2 und-B3 appears in intermediate until late diestrus as well as during estrus. The maximum of expression of MMP-2 in stromal cells
is associated with intermediate to late diestrus. Defining the physiological expression of TGF-growth factors and the enzyme MMP-2 in the
equine endometrium provides a base for further research on biopsies of mares with endometrosis. Only by this comparison it will be pos-
sible to provide new insights into the aetiopathogenesis of endometrosis which is until not clarified so far.
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Einleitung tionsmechanismen auch vielféltigen Wirkungen von Wachs-
Die zyklusbedingten Verdnderungen im Endometrium gehen tumsfaktoren und Zytokinen unterliegen. So stimuliert z.B.
mit komplexen Auf-/Um- und Abbauvorgéngen der endome- TGF-a in Verbindung mit Ostrogen (Giudice 1994, Ham-
trialen Strukturen einher, die neben den hormonellen Regula- mond et al. 1993, Nelson et al. 1992) bzw. Progesteron
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(Chia et al. 1995, Irwin et al. 1991) die endometriale Zell-
proliferation, dagegen besitzt TGF-p eine eher hemmende
Wirkung auf die endometrialen Proliferationsvorgénge (Nasu
et al. 2005, Tang et al. 1994). TGF-p férdert die Apoptose
und Differenzierung der endometrialen Zellen (Chatzaki et al.
2003, Shooner et al. 2005, Tang et al. 1994, Turksen et al.
1991).

Die Homoostase der Extrazellularmatrix (EZM) ist wichtig for
die physiologische Entwicklung und Funktion verschiedener
Gewebe des Kérpers. Die Zusammensetzung der EZM wird
durch die Zusammenarbeit der verschiedenen Matrixmetal-
loproteinasen-Subfamilien reguliert. Die Matrixmetallopro-
teinasen (MMPs) spielen u.a. eine kritische Rolle bei der
Menstruation (Zhang und Salamonsen 2002), der Involu-
tion des Uterus (Rudolph-Owen et al. 1997, Wilson et al.
1995) und der Embryoimplantation bei verschiedenen Spe-
zies (Isaka et al. 2003, Riley et al. 2000, Uekita et al. 2004,
Walter und Boos 2001, Wang et al. 2001, Zhao et al.
2002).

Die Expression der TGF-Wachstumsfaktoren im endometria-
len Zyklus wurde von zahlreichen Arbeitsgruppen bei ver-
schiedenen Spezies mit unterschiedlichen Methoden unter-
sucht. Die Ergebnisse werden jedoch in der Literatur kon-
trovers diskutiert. Einen Uberblick ober die Expression der
TGFs und von MMP-2 im Endometrium verschiedener Spe-
zies gibt die Tab. 1. Ziel der eigenen Studie war die detail-
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lierte Charakterisierung der Expression von TGF-a, -B1,
-$2, -3 und MMP-2 im zyklischen equinen Endometrium
unter Beriicksichtigung der vorliegenden Serumhormonkon-
zentrationen.

Material und Methoden

Tiere

Es standen an definierten Zyklustagen entnommene Endome-
triumbioptate (n=21) von drei zyklisch aktiven, klinisch und
gyndkologisch gesunden Maidenstuten (Warmblutstuten) im
Alter von 5, 7 und 8 Jahren zu Verfiigung. Die Bioptate wur-
den nach einer ausfihrlichen gynékologischen Untersuchung
mit einer Biopsiezange nach Ferris (Fa. Wirtschaftsgenossen-
schaft deutscher Tierdrzte eG, Garbsen) dorsal im Korpusbe-
reich nahe der Bifurkation in einer Gréfe von ca. 10 x 3 x 3
mm (Schoon et al. 1992) gewonnen. Den Stuten wurden an
den Zyklustagen 0, 5, 10, 13, 16, 19 und 21 Endometrium-
bioptate entnommen. Tag O stellt den Zeitpunkt der Ovulation
dar. Parallel dazu erfolgte eine Analyse (Radioimmunoassay)
(Behrens et al. 1993, Ginzel-Apel et al. 1990, Hoppen
1995) der Serumhormonkonzentrationen von Ostradiol, Pro-
gesteron und Testosteron (Tab. 2). Die ermittelten Serumhor-
monwerte der Kontrollstuten entsprechen, mit geringgradigen
individuellen Unterschieden, den fir die Stute definierten,
zyklusbedingten Variationen (Hoppen 1995).

