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Zusammenfassung

Die Endometrose ist eine irreversible degenerative Erkrankung der Stute und stellt einen Hauptgrund fir equine Infertilitét dar. Die Atio-
pathogenese der Endometrose ist bisher nicht eindeutig gekléart. Daher war das Ziel der Untersuchungen die immunhistologische Charak-
terisierung der glanduléren und stromalen Expression der Wachstumsfaktoren Transforming growth factor-a, -B1, -2, -B3 (TGF-a, TGF-
B1, -p2, -p3) und des Enzyms Matrixmetalloproteinase-2 (MMP-2) innerhalb verschieden differenzierter Endometroseherde. Zudem wurde
der Einfluss einer gleichzeitig auftretenden Endometritis auf das Expressionsverhalten der uterinen Zellen mittels der genannten Marker
innerhalb der Endometroseherde Gberprift. Als Material fir Histologie und Immunhistologie standen Endometriumbioptate von 82 Stuten
mit Endometrose, variabel in Grad und Erscheinungsform, zur Verfigung. Die Stromazellen innerhalb der verschiedenen Endometroseher-
de zeigen im Vergleich zum unverénderten Endometrium vor allem eine verminderte Expression von TGF-o.. Das Expressionsmuster der
TGF-B-Wachstumsfaktoren ist grundsétzlich variabel. Es fallt jedoch auf, dass die Stromazellen, insbesondere in inaktiven Endometrosen,
eine geringere Expression von der TGF-f3-Isoformen aufweisen. Ursache der verminderten TGF-Wachstumsfaktorexpression ist méglicher-
weise eine gestérte hormonelle Stimulation bzw. eine stromale Synthesestérung in Folge verénderter epithelial/stromaler Wechselwirkun-
gen. Das Enzym MMP-2 wird dagegen in den Stromazellen aller Endometroseherde deutlich vermehrt nachgewiesen. Dies ist sehr wahr-
scheinlich Folge der Extrazellularmatrix-Akkumulation innerhalb von Endometrosen und fir die fortschreitende Zerstérung der glanduléren
Basallamina verantwortlich. Die glandulére Expression von den Wachstumsfaktoren der TGF-B-Familie innerhalb der Endometroseherde
gleicht weitgehend der der unverénderten Drisenzellen. Lediglich in destruierenden Endometrosen werden TGF-B2 und sogar die, im
unverénderten Endometrium nur von den Stromazellen exprimierten, Marker TGF-o. und MMP-2 in den involvierten Drisenzellen vermehrt
nachgewiesen. Mégliche Ursachen wdaren eine Diffusion durch die geschadigte glandulére Basallamina bzw. eine Anregung der Synthese
im Rahmen der epithelialen Wundheilung. Eine Stimulation der glanduléren und stromalen Expression der untersuchten Wachstumsfakto-
ren und des Enzyms MMP-2 im Rahmen der Endometrose durch die Anwesenheit von Entzindungszellen konnte nicht nachgewiesen wer-
den. Eine mit der Leber- und Lungenfibrose vergleichbare Schlisselrolle der TGF-Wachstumsfaktoren in der Pathogenese der equinen Endo-
metrose konnte nicht eindeutig belegt werden. Da vor allem die Stromazellen in der Endometrose eine verénderte Expression der Wachs-
tumsfaktoren aufweisen, ist méglicherweise eine primére stromale Fehldifferenzierung der Ausgangspunkt fir die Entstehung der Endome-
frose.
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Pathogenesis of equine endometrosis: Relevance of the growth factors transforming growth factor- o, -p1, -p2 and -f3 and
matrixmetalloproteinase-2

Endometrosis is a irreversible degenerative disease of mares and one major cause for equine infertility. Until now the etio-pathogenesis of
endometrosis is not clarified. The aim of the study was the immunohistochemical characterization of the glandular and stromal expression of
the growth factors Transforming growth factor-a, -B1, -p2 and -3 (TGF-a, TGF-B1, -B2 and -B3) and the enzyme matrixmetallopro-teina-
se-2 (MMP-2) in phenotypical variations of endometrosis. Additionally, the potential effect of a concomitant endometritis on glandular and
stromal growth factor- and enzyme- expression was investigated. For the histomorphological and immunohistochemical examination 82 end-
ometrial biopsies from 82 mares with endometrosis, variable in degree and phenotype, were used. The stromal cells within the different foci
of endometrosis reveal a particularly clearly reduced expression of TGF-a. compared to the unaltered, surrounding endometrium. Basically,
expression patterns of TGF-B-isoforms are variable, however it becomes evident that particularly stroma cells of inactive endometrotic foci
show a lower expression of TGF-B-isoforms. The possible cause of the decreased expression of TGF-growth factors is a disturbed hormonal
stimulation or rather a disturbance of synthesis as a consequence of altered epithelial/stromal interactions. In contrast, the enzyme MMP-2
appears markedly higher concentrated in stroma cells of all foci of endometrosis. This can probably be aftributed to an accumulation of
extracellular matrix within the foci of endometrosis and is responsible for the progressive destruction of the glandular basal lamina. The glan-
dular expression of the growth factors of the TGF-B-family within the foci of endometrosis resembles to a large extent the one seen in unal-
tered gland cells. Elevated concentrations of TGF-B2 and even TGF-o. and MMP-2 markers only being expressed by stroma cells in unalte-
red endometrium, are solely detected in the involved glands of destructive endometrosis. Diffusion through damaged basal lamina of the
gland cells or a stimulation of synthesis within epithelial wound healing might be possible reasons. Regarding endo-metrosis a stimulation of
the glandular and stromal expression of the studied growth factors and the enzyme MMP-2 by presence of inflammatory cells could not be
demonstrated. A definite statement if TGF growth factors have a key role in the pathogenesis of equine endometrosis comparable as the one
they have in liver and lung fibrosis could not be made. Since particularly stroma cells have demonstrated an altered expression of growth
factors in endometrosis a primarily stromal maldifferentiation might be the starting point in the development of endometrosis.
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Einleitung

