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1 Einleitung
Als Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser-Syndrom (MRKH-Syndrom, MRKHS) wird

eine von Geburt an vorhandene Aplasie des Uterus, der Zervix und der oberen
zwei Drittel der Vagina bei Frauen mit einem normalen weiblichen 46, XX-
Karyotyp bezeichnet. Zugrunde liegend ist eine Unterbrechung der normalen
embryonalen Entwicklung des weiblichen Genitaltraktes im ersten Trimester der
Schwangerschaft (4.-12. Woche), wobei es zu einer Hemmungsfehlbildung der
Mullerschen Gange (Ductus paramesonephricus) kommt [128]. Da die Ovarien
in der Regel funktionstlchtig sind, zeigen die Patientinnen einen sonst
unauffalligen weiblichen Phanotyp mit regelrecht ausgebildetem &aufllerlichem
Genitale und unauffalligen sekundaren Geschlechtsmerkmalen [19].
Das MRKH-Syndrom tritt mit einer Inzidenz von einer aus 4.500 weiblichen
Lebendgeburten auf [1, 38, 63] und stellt mit 15-20% die zweithaufigste Ursache

fur eine primare Amenorrhoe dar [19, 63].
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1.1 Embryologische Entwicklung des weiblichen Genitaltrakts
Zum besseren Verstandnis der Fehlbildungen, die dem MRKH-Syndrom
zugrunde liegen, soll an dieser Stelle ein kurzer Uberblick Uber die

embryologische Entwicklung des weiblichen Genitaltrakts gegeben werden.

Mit der flnften Fetalwoche beginnt in einem Embryo die Entwicklung der
zunachst undifferenzierten Gonaden. Zuerst verdickt sich das Zélomepithel und
Mesenchym medial der Mesonephros und formt die paarigen Gonadenleisten. In
der 6. Fetalwoche wandern die primordialen Keimzellen (Urkeimzellen) entlang
des dorsalen Mesenteriums des Hinterdarms in das Mesenchym der
Gonadenleisten ein [78]. Wahrend ihrer Ankunft kommt es durch weitere
Proliferation des Zoélomepithels zur Ausbildung der Keimstrange. Diese formen
sich aus primordialen Keimzellen, dem Mesothel der hinteren Abdominalwand
und dem angrenzenden Mesenchym [78]. Dieser Zustand wird auch als
indifferente Gonadenanlage bezeichnet, da noch nicht zwischen mannlich und
weiblich unterschieden werden kann. Bei Mannern kommt es durch die Sex
determing region des Y-Chromosoms zur Expression des SRY-Proteins, welches
die Ausbildung von Sertoli- und Leydigzellen und damit eine mannliche
Differenzierung der Gonadenanlage bewirkt [78, 129]. In Abwesenheit eines Y-
Chromosoms entstehen bei Frauen aus dem Kortex der indifferenten
Gonadenanlage die sekundaren Keimstrange, wahrend die primaren
Keimstrange degenerieren. Die sekundaren Keimstrange stellen das Reservoir
fir die primordialen Keimzellen dar, wobei ungefahr ab der 10. Fetalwoche

erstmals das Ovar abgegrenzt werden kann [78, 129].

FUr die Entstehung der inneren Geschlechtsorgane sind paarige, zunachst
indifferente  Gangsysteme verantwortlich. Die Miuller-Gange (Ductus
paramesonephricus) entwickeln sich in ihrer ersten Phase in der siebten
Fetalwoche als eine fokale Einstllpung des Zdélomepithels am oberen Pol des
Mesonephros [78]. In ihrer zweiten Phase wachsen die paarigen Muller-Gange
nach kaudal bis zum Sinus urogenitalis und Uberkreuzen dabei jeweils den
Ductus mesonephricus (Wolff-Gang), so dass sie in der achten Fetalwoche
medial davon liegen [78] und bis in das Becken reichen. Dort kommt es nun zur

Fusion der beiden Millerschen Gange [78, 129].
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Wahrend die erste Entwicklungsphase der Miller-Gange mit Invagination des
Zolomepithels unabhangig von den Wolff-Gangen verlauft, scheint fur ihre
Elongation nach kaudal die Prasenz der Wolff-Gange unabdingbar zu sein, auch
wenn die Wolff-Gange keine Zellen zur Entwicklung der Muller-Gange beitragen
[131]. So fuhrte die selektive Inaktivierung von LHX1/Lim1 in den Wolff-Gangen
im Mausmodell zu einem Entwicklungstopp derselben und konsekutiv zu einer
unvollstandigen Entwicklung der Miller-Gange [99, 131]. WNT9B, ein
sezerniertes Glykoprotein und Mitglied der WNT-Familie, wird in der
Embryonalphase im Epithel der Wolff-Gange exprimiert. Sein Knockout flhrt im
Mausmodell zu einem Ausbleiben des Wachstums der Miller-Gange nach
kaudal bei erhaltener Entwicklung der Wolff-Gange [27]. WNT9B scheint daher
als Signal der Zellen der Wolff-Gange fur die zweite Phase des Wachstums der

Muller-Gange notwendig zu sein [27, 131].