Tab. 1 Expression der TGFs und von MMP-2 im Endometrium verschiedener Spezies wéhrend des Zyklus
Expression of TGFs and MMP-2 in the endometrium of different species during the estrous cycle

vermehrter Nachweis im

Faktor: mRNA/ Protein vermehrter Nachweis in
’ der Proliferationsphase

Ubergang Proliferations-
zur Sekretionsphase

vermehrter Nachweis keine zyklusabhéngigen

in der Sekretionsphase Expressionsunterschiede

Mensch ©

- 12
TGF-a Hond 2° Mensch
TGF-B1 TGF-p2 Mensch *

Mensch '8 Mensch # 10
TGF-B3
P Schaf ® Pferd '8
MMP-2

1 Mensch '3
Mensch 18
Pferd

Mensch %3813 Mensch 101421
Mensch %1%
Mensch 7% 5 16,17

2 Mensch '
Pferd

1. Arici et al. (1996), 2. Brunner et al. (1995), 3. Casslen et al. (1998), 4. Chegini et al. (1994b), 5. Dore Jr. et al. (1996), 6. Ejskjaer et al. (2005), 7. Freitas et al.
(1999), 8. Gaide Chevronnay et al. (2008), 9. Goffin et al. (2003), 10. Gold et al. (1994), 11. Hansard et al. (1997), 12. Imai et al. (1995), 13. Marshburn et al.
(1994), 14. Reis et al. (2002), 15. Reis et al. (2005), 16. Rodgers et al. (1994), 17. Rudolph-Owen et al. (1998), 18. Stief (2006), 19. Tabibzadeh und Sun (1992),
20. Tamada et al. (2005), 21. von Wolff et al. (2000), 22. Walter et al. (2005), 23. Zhang et al. (2000)

Tab. 2 Seruméstrogen-, -progesteron- und -testosteronkonzentrationen im Verlauf des Zyklus bei Stuten (n=3)
Serumestrogene-, -progesterone- and testosterone concentrations throughout the estrous cycle of mares (n=3)

Stute 1 Stute 2 | Stute 3
Zyklustag E (pg/ml) P (ng/ml) T (ng/ml) E (pg/ml) P (ng/ml) T (ng/ml) E (pg/ml) P (ng/ml) T (ng/ml)
Owulation 6 0,19 0,01
3 9 5,70 0,01 6 5,60 0,01 6 1,00 0,02
5 4 10,8 0,01 4 4,50 0,01
10 5 18,50 0,01 3 1,10 0,01 4 6,10 0,01
13 3 0,66 0,01 5 <0,1 0,01 7 <0,1 0,01
16 5 <0,1 0,01 6 <0,1 0,01 7 <0,1 0,01
19 13 <0,1 0,02 4 1,30 0,01 3 0,19 0,01
21 5 <0,1 0,01 4 6,60 0,01 - 2,10 0,01
E = Seruméstrogen-Konzentration, T = Serumtestosteron-Konzentration, P = Serumprogesteron-Konzentration, -- = keine Daten vorhanden
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Tab. 3 Verwendete Primarantikérper, ihre Bezugsquellen, Vorbehandlungen und Verdiinnungen
Primary antibodies used in immunohistochemistry, sources, pretreatments and dilutions

Antikérper Antikérper-Typ Vorbehandlung Verdinnung  Bezugsquelle
Maus anti-MMP-2 MS-806-P1
(Clone A-Gel VC2) m AK ohne Vorbehandlung 1:400 Neomarkers/Lavision Cop., USA
Maus anti-TGF-a AK 96°C mit 10 mmol/| Zitratpuffer 1:100 MS-1000-PO
(Clone MF9+TG86) m (pH 6,0) for 30 min ' Dianova GmbH Hamburg
Maus anti-TGF-B1 AK 96°C mit 10 mmol/| Zitratpuffer 11500 DM 1047
(Clone TB21) m (pH 6,0) fir 30 min ' Acris Antbodies GmbH, Hiddenhausen
Kaninchen anti-TGF-B2  p AK hne Vorbehand| 1:50 sc-90
P onne Yorbehandiung ' Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Maus anti-TGF-B3 o AK 96°C mit 10 mmol/| Zitratpuffer 1:150 GF 16

(Clone 236-5.2) (pH 6,0) fir 30 min

Calbiochem/Merck Chemicals, Darmstadt

m AK = monoklonaler Antikérper, p AK = polyklonaler Antikérper
Histologie

Alle Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme in
4%igem, neutralem, gepuffertem Formalin fixiert, in Para-
plast eingebettet, 3-4 um Schnitte mit Hilfe eines Schlitten-
mikrotoms (Fa. Reichert-Jung, Wien, Osterreich) angefertigt
und anhand von Hémalaun-Eosin-geférbten Préparaten
(Romeis und Béck 1989) lichtmikroskopisch untersucht. Alle
Bioptate wurden einer histomorphologischen Charakterisie-
rung hinsichtlich ihrer endometrialen Differenzierung unter-
zogen und potentiell erfassbare Veréinderungen (z.B. Endo-
metritis, Endometrose, Angiosklerose, Perivaskulitis, Lymph-
lakunen) dokumentiert (Brunckhorst et al. 1991, Schoon et
al. 1997).