Die equine Endometrose ist als eine periglanduldre und/oder
stromale endometriale Fibrose einschlieBlich der glanduléren
Alterationen innerhalb der fibrotischen Areale definiert
(Schoon et al. 1995) und stellt eine der Hauptursachen equi-
ner Fertilitdtsstérungen dar (Kenney und Doig 1986). Die peri-
glanduldre Fibrose kann Einzeldrisen betreffen oder soge-
nannte Drisennester bilden (Kenney 1978, Schoon et al.
1995). Eine Quantifizierung des Fibrosegrades ist anhand der
Anzahl periglandulérer Bindegewebsschichten unter Einbe
ziehung der Anzahl fibrotischer Herde pro definierter Fléche
(Tab. 1) im Endometrium méglich (Kenney 1978). Nach
Schoon et al. (1997), Lehmann et al. (2008) und Hoffmann et
al. (2009a, 2009b) werden graduell variable aktive, inaktive
und gemischte Endometrosen, die mit Destruktionen der invol-
vierten Drisenepithelien einhergehen kénnen, unterschieden.
Der Grad der Endometrose nimmt altersassoziiert zu, es
besteht jedoch keine Abhéngigkeit von der Anzahl der Abfoh-
lungen (Schoon et al. 1997), jahreszeitlichen und zyklischen
endokrinen Verdnderungen (Hoffmann 2006). Die Atiopatho-
genese der Endometrose ist bislang unbekannt, sie wird als
progredient verlaufende, irreversible degenerative Erkrankung
(Schoon et al. 1995) angesehen. Einzelne Autoren haben The-
orien zur Atiopathogenese der equinen Endometrose aufge-
stellt, die einerseits eine primére stromale Fehldifferenzierung
mit konsekutiver epithelialer Schadigung fur die Entstehung
der periglanduléren Fibrose verantwortlich machen (Raila
2000). Andererseits wird eine Alteration der endometrialen
Epithelzellen mit partieller Basalmembranschadigung als initi-
ales Ereignis in der Pathogenese der Erkrankung angesehen.
Die darauffolgende ,Gberschiefende” Wundheilungsreaktion
fohrt zur Manifestation der Endometrose im Uterus (Hoffmann
2006, Hoffmann et al. 2009b). Denkbar wére eine Akfivie-
rung der Epithelzellen mit fokaler Uberexpression von TGF-p1,
was eine verstdrkte Migration und Proliferation der Stromazel-
len sowie deren Umwandlung zu sekretorisch aktiven Myofi-
broblasten (Hoffmann 2006, Hoffmann et al. 2009b) anregen
wirde, die nach Raila (2000) eine bedeutende Rolle bei der
Entstehung und dem Fortschreiten der Endometrose einneh-
men. Eine Sekretion von gelatinolytischen Enzymen wie MMP-
2 und -9 ist verantwortlich fir die fortschreitende Schédigung
der Basalmembran bei destruierenden Endometrosen (Hoff-
mann 2006, Hoffmann et al. 2009b). Die verschiedenen
Endometroseformen sind als unterschiedliche, voneinander
unabhéngig ablaufende fibrotische Prozesse zu werten, die
potentiell bis zur vollsténdigen Destruktion der Uterindrisen
fohren (Hoffmann 2006). Eine Schlusselrolle in der Pathoge-
nese dieser Organfibrosen nehmen die Wachstumsfaktoren
der TGF-Familie ein (Zhang et al. 1995, Pardo und Selman
2002, Lewindon et al. 2002). Eine Beteiligung von TGF-a. und
TGF-B3 im Rahmen der uterinen Wundheilung beim Pferd
konnte bereits belegt werden (Stief 2006). Die Ergebnisse die-
ser Studie sollen einer Kldrung der Frage dienen, ob den
Wachstumsfaktoren der TGF-Familie und dem Enzym MMP-2,

Tab. 1
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als potenzieller einflussnehmender Faktor auf die Extrazellular-
matrix (EZM), in der Pathogenese der equinen Endometrose
eine mit anderen Organfibrosen vergleichbare Schlisselrolle
zu-kommt.

Material und Methoden

Tiere

Es standen Endometriumbioptate von 60 Stuten (im Alter von
3 bis Uber 20 Jahren) mit Endometrose unterschiedlich in
Grad und Erscheinungsform sowie Endometriumbioptate von
22 Stuten (im Alter von 3 bis Gber 20 Jahren) mit mittelgradi-
ger Endometrose und gleichzeitig vorliegender mittelgradiger
eitriger (n=16) bzw. nichteitriger (h=6) Endometritis aus dem
Routineeinsendungsmaterial des Institutes fir Veterinar-Patho-
logie der Universitét Leipzig zur Verfigung. Fir die Interpre-
tation der immunhistologischen Befunde der Endometrose
wurden die unverénderten umgebenden endometrialen Struk-
turen der jeweils gleichen Stuten als Kontrolle genutzt. Eine
zusammenfassende Darstellung des verwendeten Tiergutes
und der damit beabsichtigten Untersuchungsziele gibt Tab. 2.
Unter Bericksichtigung der Tatsache, dass die Stute saisonal
polydstrisch ist, wurden nur solche Bioptate mit einer aktiven
endometrialen Funktionsmorphologie verwendet, die wih-
rend der Monate April bis September entnommen wurden.

Histologie

Alle Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme in
4%igem, neutralem, gepuffertem Formalin fixiert, in Paraplast
eingebettet, 3-4 um dicke Schnitte mit Hilfe eines Schlitten-
mikrotoms (Fa. Reichert-Jung, Wien, Osterreich) angefertigt
und anhand von Hé&malaun-Eosin-geférbten Préparaten
(Romeis und Béck 1989) lichtmikroskopisch untersucht. Die
histopathologische Untersuchung der Bioptate basiert auf
den Beschreibungen von Kenney und Doig (1986) und
Schoon et al. (1992, 1997). Die Beurteilung von Endometro-
se, Endometritis und Angiosklerose sowie die morphologi-
schen Kriterien der endometrialen Fehldifferenzierung folgte
entsprechend den Angaben von Kenney (1978) sowie Schoon
et al. (1992, 1997, 2000) und Hoffmann et al. (2009b).