Ab diesem Punkt trennt sich die weitere Entwicklung abhangig vom Geschlecht.
Bei Mannern fuhrt das Testosteron aus den Leydig-Zellen des Hodens zur
weiteren Ausdifferenzierung der paarigen Wolff-Gange zum Nebenhoden, den
Samenleitern und Samenblaschen. Die Muller-Gange hingegen degenerieren
durch das Anti-Mller-Hormon, das von den Sertoli-Zellen im Hoden gebildet wird
[129].

Hingegen kommt es bei Frauen durch das Fehlen des SRY-Gens zur weiteren
Ausdifferenzierung der Muller-Gange [129]. Die nicht-verschmolzenen kranialen
Anteile der Muller-Gange entwickeln sich zu den spateren Tuben, wobei die
Spitze des jeweiligen Ganges offen zur spateren Peritonealhdhle bleibt und den
Fimbrientrichter bildet [78, 120, 129]. Im oberen Bereich der verschmolzenen
Gange bildet sich der spatere Uterus, wobei das enthaltene Mesoderm fir die
Bildung von Myometrium und Endometrium verantwortlich ist [78, 120]. Die
kaudalen Anteile der fusionierten Gange formen die oberen zwei Drittel der
Vagina. Zunachst besteht noch eine mediane Zwischenwand der Muller-Gange
im Bereich des Cavum uteri, die sich normalerweise um die 20. Woche
zuruckbildet. Sollte dies nicht der Fall sein, kann ein septierter Uterus entstehen
[78, 120]. Das untere Drittel der Vagina entwickelt sich aus dem Sinus

urogenitalis und entsteht daher unabhangig von den Muller-Gangen [152]. Durch
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das Fehlen von Androgenen degenerieren die Wolff-Gange bei Frauen bis zum
dritten Monat, wobei funktionslose Uberbleibsel wie der Gartner-Gang vorhanden
bleiben [78, 129].

Fehler im Vorgang der Verschmelzung der Miller-Gange in der 4. bis 12.
Schwangerschaftswoche, welcher auch als ,Millerian Organogenesis®
bezeichnet wird [78], kbnnen zu einer Vielzahl an Fehlbildungen des weiblichen
Genitaltraktes fuhren [129, 152]. Diese werden als Miuller-Gang-Anomalien
zusammengefasst und haben eine Pravalenz in der Allgemeinbevélkerung von
bis zu 6,7% [29, 154]. Auch das MRKH-Syndrom zahlt als Hemmungsfehlbildung
der Muller-Gange mit konsekutiver Aplasie von Uterus und Vagina zu dieser

Gruppe.

Sowohl der Genitaltrakt als auch die Nieren entstehen aus intermediarem
Mesoderm, wodurch ihre Entwicklung embryologisch eng gekoppelt ist. Das
intermediare Mesoderm steht zudem in nahem raumlichen Bezug zum paraxialen
Mesoderm, aus dem die Bildung der Somiten und damit auch die spateren
Wirbelkorper, Rippen und Muskeln hervorgehen [70]. Hierbei scheint es auch
funktionelle Abhangigkeiten zu geben, so flhrte die einseitige Unterbrechung des
Kontakts zwischen dem intermediaren und paraxialen Mesoderm zu einem
Ausbleiben der Entwicklung der Niere auf dieser Seite bei Hilhnerembryonen
[113]. Der enge Bezug dieser Systeme erklart, wieso Fehlbildungen des
Genitaltraktes haufig mit renalen oder skelettalen Anomalien einhergehen

konnen.
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1.2 Kilinische Aspekte des MRKH-Syndroms

Durch die funktionierenden Ovarien zeigen Patientinnen mit MRKH-Syndrom
weibliche Hormonspiegel, die mit denen von gesunden Gleichaltrigen
vergleichbar sind [19, 162]. Eine Hyperandrogenamie scheint dabei signifikant
haufiger bei MRKHS-Patientinnen aufzutreten, meist ohne klinische Zeichen wie
Hirsutismus [79, 130]. Durch die weiblichen Hormone weisen die sekundaren
Geschlechtsmerkmale (Brustwachstum und Schambehaarung) der Patientinnen
eine regel- und zeitgerechte Entwicklung auf und auch das aulere Genitale mit
Labien und Kilitoris ist normal entwickelt [19, 38]. Die Vagina entspricht jedoch
meist nur einem Vaginalgribchen von variabler Lange (0,1 - 6 cm), welches
haufig von einem hypoplastisch bis normal ausgepragten Hymenalsaum bedeckt
wird [19].