Immunbhistologie

Alle in dieser Studie durchgefihrten immunhistologischen
Untersuchungen erfolgten mittels der Peroxidase-anti-Peroxi-
dase-Methode (PAP) (Hoffmann et al. 2009). Zundchst
erfolgten zur Etablierung der Methodik Vorversuche fir den
Nachweis der verwendeten Primérantikérper (TGF-a, -B1,
-B2, -B3 und MMP-2), die mit Gewebe vom Pferd kreuzrea-
gieren. Die Antikérper wurden an equinen Endometrium-
bioptaten getestet und die optimale Antikérperverdinnung
(Tab. 3) austitriert. Fir den Nachweis von MMP-2, TGF-q,
TGF-B1 und TGF-B3 wurden monoklonale Primérantikérper
verwendet. Der Wachstumsfaktor TGF-B2 wurde mittels eines
polyklonalen Primérantikérpers nachgewiesen. Die Verdin-
nungen, Vorbehandlungen und Bezugsquellen der verwen-
deten Primérantikérper werden in Tabelle 3 zusammenge-
fasst.

Auswertung der immunbhistologischen Untersuchungen

Als positiv wurden in der Schnittebene liegende, hell- bis dun-
kelbraune Reaktionsprodukte gewertet, die im Kontrollschnitt
nicht sichtbar waren. MMP-2, TGF-a,, TGF-B1, -p2 und -f3
waren infrazytoplasmatisch lokalisiert. MMP-2 konnte gering-
gradig auch extrazellulér nachgewiesen werden. Die TGF-B1,
-p2 und -B3 waren in allen endometrialen Zellkomponenten
(luminale und glandulére Epithelzellen, Stromazellen) sowie
in den GeféBstrukturen nachweisbar. TGF-oo und MMP-2
waren nur in den Stromazellen und den Blutgeféfen feststell-
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Tab. 4 Zuordnung von Farbreaktion und SI-Wert
Assignment of staining reaction and staining intensity (S)

Laufindex n Férbereaktion Wert
1 keine 0
2 angedeutet 0,5
3 schwach 1
4 maBig 5
5 stark 10

bar. Homogen hell-beige Farbungen, v.a. im Bereich von Ent-
nahme- und Bearbeitungsartefakten, sowie Hémosiderin als
eisenhaltiges Pigment, das sich auch in der Negativkontrolle
als braunes, grobscholliges Material nachweisen lief}, wurden
als negativ gewertet.

Die Erfassung der Expression von MMP-2, TGF-a. , TGF-B1,
-B2 und -B3 erfolgte semiquantitativ anhand eines modifi-
zierten ,Immunreaktiven Scores” (IRS) (Ellenberger et al.
2008, Ozgen et al. 1997). Es wurde allerdings zusétzlich die
Farbeintensitat ,angedeutet” (Tab. 4) bericksichtigt. Der
JImmunreaktive Score” ergibt sich aus der nachfolgend auf-
gefthrten Formel und kann einen Wert zwischen O und 10
einnehmen.

5
IRS = 1/1003 (PP, x SI.)
n=1
(n=Laufindex, PP = Prozentsatz der positiven Zellen, SI = Férbeintensitét)

Fur die Schétzung des Anteils der, die immunhistologischen
Marker exprimierenden, Zellen an der Gesamizellzahl der
ieweiligen Gewebsstruktur wurde die in Tab. 5 dargestellte gra-
duelle Einteilung verwendet. Auf eine statistische Untersuchung
wurde aufgrund der zu geringen Tierzahl verzichtet. Die
gewonnenen Erkenntnisse sprechen somit fur das vorliegende
Tiergut und sollten an einer gréferen Tierzahl bestétigt werden.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Untersuchung der Endometrien im Zyklus-
verlauf hinsichtlich der endometrialen Funktionsmorphologie
mittels konventioneller Histologie stimmen mit denen von
Ozgen (1999), Hafner (1999) und Aupperle et al. (2000)
Uberein. Pathologische Befunde (Endometritis, Endometrose,
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Angiosklerose, Perivaskulitis, Lymphlakunen) konnten bei kei-
ner der Stuten erhoben werden.

Die untersuchten Wachstumsfaktoren TGF-B1 und -2 sowie
das Enzym MMP-2 zeigen ein typisches zyklusabhdngiges
Expressionsmuster mit geringfigigen individuellen Unterschie-
den zwischen den untersuchten Stuten. Offensichtlich erkennba-

Tab. 5 Graduelle Einteilung des Anteils immunhistologischer Mar-
ker exprimierender Zellen an der Gesamtzellzahl der jeweiligen
Gewebestruktur

Gradual division of the part of cells showing an expression of the
immunohistochemical marker of the complete cell number of the
respective tissue structure

vereinzelt positive Zellen,

+
) maximal 5-10% der Gesamtzellzahl
N einzelne positive Zellen,
maximal 20% der Gesamtzellzahl
) mehrere positive Zellen,
maximal 40% der Gesamtzellzahl
iy viele positive Zellen,
maximal 60% der Gesamtzellzahl
(1) sehr viele positive Zellen,
maximal 80% der Gesamtzellzahl
(fast) alle Zellen positiv,
ot

80-100% der Gesamtzellzahl

+) = angedeutet, + = geringgradig, +(+) = gering- bis mittelgradig,
++ = mittelgradig, ++(+) = mittel- bis hochgradig, +++ = hochgradig

(

re zyklusabhéngige Variationen der Expression von TGF-o. und
TGF-p3 waren nicht zu beobachten. Ubereinstimmende Cha-
rakferistika der Expression werden im Folgenden dargestellt. Der
Immunreaktive-Score (IRS) der uterinen Drisenzellen ergibt sich
aus dem Mittelwert des IRS oberfléchlicher, mittlerer und tiefer
Uterindrisen. Auffélligkeiten werden in verschiedenen Graustu-
fen abhdangig von den endometrialen Strukturen in den entspre-
chenden Tabellen (Tab. 6 bis 10) kenntlich gemacht.