Immunbhistologie

Die immunhistologischen Untersuchungen erfolgten mittels
der Peroxidase-anti-Peroxidase-Methode (PAP), wie von Hoff-
mann et al. (2009b) beschrieben. Fir den Nachweis von
MMP-2, TGF-a,, TGF-B1 und TGF-B3 wurden monoklonale
Primarantikérper verwendet. Der Wachstumsfaktor TGF-B2
wurde mittels eines polyklonalen Primérantikérpers nachge-
wiesen. Die Verdinnungen, Vorbehandlungen und Bezugs-

Ermittlung des Endometrosegrades nach Kenney (1978) / Determination of the degree of endometrosis according to Kenney (1978)

Fibrosegrad

Anzahl der Bindegewebsschichten

Anzahl der fibrotischen Herde*

geringgradig

mittelgradig 4-10
hochgradig >10

<2
2-4
>4

* = bezogen auf ein lineares Feld von 5,5 mm bei vier untersuchten Gesichtsfeldern
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Tab. 2 Ubersicht tber die in der Studie verwendeten Stuten und die verfolgten Untersuchungsziele

Mares investigated in this study and fargets of analysis

.. . . Anzahl Anzahl
Charakterisierung des Untersuchungsmaterials Untersuchungsziel Stuten Bioptate
Roufineein-sendung an das Institut for Veterinar-Pathologie Untersuchung der Expression von TGF-a,, TGF-

" Stufen mif Endomefrose B1,-B 2, - B 3 und MMP-2 in Abhéngigkeit

* mit Vorbericht

« Mérz bis September (1995-2005) von Endometroseform und -grad n=60 n=60

Routineeinsendung an das Institut fur Veterinar-Pathologie Untersuchung méglicher Einflisse der

e Stuten mit Endometrose und mit: Endometritis auf die Expression von

* mgr. eitriger Endometritis TGF-a, TGF-B1,-p 2, - B 3 und MMP-2 in N=16 N=16
oder Abhéngigkeit von Endometroseform und

* mgr. nichteitriger Endometritis -grad n=6b n=6b

mgr. = mittelgradig

Tab. 3 Verwendete Primarantikérper, ihre Bezugsquellen, Vorbehandlungen und Verdiinnungen
Primary antibodies used in immunohistochemistry, sources, pretreatments and dilutions

Antikorper Anti-kérper-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 1100 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) for 30 min ’ Acris Antbodies GmbH, Hiddenhausen
Kaninchen anti-TGF-f2 AK hne Vorbehand| 1:50 sc-90
P onne Yorbehandlung ’ Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Maus anti-TGF-B3 m AK 96°C mit 10 mmol/| Zitratpuffer 1150 GF 16

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

Calbiochem/Merck Chemicals, Darmstadt

m AK = monoklonaler Antikérper, p AK = polyklonaler Antikérper

Tab.4 Zuordnung von Férbeintensitét und SI-Wert / Assignment of staining intensity and Sl value

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

quellen der verwendeten Primarantikdrper werden in Tabelle 3
zusammengefasst aufgefihrt. Die Primérantikérper wurden in
Vorversuchen (Kiesow et al. 2010) am equinen Endometrium
getestet und die optimale Verdiinnung austitriert (Tab. 3).

Auswertung der immunbhistologischen Untersuchungen

Die Erfassung der Expression von MMP-2, TGF-a, TGF-B1,
-p2 und -B3 erfolgte semiquantitativ anhand eines modifizier-
ten ,Immunreaktiven Scores” (IRS) (Ozgen et al. 1997, Ellen-
berger et al. 2008). Es wurde allerdings zusétzlich die Férbe-
intensitét ,angedeutet” (Tab. 4) bericksichtigt. Der ,Immunre-
akfive Score” ergibt sich aus der nachfolgend aufgefihrien
Formel und kann einen Wert zwischen O und 10 einnehmen.

5
RS = 1/100S (PP, x Sl,)
A=
n = Laufindex, PP = Prozentsatz der positiven Zellen, SI = Férbeintensitét

6

For die Schéatzung des Anteils der, die immunhistologischen
Marker exprimierenden Zellen an der Gesamtzellzahl der
ieweiligen Gewebsstruktur innerhalb der Endometrose und
den Vergleich mit den endometrialen Strukturen auflerhalb
der Endometroseherde wurde die in Tab. 5 dargestellte gra-
duelle Einteilung verwendet.

Das histologische Bild eines Endometriumbioptates unter-
scheidet sich mehr oder weniger, je nach Schnittebene. Die
Anzahl der sichtbaren Drisenanschnitte veréndert sich. Eine
geringgradige Variabilitét beziglich des Endometrosegra-
des und der Endometroseform der betroffenen Drisenan-
schnitte ist ebenfalls zu beobachten. Daher wurden inner-
halb eines jeden Bioptates je Schnitt fir die immunhistolo-
gische Untersuchung alle sichtbaren Endometrosenester
und -einzeldrisen nach Endometrosegrad und -form erfasst
und hinsichtlich der Expression der untersuchten Marker
beurteilt.
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Tab. 5: Graduelle Einteilung des Anteils immunhistologischer Marker exprimierender Zellen an der Gesamtzellzahl der jeweiligen Gewebe-

struktur (PP) in und um die Endometrose

Ratio of immunolabelled cells compared to the total number of cells in respective tissue structure (PP) in and around the endometrosis

(+) vereinzelt positive Zellen, maximal 5-10% der Gesamizellzahl
+ einzelne positive Zellen, maximal 20% der Gesamtzellzahl
+(+) mehrere positive Zellen, maximal 40% der Gesamtzellzahl
++ viele positive Zellen, maximal 60% der Gesamizellzahl
++(+) sehr viele positive Zellen, maximal 80% der Gesamtzellzahl

+++ (fast) alle Zellen positiv, 80-100% der Gesamtzellzahl

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

Statistische Untersuchungen

Die stafistische Untersuchung wurde mit dem Statistikpro-
gramm SPSS 14 (SPSS Software-GmbH Minchen) durchge-
fohrt. Die Prifung auf Normalverteilung erfolgte mit dem Kol-
mogorov-Smirnov-Test. Es wurden fur die deskriptive Statistik
der Medianwert und das 1. sowie 3. Quartil berechnet. Die
Signifikanzprifungen zwischen den Datengruppen erfolgte
mit dem Mann-Whitney-U-Test. Statistisch signifikant sind p-
Werte < 0,05.