Als Folge der Hemmungsfehlbildung kommt es zur Ausbildung eines nur
rudimentaren Uterus, meist in Form von ein bis zwei Uterusknospen jeweils am
proximalen Tubenende. Diese Uterusknospen werden bis zu mehreren
Zentimetern grof und kdnnen neben Myometrium auch endometriales Gewebe
beinhalten [147]. Die Beschrankung der Malformation auf das innere Genitale
verzogert haufig die Diagnosestellung und Patientinnen werden oftmals erst
durch eine primare Amenorrhoe ohne Unterbauchbeschwerden im Jugendalter

oder eine unzureichende bis fehlende Kohabitationsfahigkeit auffallig [19].

Bezuglich der Manifestation werden zwei verschiedene Typen des MRKH-
Syndroms unterschieden: Typ | ist charakterisiert durch eine isolierte Aplasie
bzw. Hypoplasie von Uterus und Vagina. Typ Il hingegen ist mit zusatzlichen
nicht-genitalen Fehlbildungen assoziiert, wobei die Haufigkeitsangaben fiir diese
Form des MRKH-Syndroms flir Patientenkohorten aus Zentraleuropa in der
Literatur von 35,2% bis zu 53% reichen [82, 126, 128, 140, 149]. Oftmals
betreffen die assoziierten Deformitaten das Nierensystem, bspw. in Form einer
einseitigen Nierenagenesie, einer Beckenniere oder einer Doppelniere [128]. Am
zweithaufigsten sind skelettale Fehlbildungen, welche vorwiegend die
Wirbelsaule (Skoliose, Blockwirbel und das Klippel-Feil-Syndrom [164]), aber

auch das Gesicht (faziale Asymmetrie [191]) und die Extremitaten (bspw.
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Ektrodaktylie [111], fehlender Radius [6], Brachymesophalangie [163]) betreffen
konnen [126, 128, 141].

In selteneren Fallen werden auch Mittel- oder Innenohrdeformitaten wie
Stapesankylose [43] und/oder Schwerhorigkeit [165], sowie Kkardiale
Fehlbildungen wie Pulmonalstenosen [100], Fallot-Tetralogie [109] oder atriale
Septumdefekte [60] beobachtet.

In 5-15% [141, 149] der Falle liegen sowohl renale als auch skelettale
Veranderungen kombiniert mit einer uterovaginalen Aplasie vor. In diesen Fallen
spricht man auch von einer MURCS-Assoziation (Aplasie der Mdullerschen
Gange, Nierenaplasie und Dysplasie der zervikothorakalen Somiten). Diese
komplexe Kombination wird auf mogliche Veranderungen im Blastem der
Vornieren-Gange  (Pronephros) und der zervikothorakalen Somiten
zuruckgefuhrt, da diese eine enge raumliche Beziehung gegen Ende der 4.
Embryonalwoche aufweisen [50]. Veranderungen zu diesem Zeitpunkt kdnnten
sowohl die Entwicklung der Wirbelkorper, Rippen und oberen Extremitaten
beeinflussen, als auch zu Nierenfehlbildungen und einer Muller-Gang-Aplasie
fuhren [50, 74].

Interessanterweise ergab eine Studie von Pan et al. aus dem Jahr 2016, welche
eine Kohorte von 594 chinesischen MRKHS-Patientinnen analysierte, eine
deutlich geringere Rate an assoziierten Fehlbildungen. Lediglich 43 der 594
Patientinnen (7.2%) wiesen assoziierte Malformationen auf, wobei
Nierenfehlbildungen am haufigsten vorkamen [133]. Eine andere Studie von
Wang et al. (2017) wiederrum ergab eine Fehlbildungsrate von 46% innerhalb
einer chinesischen Kohorte von 92 MRKHS-Patientinnen [182]. Dies unterstreicht
vor allem die Heterogenitat des MRKH-Syndroms, wobei geographische bzw.
ethnische Unterschiede sowohl bezlglich der Haufigkeit assoziierter
Fehlbildungen als auch hinsichtlich der zugrunde liegenden Atiologie anhand der

genannten Daten moglich erscheinen.
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1.3 Diagnostik und Therapie des MRKH-Syndroms