TGF-a ist sehr deutlich in den endometrialen Stromazellen
(Abb. 1) nachzuweisen. Es zeigen sich hinsichtlich des Expres-
sionsmusters keine zyklusbedingten Variationen (Tab. 6). Die
starkste Expression von TGF-B1 (Abb. 2) in den endometria-
len Stromazellen und Drisenzellen kann im Postéstrus bis
mittleren Interdstrus, in enger Assoziation mit dem gleichzeiti-
gen Anstieg der Progesteronkonzentration im Serum, beob-
achtet werden (Tab. 7). Die luminalen Epithelzellen zeichnen
sich allgemein durch eine schwache Expressionsintensitét
aus, zeigen im Interdstrus jedoch geringfigig stérker ausge-
pragte Reaktionen (Tab. 7).

TGF-B2 (Abb. 3) ist in den luminalen Epithelzellen und Stro-
mazellen insbesondere im mittleren und spéten Interéstrus bis
in den &strischen Zeitraum mit gleichzeitigem Abfall der
Serum-Progesteronkonzentrationen nachzuweisen (Tab. 8).
Die glanduléren Epithelzellen zeigen dagegen in der peri-
3strischen Phase die starkste Reaktion (Tab. 8).

TGF-B3 (Abb. 4) wird am deutlichsten in den luminalen Epi-
thelzellen exprimiert (Tab. 9) und zeichnet sich insbesondere

Tab. 6 TGF-a-Expression in den endometrialen Stromazellen (IRS-Werte) und Serumprogesteronwerte bei drei Stuten
TGF-a-expression (IRS-value) of endometrial stroma cells and values of progesterone in serum of three mares

Stute 1 ‘ Stute 2 ‘ Stute 3
Zyklustag Zyklusphase

P (ng/ml) IRS SZ P (ng/ml) IRS SZ P (ng/ml) IRS SZ
0 Ostrus 0,19 10
3 Postdstrus 5,70 9,5 5,60 9,75 1,00 10
5 friher Interdstrus 10,8 10 4,50 10
10 mittlerer Interdstrus 18,50 10 1,10 10 6,10 9,75
13 0,66 9,5 <0,1 10 <0,1 10

spéter Interdstrus
16 <0,1 10 <0,1 10 <0,1 9,5
19 Prédstrus <0,1 10 1,30 10 0,19 10
21 Ostrus <0,1 10 6,60 10 2,10 10
IRS = Immunreaktiver-Score, SZ = Stromazellen, P = Serumprogesteron-Konzentration, -- = keine Daten vorhanden

Tab. 7 Zyklusabhéngige TGF-B1-Expression (IRS-Werte) in den endometrialen Strukturen und Serumprogesteronwerte bei drei Stuten
Cycle dependent TGF-f1-expression (IRS-value) of endometrial structures and values of progesterone in serum of three mares

\ Stute 1 Stute 2 \ Stute 3
Zyklustag Zyklusphase IRS IRS IRS IRS IRS IRS IRS IRS IRS
Plng/ml) g pz sz e/m)o g pz sz Ple/m)o g DZ S
0 Ostrus 0,19 0,10 0,63 0,70 - - -
3 Postdstrus 5,70 0,10 5,60 0,15 1,00 0,10
5 froher 10,80 | 0,30 450 | 0,60
Interdstrus
10 mittlerer 18,50 | 1,90 1,70 | 0,60 6,10 | 0,30
Interdstrus
13 spater 0,66 | 060 008 0,15 <0,1 0,60 0,48 075 <0, 0,30 0238 0,75
16 Interdstrus <0,1 0,60 0,48 048 <0, 0,30 0725 065 <0, 0,05 0,01 0,5
19 Prédstrus <0,1 0,05 0,05 0,08 1,30 005 0 0 0,19 0,50 0,01 0,15
21 Ostrus <0, 0,10 0,06 0,10 6,60 0,60 0,60 0,65 2,10 0,10 0,08 0,20

IRS = Immunreaktiver-Score, DZ = Drusenzellen (mittelgrau), SZ = Stromazellen (dunkelgrau), LE = Luminales Epithel (hellgrau), P = Serumprogesteron-Konzentration,

-- = keine Daten vorhanden
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durch eine ansteigende Expressionsintensitdt im mittleren und
spaten Interéstrus bei gleichzeitigem Abfall der Serumpro-
gesteronkonzentrationen aus. Bei Stute 3 wird zusatzlich zum
Zeitpunkt des Pradstrus/Ostrus eine intensivere Expression im
luminalen Epithel beobachtet. In den endometrialen Drisen-
und Stromazellen wird TGF-$3 mit schwacher Intensitét expri-
miert. Offensichtlich erkennbare zyklusbedingte Variationen
liegen in den glanduldren Epithelien nicht vor, wéhrend die
Stromazellen einen leichten Anstieg hinsichtlich der Expres-
sionsintensitét Uber den Zyklusverlauf hinweg zeigen.