Ergebnisse
H.-E.-Férbung

Die Endometrose wird histomorphologisch hinsichtlich der
Aktivitat der involvierten Stromazellen in verschiedene
Erscheinungsbilder (aktive, inaktive und gemischte Formen)

Abb. 1 Aktive nichtdestruierende Endometrose. Einzeldrise (ED) mit
zahlreichen, ungeordnet gelegenen ,fibrotischen” Stromazellen (SZ),
diese zeigen eine aktive metabolische Differenzierung mit mittelgro-
Ben bis sehr grofien ovalen hypochromatischen Zellkernen und blas-
sem Zytoplasma. (H.-E.-Férbung)

Active nondestructive endometrosis. Single gland (ED) with several
disordered fibrotic stroma cells (SZ) showing a metabolically active
differentiation with medium to large ovoid hypochromatous nucleus
and pale cytoplasm. (H.-E. staining)

eingeteilt. Bei den aktiven Endometrosen weisen die Stroma-
zellen innerhalb der fibrotischen Herde alle bzw. zum Gber-
wiegenden Teil (= 75%) eine aktfive Differenzierung auf und
besitzen damit mittelgrofie bis sehr grofie, lénglich-ovale bis
unregelmaBig rundoval geformte, hypochromatische Zellker-
ne und ein bauchiges, blasses eosinophiles Zytoplasma (Abb.
1). Innerhalb der inaktiven Endometrose sind alle bzw. der
Uberwiegende Anteil (= 75%) der Stromazellen inaktiv diffe-
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renziert und besitzen spindelférmige, schmale, hyperchroma-
tische Zellkerne sowie ein langgestrecktes Zytoplasma (Abb.
2), wobei die Achse der Stromazellen parallel zur Achse der
benachbarten Drisenepithelien ausgerichtet ist und so ein
,zwiebelschalenartiges” Erscheinungsbild bedingt.

Die Stromazellen innerhalb der gemischten Endometrose zei-
gen zu gleichen Teilen 50% eine aktive und 50% eine inakti-
ve Differenzierung (Abb. 3). Es kénnen Einzeldrisen (Abb. 1
und 2) von der periglanduléren Fibrose betroffen sein oder es
werden Drisennester gebildet (Abb. 3).

Neben der Unterscheidung der stromalen Differenzierung
werden auch Alterationen der involvierten Drisenzellen
beriicksichtigt. So werden nichtdestruierende (Abb. 1) und
destruierende (Abb. 2) Endometrosen unterschieden. Die
glanduléren Alterationen der betroffenen Drisenepithelien
reichen von einer vakuoldren Degeneration bis hin zur voll-
sténdigen Destruktion der epithelialen Anteile.

Abb. 2 Inaktive destruierende Endometrose. Einzeldrise (ED) mit
metabolisch inaktiv differenzierten, parallel zur Achse der Drisenepi-
thelien hin ausgerichteten ,fibrotischen” Stromazellen (SZ) und mul-
tifokalen Destruktionserscheinungen einzelner Epithelien (Pfeile). Die
inaktiv differenzierten Stromazellen sind charakterisiert durch spin-
delférmige, hyperchromatische Zellkerne und ein verléingertes Zyto-
plasma. (H.-E.-Férbung)

Inactive destructive endometrosis. Single gland (ED) with metaboli-
cally inactive fibrotic stroma cells (SZ) which lie parallelly arranged to
the axis of the adjacent gland and multifocal destruction of single
epithelial cells (arrows). The inactive differentiated stroma cells are
characterised by spindle shaped, hyperchromatous nuclei and an
elongated cytoplasm. (H.-E. staining)

Immunhistologie

Einzeldrisen und Drisennester weisen ein weitgehend Uber-
einstimmendes immunhistologisches Reaktionsmuster auf,
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Tab. 6
trialen Gewebe

Immunhistologische Befunde innerhalb der verschiedenen Endometroseherde im Vergleich zum unverénderten umgebenden endome-

Immunohistochemical findings within variable endometrotic foci in comparison to unaltered surrounding endometrial tissue

Nichtdestruierende Endometrose

Vergleich mit unverdndertem, umgebendem Endometrium

Destruierende Endometrose

Endometriale Strukturen Parameter aktive inaktive gemischte aktive inaktive gemischte

TGF-a vy vvv* v vvv* vvyv: vy
TGF-1 %) \AAL %) @ \AAL %)

S;fr”;f’;i';” TGF-p2 \A \AL \A \A \AL \A
TGF-B3 (0] vvv: \ A v* \AAA \A
MMP-2 AAA" AA* AA” AA* AAAT AA*
TGF-a %] & 0] A* A* A*
TGF-p1 %] %] %] & \A v

o e | e e e | a aw
TGF-B3 %] 5] %] 5] %] o]
MMP-2 (0] & 0] A* A* A*

& = keine Expressionsunterschiede, ¥ = geringgradig vermindert, ¥'¥ = mittelgradig vermindert, ¥ ¥ ¥ = hochgradig vermindert, A = geringgradig erhoht,
A A = nittelgradig erhdht, AAA = hochgradig erhdht, * = statistisch signifikant (p<0,05)

Abb. 3 Gemischte nichtdestruierende Endometrose. Drissennest mit
periglanduléren, aktiv (@SZ) und inaktiv (iSZ) differenzierten ,fibroti-
schen” Stromazellen im Verhdaltnis 50:50. (H.-E.-Férbung)