1.3.1 Diagnostik

Der unauffallige weibliche Phanotyp und die Beschrankung der Fehlbildungen
auf den inneren Genitaltrakt fihren dazu, dass das MRKH-Syndrom im Rahmen
der Vorsorgeuntersuchungen im Kindes- und Jugendalter meist unentdeckt bleibt
[19]. Der erste Kontakt mit dem Gynakologen oder der Gynakologin erfolgt daher
wie bereits erwahnt in den meisten Fallen im Jugendalter wegen einer primaren
Amenorrhoe oder einer fehlenden Kohabitationsfahigkeit [19, 38]. Patientinnen
mit MRKH-Syndrom weisen hierbei bei der korperlichen Untersuchung und
anamnestisch eine altersgerechte Thelarche und Adrenarche auf und durfen
deshalb nicht aufgrund der Amenorrhoe als Falle verzdgerter Pubertat (Pubertas
tarda) abgestempelt werden [38, 84]. Neben einer vaginalen Untersuchung sowie
abdominaler und rektaler Sonographie sollte bei Patientinnen mit Verdacht auf
MRKH-Syndrom eine Magnetresonanztomographie des Urogenitalbereichs
erfolgen, um magliche assoziierte renale Fehlbildungen zu diagnostizieren [19,
126]. Bei Hinweisen auf eventuelle skelettale Anomalien, ist auch eine weitere
Diagnostik  diesbezlglich anzudenken. Zur Abgrenzung gegenuber
Differentialdiagnosen wie der kompletten Androgenresistenz (CAIS; Karyotyp 46
XY) sollte standardmafig auch eine Bestimmung der Hormonspiegel und des

Karyotyps erfolgen [19, 126].
1.3.2 Therapie

1.3.2.1 Neovagina-Verfahren

Bei der Therapie des MRKH-Syndroms zur Rekonstruktion der Vagina wird
zwischen operativen und nicht-operativen Verfahren unterschieden. Ziel dieser
Verfahren ist die Bildung einer Neovagina, die den Patientinnen ein normales

Sexualleben ermdglicht.

Die nicht-operative Therapie der Wahl ist dabei die Dilatation des bestehenden
Vaginalgribchens, entweder durch die Patientin selbst mit einem
entsprechenden Dilatator oder Uber Geschlechtsverkehr. Beide Varianten

bedurfen dabei einer sehr regelmalligen Anwendung Uber einen langeren
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Zeitraum, um zufriedenstellende Ergebnisse hervorzubringen [26]. Dies setzt
eine gewisse Reife und hohe Selbstdisziplin seitens der Patientin voraus [26].
Aufgrund der geringen Komplikationsrate und oftmals erreichten funktionellen
Zufriedenheit wird die eigenstandige Dilatation haufig als Therapie der ersten
Wahl empfohlen [30, 38]. Zudem schlief3t ein vorangegangener eigenstandiger
Dilatationsversuch bei Misserfolg eine anschliellende erfolgreiche operative

Korrektur in der Regel nicht aus [26].

Zur operativen Therapie steht eine Reihe verschiedener Verfahren zur
Verfligung. Neovagina-Anlagen, die auf Traktion beruhen, scheinen dabei die
hdchsten anatomischen und funktionellen Erfolgsraten aufzuweisen [26]. Ein
solches wird auch an der Universitats-Frauenklinik Tdbingen mit der
laparoskopischen, modifizierten Methode nach Vecchietti standardmalig
durchgefuhrt. Hierbei erfolgt die Dehnung einer Neovagina durch Einbringung
einer Olive, die durch subperitoneal verlaufende Faden an einem Spannapparat
an der Bauchdecke befestigt ist. Durch tagliches Nachspannen der Faden erfolgt
hierbei innerhalb von durchschnittlich finf Tagen die Bildung einer Neovagina,
bevor der Spannapparat wieder entfernt wird [20]. Postoperativ ist noch mehrere
Monate lang das Tragen eines Vaginalphantoms notwendig, um einer
postoperativen Verklebung und Verkurzung der gedehnten Neovagina
entgegenzuwirken. Der groRe Vorteil dieser Technik ist dabei die hohe
Erfolgsrate bei wenigen Komplikationen [20, 26]. Zudem wird die geschaffene
Neovagina vom Korper vom Scheideneingang aus mit physiologischem
Vaginalepithel ausgekleidet und zeigt eine natirliche Lubrikation, wodurch sich

praktisch keine funktionellen Unterschiede zu einer naturlichen Vagina ergeben.