Das Enzym MMP-2 (Abb. 5) wird im equinen Endometrium
nur von den Stromazellen exprimiert und ist dort mit einem
Expressionsmaximum im mittleren bis spéten Interdstrus bei
gleichzeitigem Abfall der Serumprogesteronkonzentrationen
zu beobachten (Tab. 10). In den luminalen und glanduléren

C. Kiesow et al.

Epithelzellen kann MMP-2 nicht nachgewiesen werden. Eine
zusammenfassende Darstellung der maximalen Konzentration
der untersuchten Marker mit zelluldrem Reaktionsmuster im

Zyklus erfolgt in Tabelle 11.

Diskussion

Transforming Growth Factor-

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Stief (2006)
wird TGF-a im zyklischen unverdnderten Endometrium der
Stute mit einer starken, diffusen intrazytoplasmatischen
Expression in den Stromazellen und den endometrialen
GefaBstrukturen nachgewiesen. Zyklusabhéngige Schwan-
kungen in der Expression, wie sie fir den Menschen (Ejskjaer

Tab. 8 Zyklusabhéngige TGF-B2-Expression (IRS-Werte) in den endometrialen Strukturen und Serumprogesteronwerte bei drei Stuten
Cycle dependent TGF-B2-expression (IRS-value) of endometrial structures and values of progesterone in serum of three mares

\ Stute 1 Stute 2 \ Stute 3
Zyklusta Zyklusphase RS RS RS RS RS RS RS RS RS
Y S v Ping/ml) DZ sz Plo/mp DZ sz "lo/mh g DZ 4
0 Ostrus 0,19 1,90 - 2,40 - - - - - - -
3 Postostrus 570 1,30 1,80 560 1,40 WE2M 150 1,00 075 . 1,20
5 friher Interdstrus -- -- -- -- 10,80 2,20 0,58 1,80 4,50 1,35 1,90
10 mittlerer 18,50 | 3,30 0,53 1,0 | 3,15 0,55 6,10 1,90 023 0,90
Interdstrus
13 ) i 0,66 | 2,40 0,48 <0,1 1,60 0,57 <0,1 | 3,45 0,30
16 spater Inferdstrus 1 9760 | 0,32 <01 | 2,80 0,55 <01 | 220 0,10
19 Prééstrus <0,1 1,40 0,52 1,30 1,70 0,52 2,40 0,19 | 2,35
21 Ostrus <0,1 1,40 0,45 6,60 2,00 2,10 2,40

IRS = Immunreaktiver-Score, DZ = Drisenzellen (mittelgrau), SZ = Stromazellen (dunkelgrau), LE = Luminales Epithel (hellgrau), P = Serumprogesteron-Konzentration,

-- = keine Daten vorhanden

Tab. 9 Zyklusabhéngige TGF-B3-Expression (IRS-Werte) in den endometrialen Strukturen und Serumprogesteronwerte bei drei Stuten
Cycle dependent TGF-B3-expression (IRS-value) of endometrial structures and values of progesterone in serum of three mares

| Stute 1 Stute 2 ‘ Stute 3
Zyklusta Zyklusphase IRS IRS IRS IRS IRS IRS IRS IRS IRS
Y ° v Ping/ml) g pz sz Ce/mbo g DZ sz Plna/m) g DZ 4
0 Ostrus 0,19 2,65 0,05 0,15 - - - - - - - -
3 Postdstrus 570 0,53 0,60 0,60 5,60 1,60 053 0,30 1,00 1,60 0,60 0,30
5 friher Interdstrus - - - - 10,80 1,20 0,51 0,30 450 2,20 0,53 0,30
10 mitlerer 18,50 | 3,60 0,53 0,30 1,10 4,10 0,56 0,70 6,10 2,30 0,60 0,70
Interdstrus
13 i i 0,66 | 2,70 053 060 <0, 3,70 051 0,60 <0, 360 053 1,10
16 spfer Inferdstrus (| 320 053 060  <0,1 2,70 0,16 0,30 <0, 4,60 0,18 1,20
19 Pradstrus <0,1 420 0,38 0,70 1,30 320 0,26 060 019 [ 510 09 1,9
21 Ostrus <0,1 2,70 0,40 0,70 6,60 1,60 051 060 2,00 | 510 053 1,40

IRS = Immunreaktiver-Score, DZ = Drisenzellen, SZ = Stromazellen, LE = Luminales Epithel (hellgrau), P = Serumprogesteron-Konzentration, --

= keine Daten vorhanden

Tab. 10 Zyklusabhéngige MMP-2-Expression (IRS) in den endometrialen Stromazellen und Serumprogesteronwerte bei drei Stuten
Cycle dependent MMP-2-expression (IRS-value) of the endometrial stroma cells and values of progesterone in serum of three mares