Mixed nondestructive endometrosis. Glandular nest (N) with peri-
glandular fibrotic stroma cells showing a metabolically active (aSZ)
and inactive (iSZ) differentiation in proportion 50:50. (H.-E. staining)

Abb. 4 Expression von TGF-a innerhalb der Endometrose. Einzel-
drise (ED) mit einer gemischten nichtdestruierenden Endometrose.
Aufféllig ist die im Vergleich zu den umliegenden unverénderten Stro-
mazellen (uSZ) verminderte Expression von TGF-a. in den fibrotischen
Stromazellen (SZ). (Immunhistologie, Nomarski-Interferenzkontrast)
Expression of TGF-a within the endometrosis. Single gland (ED) with
mixed nondestructive endometrosis. Notable is the reduced expres-
sion of TGF-a in fibrotic stroma cells (SZ) in compared to the sur-
rounding non affected stroma cells (uSZ). (Immunohistochemistry,
Nomarski-interference-contrast)

8

Abb. 5 Expression von TGF-B2 innerhalb der Endometrose. Dri-
sennest (N) mit einer gemischten nichtdestruierenden Endometrose,
aufféllig die im Vergleich zu den umliegenden unverénderten Stro-
mazellen (uSZ) verminderte Expression von TGF-B2 in den fibroti-
schen Stromazellen (SZ). (Immunhistologie, Normarski-Interferenz-
kontrast)

Expression of TGF-f2 within the endometrosis. Glandular nest (N)
with mixed nondestructive endometrosis, compared fo the surroun-
ding non affected stroma cells (uSZ) the fibrotic stroma cells (SZ)
show a clearly decreased expression of TGF-B2. (Immunohistoche-
mistry, Nomarski-interference-contrast)

Expressionsunterschiede beziglich des Grades ergaben sich
nicht. Die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchun-
gen werden in Tabelle 6 zusammenfassend dargestellt.

Stromazellen in der Endometrose

In allen Endometroseherden wird in den fibrotischen Stro-
mazellen, unabhéngig von ihrer Differenzierung (aktiv, inak-
tiv, gemischt) und dem Vorkommen glandulérer Destruk-
tionserscheinungen, im Vergleich zum unverdnderten Stro-
ma eine statistisch signifikant (p<0,05) verminderte Expres-
sion von TGF-a (Abb. 4) und TGF-B2 (Abb. 5) beobachtet.
MMP-2 (Abb. 6) ist dagegen in den fibrotischen Stromazel-
len aller Endometroseformen statistisch signifikant (p<0,05)
vermehrt nachweisbar. Im Vergleich zum umliegenden
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unverdnderten Stroma wird nur in den inaktiven destruie-
renden und nichtdestruierenden Fibroseherden eine stati-
stisch signifikant (p<0,05) verminderte stromale Expression
von TGF-B1 (Abb. 7) beobachtet. Die Stromazellen inner-
halb aktiver destruierender, inaktiver (destruierender und
nichtdestruierender) und gemischter (destruierender und
nichtdestruierender) Endometroseherde weisen eine stati-
stisch signifikant (p<0,05) verminderte Expression von TGF-
3 (Abb. 8) auf.

Drisenepithelien in der Endometrose

Die glanduldren Epithelien innerhalb der nichtdestruieren-
den Endometroseformen (aktive, inaktive und gemischte) zei-

gen eine den unverdnderten Drisenzellen entsprechende
Expression von TGF-B1, -p2 und -B3. Die involvierten Ute-
rindrisen in den destruierenden Endometroseformen (aktive,
inaktive und gemischte) sind durch eine statistisch signifikant
(p<0,05) erhshte Expression von TGF-B2 (Abb. 9) gekenn-
zeichnet. Sie exprimieren TGF-a. und MMP-2 (Abb. 10), was
sonst lediglich im angrenzenden unverénderten Endome-
trium seitens der Stromazellen erfolgt. Ein statistisch signifi-
kant verminderter (p<0,05) immunhistologischer Nachweis
von TGF-B1 in den glanduléren Epithelien ist nur in den
inaktiven destruierenden und gemischten destruierenden
Fibroseherden nachzuweisen. Die Uterindrisen in allen
destruierenden Endometroseformen sind durch eine, den
unverdnderten Drisenzellen entsprechende, Expression von

TGF-B3 charakterisiert.

Abb. 6 Expression von MMP-2 innerhalb der Endometrose. Dri-
sennest (N) mit einer inaktiven nichtdestruierenden Endometrose, im
Vergleich zu den umliegenden unverénderten Stromazellen (uSZ) zei-
gen die fibrotischen” Stromazellen (SZ) eine deutlich stdrkere
Expression von MMP-2. (Immunhistologie, Normarski-Interferenz-
kontrast)

Expression of MMP-2 within the endometrosis. Glandular nest (N)
with inactive nondestructive endometrosis, compared to the surroun-
ding non affected stroma cells (uSZ) the fibrotic stroma cells (SZ)
show a clearly increased expression of MMP-2. (Immunohistochemi-
stry, Nomarski-interference-contrast)

Abb. 7 Expression von TGF-B1 innerhalb der Endometrose. Ein-
zeldrise (ED) mit einer inaktiven nichtdestruierenden Endometrose,
die fibrotischen Stromazellen (SZ) zeigen eine verminderte Expres-
sion von TGF-B1 im Gegensatz zu den umliegenden unverénderten
Stromazellen (uSZ). (Immunhistologie, Nomarski-Interferenzkon-
trast)

Expression of TGF-B1 within the endometrosis. Single gland (ED) with
inactive nondestructive endometrosis, the fibrotic stroma cells (SZ)
show a reduced expression of TGF-1 in contrast fo the the surroun-
ding non affected stroma cells. (Immunohistochemistry, Nomarski-
inferference-contrast)
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Abb. 8 Expression von TGF-B3 innerhalb der Endometrose. Einzel-
drise (ED) mit inaktiver destruierender Endometrose. Die ,fibroti-
schen” Stromazellen (Pfeil) zeigen eine verminderte intrazytoplasma-
tische Expression von TGF-B3 im Gegensatz zu den umliegenden
unverénderten Stromazellen (uSZ). (Immunhistologie, Nomarski-
Interferenzkontrast)