Zyklustag Zyklusphase | P (ng/ml) e IRS SZ | P (ng/ml) e ? IRS SZ | P (ng/ml) e RS SZ
0 Ostrus 0,19 1,50
3 Postdstrus 5,70 1,50 5,60 0,75 1,00 1,50
5 friher Interdstrus -- 10,80 2,50 4,50 2,50
10 mittlerer Interdstrus 18,50 - 1,10 - 6,10
13 0,66 <0,1 <0,1
16 spater Inferdsrus <0,1 3,00 <0,1 1,50 <01
19 Pradstrus <0,1 1,50 1,30 0,75 0,19 1,50
21 Ostrus <0,1 2,50 6,60 0,75 2,10 1,50

IRS = Immunreaktiver-Score, SZ = Stromazellen (dunkelgrau), P = Serumprogesteron-Konzentration, --
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Tab. 11 Zyklusabhéngige endometriale Expression von TGF-a, -1, -p2, -3 und MMP-2 bei drei Stuten
Cycle dependent endometrial expression of TGF-a, -B1, -B2, -B3 and MMP-2 of three mares

Zeitpunkt der maximalen Konzentration

Luminales Epithel

Glandulgres Epithel

Stromazellen

TGF-a (%]
TGF-p1 Interéstrus
TGF-p2 mittlerer bis spéter Interdstrus, peridstrisch

mittlerer Interdstrus
spdter Interdstrus bis Prédstrus/Ostrus

TGF-p3

MMP-2 a

Postéstrus bis mittlerer Interéstrus

kaum zyklusbedingte Variationen

%) keine zyklusbedingten Variationen
Postéstrus bis mittlerer Interéstrus

peridstrisch mittlerer bis spéter Interdstrus, peridstrisch
kaum zyklusbedingte Variationen

%) mittlerer bis spater Interdstrus

= ohne Reaktion

et al. 2005, Imai et al. 1995) und den Hund (Tamada et al.
2005) beschrieben werden, sind beim Pferd im eigenen
Untersuchungsgut nicht festzustellen. Eine Expression in den
luminalen und glanduléren Epithelzellen ist im Gegensatz zu
zahlreichen anderen Spezies (Boomsa et al. 1997, Reis et al.
2005, Tamada et al. 2002, Tamada et al. 2005, Yue et al.
2000) beim Pferd nicht zu beobachten. Eine direkte Beein-
flussung der TGF-a-Expression durch ovarielle Steroide wie
bei der Maus (Nelson et al. 1992) und der Ratte (Borgund-
vaag et al. 1992) scheint bei der Stute nicht vorzuliegen.

Transforming Growth Factor-31

TGF-B1 wird beim Pferd von allen endometrialen Zellen
exprimiert. Die glanduldren Epithel- und Stromazellen weisen

Stromazellen ist bei der Stute im Postéstrus bis mittleren Inter-
dstrus mit Anstieg der Serum-Progesteronkonzentrationen
festzustellen. Lediglich die Untersuchungen von Chegini et al.
(1994) am humanen Endometrium zeigen eine &hnliche
Zyklusdynamik der TGF-f1-Expression.

Transforming Growth Factor-f32

TGF-B2 kann beim Pferd in allen endometrialen Zellen nach-
gewiesen werden. Die luminalen Epithel- und die Stromazel-
len zeichnen sich durch eine geringfigig stérkere Reaktivitat
gegeniber den glanduléren Epithelzellen aus. Eine dominie-
rend in den Stromazellen lokalisierte Expression von TGF-f32
wie sie von Gold et al. (1994), Bruner et al. (1995) und Gai-
de Chevronnay et al. (2008) beim Menschen nachgewiesen

Abb. 1 Expression von TGF-a im zyklischen equinen Endometrium
Stute 1, Tag 10 post ovulationem: hochgradige Expression in allen
endometrialen Stromazellen. Das luminale (L) und glandulédre (G)
Epithel reagieren negativ. (Immunhistologie, Nomarski-Interferenz-
kontrast)

Expression of TGF-a in the equine cyclic endometrium. Mare 1, day
10 post ovulation: strong staining intensity in all endometrial stroma
cells. The luminal (L) and glandular (G) epithelium show negative
reaction. (Immunohistochemistry, Nomarski-interference-contrast)

eine dhnliche maximal gering- bis mittelgradige Expressions-
intensitat auf, die luminalen Epithelien zeigen eine nur
schwach ausgeprégte positive Reaktion. Eine deutliche epi-
thelial (Bruner et al. 1995, Chegini et al. 1994) oder stromal
(Reis et al. 2002) betonte Expression wie sie beim Menschen
im Zyklus nachgewiesen wurde, ist beim Pferd im eigenen
Untersuchungsgut nicht zu beobachten. Der Zeitpunkt der
maximalen Expression in den glanduléren Epithelzellen und
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Abb. 2 Expression von TGF-B1 im zyklischen equinen Endometrium
Stute 3, Tag 10 post ovulationem: gering- bis mittelgradige intrazy-
toplasmatische Expression in den endometrialen Stromazellen (Pfeil)
und glandulédren Epithelzellen (G), Luminales Epithel (L). (Immunhi-
stologie, Nomarski-Interferenzkontrast).

Expression of TGF-B1 in the equine cyclic endometrium. Mare 3, day
10 post ovulation: mild to moderate staining intensity in the endometri-
al stroma cells (arrow), glandular epithelial cells (G) and luminal epi-
thelium (L). (Immunohistochemistry, Nomarski-interference-contrast)

wurde, ist fir die Stute anhand der vorliegenden Ergebnisse
nicht zu belegen. In Ubereinstimmung mit den Untersu-
chungsergebnissen von Bruner et al. (1995) und Gaide Chev-
ronnay et al. (2008) beim Menschen, kann beim Pferd eine
vermehrte TGF-B2-Expression im Interdstrus bis in den peri-
dstrischen Zeitraum in den Stromazellen und in den lumina-
len Epithelien bei gleichzeitigem Abfall der Serum-Proge-
steronkonzentrationen nachgewiesen werden.
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Transforming Growth Factor-f83

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Stief (2006)
kann auch im eigenen Untersuchungsgut TGF-B3 bei der
Stute in allen endometrialen Zellen mit einer dominierenden
Expression in den luminalen Epithelzellen nachgewiesen wer-
den. Offensichtlich erfassbare zyklusbedingte Variationen in
der TGF-B3-Expression in den glanduléren Epithelzellen wie
von Stief (2006) beschrieben, kénnen jedoch im eigenen
Untersuchungsgut nicht festgestellt werden. Der Zeitpunkt
der maximalen Expression von TGF-B3 im luminalen Epithel
tritt insbesondere im Interdstrus auf. Auch Bruner et al.
(1995) erheben im humanen Endometrium &hnliche Befun-
de. Im Gegensatz dazu beobachten Stief (2006) im equinen
Endometrium sowie Gold et al. (1994) und Chegini et al.
(1994) im humanen Endometrium bereits einen Anstieg der
Expression im Ubergang von der Proliferations- zur Sekre-
tionsphase.

Zusammenfassende Betrachtung der zyklusbedingten
TGF-B-Expression im equinen Endometrium

Eine progesteronabhdngige Regulation der Expression der
drei TGF-B-Isoformen, wie sie beim Menschen mittels in vitro
Unfersuchungen belegt werden konnte (Bruner et al. 1995,
Casslen et al. 1998, Kim et al. 2005, Reis et al. 2002, Rodfri-
guez et al. 2008), ist auch beim Pferd anhand der vorliegen-
den Ergebnisse anzunehmen. Eine direkie Regulation der

Abb. 3 Expression von TGF-$2 im zyklischen equinen Endometrium
Stute 2, Tag 10 post ovulationem: kréftige intrazytoplasmatische
Expression in den luminalen Epithelzellen (L), gering- bis mittelgradi-
ge Expression in den Stromazellen (Pfeil) und glanduléren Epithelien
(G). (Immunhistologie, Nomarski-Interferenzkontrast)

Expression of TGF-B2 in the equine cyclic endometrium. Mare 2, day
10 post ovulation: strong staining intensity in the luminal epithelial
cells (L) mild to moderate staining intensity in the endometrial stroma
cells (arrow) and glandular epithelia (G). (Immunohistochemistry,
Nomarski-interference-contrast)

Expression durch Progesteron ist allerdings unwahrscheinlich,
da den Promotoren der TGF-B-Gene vollsténdige Hormon-
Response-Elemente fehlen (Kim et al. 1989b, Kingsley-Kalle-
sen et al. 1999, Lafyatis et al. 1990, Nixon et al. 2000, Taka-
hashi et al. 1994). Eine indirekte Regulation z.B. Gber Trans-
skriptionsfaktoren der Activating Protein-1-Familie (Kim et al.
1989a) bzw. tber cAMP (Lafyatis et al. 1990) ist wahrschein-
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licher. Eine Beurteilung der hormonellen Beeinflussung der
TGF-B-Expression allein anhand immunhistologischer Ergeb-
nisse ist jedoch schwierig, da z.B. TGF-B1 autoinduktiv ist
(Kim et al. 1990) und eine Modulation der TGF-B-Level auch

_,'_. L HE v e g B mo

Abb. 4 Expression von TGF-B3 im zyklischen equinen Endometrium
Stute 1, Tag 10 post ovulationem: kréftige intrazytoplasmatische
Expression von TGF-B3 in den luminalen Epithelzellen (L) und schwa-
che Reaktion in den glanduléren Epithelien (G) und Stromazellen
(Pfeil). (Immunhistologie, Nomarski-Interferenzkontrast)

Expression of TGF-f33 in the equine cyclic endometrium. Mare 1, day
10 post ovulation: strong intracytoplasmatic staining intensity in the
luminal epithelial cells (L) and weak reaction in the glandular epithe-
lia (G) and stroma cells (arrow). (Immunohistochemistry, Nomarski-
interference-contrast)