Expression of TGF-B3 within the endometrosis. Single gland (ED) with
inactive destructive endometrosis, notable is the reduced expression
of TGF-B3 in fibrotic stroma cells (arrow) compared to the surroun-
ding non affected stroma cells (uSZ). (Immunohistochemistry,
Nomarski-interference-contrast)

Abb. 9 Glandulére Expression von TGF-B2 innerhalb der destruie-
renden Endometrose. Drisennest (N) mit gemischter destruierender
Endometrose, die destruierten Drisenepithelzellen zeigen im Ver-
gleich zu unveréinderten Drisenzellen (uD) eine deutlich stérkere
Expression von TGF-B2 (Pfeile). (Immunhistologie, Normarski-Interfe-
renzkontrast)

Glandular expression of TGF-2 within the destructive endometrosis.
Glandular nest (N) with mixed destructive endometrosis, compared to
the unaltered glandular cells (uD) the destroyed glandular epithelial
cells show a clearly increased expression of TGF-2 (arrows). (Immu-
nohistochemistry, Nomarski-interference-contrast)
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Tab. 7 Expression von TGF-B2 und -3 innerhalb der Stromazellen der Endometroseherde mit Endometritis (eitrig und nichteitrig) im Vergleich

zum unverénderten, umgebenden endometrialen Gewebe

Expression of TGF-B2 and -B3 of stroma cells within endometrotic foci in endometria with endometritis (suppurative and nonsuppurative) in com-

parison to unaltered surrounding endometrial tissue

TGF-p2 Endometritis TGF-p3
Endometrose nichteitrige eitrige nichteitrige eitrige

akfive %) %) & (%)

nichtdestruierende inaktive (%] v* \AAA \AAA
gemischte 6] 6] \AA &)
akfive %) 4] (%] 9]

Destruierende inaktive 6] \ & \AAA \AAA
gemischte 6] \ & \AA %)

@ = keine Expressionsunterschiede, ¥ = geringgradig vermindert, ¥ ¥ = mittelgradig vermindert, ¥ ¥'¥ = hochgradig vermindert, * = statistisch signifikant (p<0,05)

Stromazellen in der Endometrose bei gleichzeitigem Vorliegen
einer Endometritis

Das gleichzeitige Auftreten einer Endometritis (nichteitrige
bzw. eitrige) beeinflusst das Expressionsverhalten der fibroti-
schen Stromazellen, hinsichtlich der Expression von TGF-a,
TGF-B1 und MMP-2, nicht. Einzelne Endometroseformen zei-
gen bei gleichzeitigem Auftreten einer Endometritis (nichteitri-
ge bzw. eitrige) ein abweichendes stromales Expressionsmu-
ster von TGF-f2 und TGF-B3, welches in Tabelle 7
zusammenfassend dargestellt wird.

Driisenepithelien in der Endometrose bei gleichzeitigem Vor-
liegen einer Endometritis

Das glandulére Expressionsmuster des Wachstumsfaktors TGF-
B3 innerhalb der verschiedenen Endometroseherde wird durch
das gleichzeitige Auftreten entzindlicher Alterationen nicht
beeinflusst. Die Drisenzellen innerhalb destruierender End-
ometroseherde in Endometrien mit eitriger bzw. nichteitriger
Endometritis zeigen eine dem unverdnderten, umgebenden
Endometrium gleichende Expression von TGF-1 und -p2.

Abb. 10 Glandulére Expression von MMP-2 innerhalb der destru-
ierenden Endometrose. Drisennest (N) mit gemischter destruierender
Endometrose und multifokaler kréftiger basaler Expression von MMP-
2 in den geschddigten Drisenepithelzellen (Pfeile) und den fibrofi-
schen Stromazellen (SZ). (Immunhistologie, Normarski-Interferenz-
kontrast)

Glandular expression of MMP-2 within the destructive endometrosis.
Glandular nest (N) with mixed destructive endometrosis and multifo-
cal strong basal located expression of MMP-2 in the destroyed glan-
dular epithelial cells (arrows) and the fibrotic stroma cells (SZ).
(Immunohistochemistry, Nomarski-interference-contrast)
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Abb. 11 Schematische Darstellung der méglichen Pathogenese der
equinen Endometrose
Shematic display of the possible pathogenesis of equine endometrosis

Diskussion

Die equine Endometrose stellt eine der Hauptursachen equiner
Fertilitatsstérungen dar (Kenney und Doig 1986). Nach Schoon
et al. (1997), Lehmann et al. (2008) und Hoffmann et al.
(2009a, 2009b) werden graduell variable aktive, inaktive und
gemischte Endometrosen, die mit Destruktionen der involvier-
ten Drisenepithelien einhergehen kénnen, unterschieden. Der
Grad der Endometrose nimmt altersassoziiert zu, es besteht
iedoch keine Abhdngigkeit von der Anzahl der Abfohlungen
(Schoon et al. 1997), jahreszeitlichen und zyklischen endokri-
nen Verénderungen (Hoffmann 2006). Die Endometrose gilt
als progredient verlaufende, irreversible degenerative Erkran-
kung (Schoon et al. 1995), hochgradige sowie mittelgradige
destruierende Endometroseformen sind mit einer besonders
schlechten Prognose assoziiert (Lehmann et al. 2008). Die Atio-
pathogenese der Endometrose ist bislang unbekannt. Da im
Rahmen der Pathogeneseforschungen anderer Organfibrosen,
2.B. Leber- und Lungenfibrose, v.a. den profibrotischen Wachs-
tumsfaktoren der TGF-Familie (Zhang et al. 1995, Pardo und
Selman 2002, Lewindon et al. 2002) und dem Enzym MMP-2
(Zhanh et al. 1995, Pardo und Selman 2002, Lewindon et al.
2002) eine Schlisselrolle zugesprochen wird, sollte die vorlie-
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gende Studie die Frage kldren, ob und inwieweit den TGFs und
dem Enzym MMP-2 in der Atiopathogenese der equinen End-
ometrose eine dhnliche Bedeutung zukommt.

Das Vorkommen der Wachstumsfaktoren TGF-ar, -B1, -2 und
-B3 sowie des Enzyms MMP-2 im zyklischen equinen unverén-
derten Endometrium wurde bereits von Kiesow et al. (2010)
beschrieben, detaillierte Untersuchungen zur immunhistologi-
schen Expression der TGF-Wachstumsfaktoren im Rahmen der
equinen Endometrose existierten bislang jedoch nicht.

Die Stromazellen innerhalb der verschiedenen Endometrose-
herde zeigen im Vergleich zum unverénderten Endometrium
eine zum Teil deutlich verminderte Expression von TGF-a,
TGF-B2, TGF-B3 (exkl. der aktiven nichtdestruierenden End-
ometrosen) und TGF-B1 (nur inaktiven Endometrosen). Dies ist
moglicherweise auf eine gestérte/verminderte hormonelle Sti-
mulation der Stromazellen durch eine verénderte Hormonre-
zeptorexpression zuriickzufihren, wie sie von Hoffmann
(2006) nachgewiesen wurde. Die Abkopplung der endo
metrotischen Herde von den peripher zirkulierenden Steroid-
hormonen kénnte somit die Expression der TGF-B-Isoformen
direkt oder indirekt beeinflussen. Insbesondere die inaktiv dif-
ferenzierten Stromazellen zeichnen sich durch eine stark ver-
minderte TGF-f-Expression aus. Urséchlich ist méglicherweise
eine geringere metabolische Aktivitat der inaktiven Stromazel-
len vom Typ Il (Raila 2000) und Myofibroblasten (Hoffmann
2006) innerhalb der inaktiven Fibrosenester zu diskutieren.
Untersuchungen belegen, dass die Stromazellen innerhalb
inakfiver Endometroseherde eine, im Vergleich zum unverén-
derten Gewebe, geringere Proliferationaktivitdt aufweisen
(Hoffmann 2006). Neben der verminderten Proliferation wdre
auch eine Einschrénkung der stromalen Syntheseleistung in
Folge verdnderter epithelial/stromaler Wechselwirkungen vor-
stellbar. Das Enzym MMP-2 wird dagegen in den Stromazellen
aller Endometroseherde, unabhédngig von deren Differenzie-
rung und dem Auftreten glandulérer Alterationen, deutlich ver-
mehrt nachgewiesen, dies ist sehr wahrscheinlich Folge der
EZM-Akkumulation innerhalb der Endometroseherde (Walter
et al. 2005) und fir die fortschreitende Zerstérung der glan-
duldren Basallamina verantwortlich. Eine direkte Anregung
der MMP-2-Produktion durch die Wachstumsfaktoren der
TGF-B-Familie (Overall et al. 1989) ist in den endometrialen
Stromazellen anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht wahr-
scheinlich. Allein eine erhdhte MMP-2-Expression kann jedoch
nicht fir die zunehmende Destruktion der Drisenzellen inner-
halb der Endometroseherde verantwortlich gemacht werden,
da stromale Expressionsunterschiede zwischen destruierenden
und nichtdestruierenden Endometroseherden, sowie gradab-
héngige Unterschiede nicht feststellbar sind. Aktivitétsunter-
schiede des Enzyms in den unterschiedlich differenzierten
Endometroseherden sind wahrscheinlich. Eine Unterscheidung
zwischen der aktiven und inaktiven Form des Enzyms mittels
des verwendeten Antikérpers ist jedoch nicht méglich, weitere
Untersuchungen sind diesbeziglich notwendig. Von Walter et
al. (2005) wurde mittels Gelatin-Zymographie in Endometrien
mit Endometrose eine erhdhte Aktivitét von MMP-2 festgestellt.

Die glandulére Expression der Wachstumsfaktoren der TGF-f-
Familie innerhalb der Endometroseherde gleicht weitgehend
der der unverdnderten umgebenden Drisenzellen. Lediglich in
destruierenden Endometrosen werden TGF-2 und sogar die,
im unverdnderten Endometrium nur von den Stromazellen
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exprimierten, Marker TGF-a. und MMP-2 in den involvierten
Drusenzellen vermehrt nachgewiesen. Mégliche Ursachen
wdéren eine Diffusion durch die geschadigte glandulére Basal-
lamina bzw. eine Anregung der Synthese im Rahmen der epi-
thelialen Wundheilung (Stief 2006). Die verminderte glandu-
lére Expression von TGF-B1 in inakfiven und gemischten
destruierenden Endometroseherden ist maglicherweise auf
Synthesestérungen durch verdnderte epithelial/stromale
Wechselwirkungen in Folge von Destruktionsvorgéngen im
Bereich der glanduléren Basallamina zurickzufihren. Eine
intokte Basallamina, die als Mediator der vom Stroma ausge-
henden Signale fungiert, ist Grundvoraussetzung fir eine
intakte parakrine Beziehung zwischen Stroma und Epithel (Lin
und Bissell 1993, Arnold et al. 2001). Die geschadigte glan-
dulére Basallamina innerhalb der Endometroseherde ist wahr-
scheinlich nicht mehr in der Lage, die komplexen parakrinen
Beziehungen zwischen Drisen- und Stromazellen zu steuern
(Hoffmann 2006). Zudem werden stromal/epitheliale Kontak-
te (Raila 2000) sowie direkte Kontakte der Epithelzellen mit der
veréinderten Extrazellularmatrix erméglicht und somit die glan-
dulére Fehldifferenzierung geférdert (Hoffmann 2006).