Abb. 5 Expression von MMP-2 im zyklischen equinen Endometrium
Stute 3, Tag 10 post ovulationem: hochgradige Expression in zahl-
reichen endometrialen Stromazellen des Stratum compactum. Die
luminalen (L) und glanduléren (G) Epithelien reagieren negativ.
(Immunhistologie, Normarski-Interferenzkontrast)

Expression of MMP-2 in the equine cyclic endometrium. Mare 3, day
10 post ovulation: strong staining intensity in many endometrial stro-
mal cells of the stratum compactum. The luminal (L) and glandular
(G) epithelia show negative reaction. (Immunohistochemistry,
Nomarski-interference-contrast)

posttranskriptional ohne De-novo-Proteinsynthese stattfindet
(Assoian et al. 1987, Kim et al. 1992). Untersuchungen der
TGF-B-mRNA-Expression im Zyklus des Pferdes sowie Versu-
che mittels Zellkultur zur Beeinflussbarkeit der TGF-B-Expres-
sion von Stroma- und Epithelzellen durch ovarielle Steroide
wiéren zur definitiven Kldrung einer steroidabhéngigen TGF-
B-Regulation bei der Stute erforderlich.
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Matrixmetalloproteinase-2

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Walter et al.
(2005) wird auch im eigenen Untersuchungsgut im equinen
Endometrium eine kréftige, intrazytoplasmatische Expression
von MMP-2 in den Stromazellen mit einem Expressionsmaxi-
mum im Interéstrus beobachtet. Im Stratum compactum wird
in allen Zyklusphasen in den direkt unterhalb des luminalen
Epithels lokalisierten Stromazellen und sehr dezent auch
extrazellulér eine deutliche Expression von MMP-2 nachge-
wiesen. Im Gegensatz zu Walter et al. (2005) sind im eigenen
Untersuchungsgut im Stratum spongiosum ebenfalls einzelne
Stromazellen mit positiver intrazytoplasmatischer Reaktion
nachweisbar. Der beobachtete Anstieg der stromalen MMP-2-
Expression im Interdstrus mit dem Abfall der Serumprogester-
onkonzentrationen lésst eine Steroidhormon-vermittelte Regu-
lation vermuten. Ahnliche Ergebnisse wurden beim Menschen
mittels in vitro Untersuchungen gewonnen. So weisen Sala-
monsen et al. (1997) und Irwin et al. (1996) eine erhdhte
stromale Sekretion von MMP-2 nach Verminderung der Pro-
gesteronzugabe nach. Hashizume et al. (2003) kann anhand
von bovinen Stomazellkulturen zeigen, dass Progesteron in
niedrigen Dosen die MMP-2-Produktion hemmt und in hohen
Dosen fordert. Die direkte Regulation der Expression durch
Progesteron ist jedoch unwahrscheinlich, da dem MMP-2-
Gen spezifische Hormon-Response-Elemete fehlen (Huhtala
et al. 1990). Eine indirekte Regulation Uber parakrin wirken-
de Zytokine wie z.B. TGF-B (Overall et al. 1989), TNF-o. und
-B sowie IGF-1 (Hashizume et al. 2003) wird in der Literatur
diskutiert. Studien zur hormonellen Beeinflussung der MMP-2-
Expression im equinen Endometrium existieren bislang nicht.
Eine Unterscheidung der Enzymaktivitét (aktiv/inaktiv) von
MMP-2 (Walter et al. 2005) wurde in der vorliegenden Studie

nicht vorgenommen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass bei der Stute eine
zyklusabhéngige Expression der TGF-f-Isoformen sowie des
Enzyms MMP-2 vorliegt. Zur abschlieBenden Klérung, ob es
sich um eine hormonabhéngige Regulation der TGF-f-
Wachstumsfaktoren und des Enzyms MMP-2 bei der Stute
handelt, sind jedoch noch weiterfGhrende Untersuchungen
notig. TGF-a weist im equinen Endometrium anhand der vor-
liegenden Ergebnisse keine Zyklusdynamik auf. Die vorlie-
genden Untersuchungsergebnisse stellen fir die Klérung der
equinen Endometrose, einer irreversiblen degenerativen, fer-
tilitétsrelevanten Erkrankung der Stute (Hoffmann et al. 2009,
Schoon et al. 1997), wichtige Daten dar. Da insbesondere
die Wachstumsfaktoren der TGF-Familie profibrotische Wir-
kungen besitzen (Bassols und Massague 1988, Coker et al.
1997, Hardie et al. 2004, Liu et al. 2001, Sime et al. 1997)
und die Stérungen der EZM (inkl. MMP-2) in der Endometro-
se eine wichtige Rolle Ubernehmen, wirden weiterfGhrende
Untersuchungen an Endometriumbioptaten von Stuten mit
Endometrose im Vergleich zu den hier gewonnenen Erkennt-
nissen magliche Ansétze der bisher ungeklarten Atiopathoge-
nese der Endometrose liefern.
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