In Endometrien mit entzindlichen Alterationen weist lediglich
das stromale und glandulére Expressionsmuster von TGF-2
und -B3 innerhalb einzelner Endometroseformen Expressions-
unterschiede im Vergleich zu Endometrien ohne Endometritis
auf, die jedoch keine eindeutige Interpretation zulassen. Eine
deutliche Anregung der glanduléren und stromalen Expres-
sion der TGF-Wachstumsfaktoren und des Enzyms MMP-2 im
Rahmen der Endometrose durch die Anwesenheit von Entziin-
dungszellen ist nicht zu belegen. In Ubereinstimmung mit
Hoffmann (2006) missen am fortschreitenden Prozess der
Endometrose daher weitere, bisher unbekannte, entziin-
dungsunabhéngige Faktoren beteiligt sein.

Die Pathogenese der Endometrose kann nicht mit der ande-
rer Organfibrosen gleichgesetzt werden. Das Uberwiegend
verminderte stfromale Expressionsmuster der Wachstumsfakto-
ren stitzt dagegen die Theorie einer primdren stromalen Fehl-
differenzierung (Raila 2000) als Ausgangspunkt der Endome-
trose. Aus den in dieser Studie dargestellten Ergebnissen kon-
nen hinsichtlich der Pathogenese der Endometrose die nach-
folgenden Hypothesen abgeleitet werden, die in Abb. 11
schematisch dargestellt sind.

Denkbar wére, dass eine Schadigung der Basallamina, die
mdglicherweise mit einer partiellen Verdickung einhergeht,
das initiale Ereignis in der Entstehung eines fibrotischen Her-
des im Rahmen der Endometrose darstellt. So vermuten
bereits Penney und Rosenkrans (1984), dass eine geschadig-
te Basallamina reparative Prozesse stimuliert, die zunéchst in
einer nur elekironenmikroskopisch erkennbaren Verdickung
resultieren. Auch Raila (2000) beobachtet in frihen Endome-
trosestadien eine partielle Basallaminaverdickung.

Faktoren, die eine solche Alteration beginstigen kénnten, sind
vielféltig. So waren eine periglandulér lokalisierte Endometritis
oder eine Perivaskutitis/Vaskulitis mit ausgeprégtem Endothel-
zellschaden ebenso denkbar wie beispielsweise fokale Hypo-
xien durch mittel- bis hochgradige Angiosklerosen. Durch die
geschédigten Basalmembranstrukturen ist eine Diffusion von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren méglich. Zudem kann es
zu direkten Kontakten zwischen Epithel- und Stromazellen
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kommen, die gestérte epithelial-stromale Wechselwirkungen
zur Folge haben. Diese Interaktionen und auftretende hormo-
nelle Dysbalanzen kénnen eine stromalen Fehldifferenzierung
férdern. Diese Mechanismen resultieren dann in der ,begin-
nenden Fibrose”, die neben einer dezenten Basallaminaalte-
ration durch die fokale periglandulére Akkumulation von Stro-
mazellen (durch die Migration zum Ort der Schéadigung) und
deren Kollagensynthese charakterisiert ist (Raila 2000). Stro-
mal synthetisierte profibrotische Wachstumsfaktoren und Zyto-
kine, wie beispielsweise PDGF, TNF-a,, CTGF u.a., die bei ver-
schiedenen Gewebsfibrosen nachgewiesen wurden (Anfonia-
des et al. 1990, Kapanci et al. 1995, Leask et al. 2002,
Novosyadlyy et al. 2006), kénnen zusammen die Stromazell-
proliferation, deren Umdifferenzierung zu Myofibroblasten
sowie eine gesteigerte EZM-Synthese induzieren. Ein solches
Milieu teils synergistisch wirkender Wachstumsfaktoren und
Zytokine fuhrt moglicherweise zu der Entstehung der fur die
Endometrose typischen fibrotischen Herde.

Durch die periglandulare Zubildung von Bindegewebe entsteht
eine Diffusionsbarriere mit Abkopplung der Drisenzellen inner-
halb der Endometroseherde von den peripher zirkulierenden
Hormonen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Folge ist eine
glandulére Fehldifferenzierung bzw. Degeneration der Drisen-
zellen durch eine hypoxische Schédigung und zelluléren Min-
derernéhrung (Raila 2000). Die Fahigkeit der Myofibroblasten
zur Freisetzung der die Basallamina degradierenden MMP-2
(Selman et al. 2000, Ramos et al. 2001) und die vermehrte
EZM-Akkumulation innerhalb der Endometroseherde fihrt
wahrscheinlich zu der in dieser Arbeit beobachteten vermehrten
MMP-2-Expression. Die gelatinolytische Wirkung dieses Enzyms
ist fr die fortschreitende Zerstérung der glanduléren Basalla-
mina und durch die Destruktion der Drisenzellen fir die Mani-
festation der destruierenden Endometrose verantwortlich.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine mit der
Leber- und Lungenfibrose vergleichbare Schlisselrolle der
TGF-Wachstumsfaktoren in der Pathogenese der equinen End-
ometrose anhand der vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit
nicht eindeutig belegt werden kann. Eine generell erhéhte epi-
theliale und/oder stromale TGF-Wachstumsfaktor-Expression
im Sinne einer , UberschieBenden” Wundheilungsreaktion wur-
de in der equinen Endometrose nicht nachgewiesen. Lediglich
TGF-a und TGF-B2 waren in den involvierten Drisenzellen
destruierender Endometrosen vermehrt nachweisbar. Dabei
handelt es sich sehr wahrscheinlich mehr um eine Anregung
der epithelialen Expression als reaktiven Prozess im Rahmen
der epithelialen Reparation und weniger um eine primdre Auf-
regulierung der Synthese dieser Faktoren. Inwieweit anderen
profibrotischen Wachstumsfaktoren, wie z. B. PDGF (Pinzani et
al. 1996, Hoyle et al. 1999), EGF (Kémives et al. 2000),
CTGF (Panet al. 2001, Leask et al. 2002), BFGF (Thornton et
al. 1992, Fibbi et al. 1999) und IGF-1 (Saile et al. 2004,
Novosyadlyy et al. 2006), die in anderen Organfibrosen
nachgewiesen wurden, in der Pathogenese der equinen End-
ometrose eine moglicherweise gréfiere Bedeutung zukommt,
muss in nachfolgenden Studien geklart werden.
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