Ein anderes Verfahren ist die Methode nach Mclndoe. Hierbei wird chirurgisch
ein Kanal zwischen Blase und Rektum geschaffen, der anschliefiend mittels
zuvor entnommener Spalthaut ausgekleidet wird [114]. Nachteil der Methode ist
dabei der Entnahmedefekt mit moglicher Narbenbildung sowie eine erhdhte Rate
an postoperativen Stenosierungen der Neovagina [26]. Als Alternative zur
Spalthaut wurden in der Vergangenheit auch bereits Amnionmembranen [18,

192] oder autogene Mundschleimhaut [108] verwendet.
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Als weitere Mdglichkeit wird Darm zur Schaffung einer Neovagina verwendet.
Durchgesetzt hat sich dabei am ehesten die Nutzung von Sigma-Segmenten
[65], wahrend man in der Vergangenheit auch auf Teile des lleums oder
Jejunums zurlckgriff [55, 94]. Vorteil dieser Technik ist dabei die fehlende
Notwendigkeit der postoperativen Phantomanwendung sowie die naturliche zum
Teil aber leider auch exzessive Lubrikation durch den sezernierten Mucus.
Jedoch bestehen die typischen Risiken einer Darm-Operation wie
Anastomoseninsuffizienz, postoperativem lleus oder Stenosierung [26] sowie ein
erhdohtes Entartungsrisiko [61, 158]. Ein ausgepragter und Ubelriechender

vaginaler Ausfluss wird zudem oftmals als stérend berichtet [118].

1.3.2.2 Uterus-Transplantation

Nach langer Forschung am Tiermodell mit Versuchen an Mausen [54],
Schweinen [189], Schafen [46] und letztlich Primaten [11, 56] konnten
Brannstrom et al. 2014 erstmalig eine Fallserie von neun erfolgreichen Uterus-
Transplantationen am Menschen publizieren (darunter acht Frauen mit MRKH-
Syndrom), wobei in zwei Fallen das Transplantat innerhalb einer 6 monatigen
Follow-Up-Phase wieder entnommen werden musste [12]. Zwar hatte es bereits
vorher einzelne Versuche von Uterus-Transplantationen am Menschen geben,
bei diesen kam es aber entweder zu Komplikationen im Follow-Up mit
darauffolgender Entnahme des Organs [59] oder zu Frihaborten beim Versuch
einer Schwangerschaft [57]. Aus der Patientenkohorte von Brannstrom et al.
erfolgte im September 2014 die weltweit erste Lebendgeburt nach Uterus-
Transplantation bei einer Frau mit MRKH-Syndrom [13]. Mittlerweile sind
international mehr als 80 Uterus-Transplantationen erfolgt, mit Uber 40
erfolgreichen Lebendgeburten [16, 17, 92]. Die erste Lebendgeburt nach
Transplantation der Gebarmutter einer hirntoten Spenderin fand dabei 2017 in
Brasilien statt [52]. Die ersten Uterus-Transplantationen Deutschlands wurden im
Oktober 2016 und Juni 2017 in der Universitats-Frauenklinik Tibingen an zwei
MRKHS-Patientinnen durchgefthrt [21], wobei im Jahr 2019 die ersten beiden
erfolgreichen Lebendgeburten berichtet werden konnten. Stand Marz 2024
wurden in TUbingen insgesamt sieben Uterus-Transplantationen durchgefihrt mit

bislang funf erfolgreichen Lebendgeburten.
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Die Frauen erhalten dabei 12 bis 14 Monate nach der Transplantation bei
vorausgegangener IVF einen Embryotransfer und missen auch fur die Dauer der
Schwangerschaft Immunsuppressiva einnehmen [13, 15]. Die Geburt der Kinder
erfolgt in der Regel durch eine Sectio caesarea [14]. Spatestens nach einer
zweiten Schwangerschaft sollte die Hysterektomie der Patientinnen durchgefihrt
werden, um die Immunsuppression absetzen zu konnen und mogliche

Langzeitfolgen zu vermeiden [14].

Die Uterus-Transplantation stellt damit fir Frauen, die an einer absoluten
uterinen Infertilitat leiden, insbesondere fir Patientinnen mit MRKH-Syndrom,
eine einzigartige Moglichkeit dar, eigene Kinder zu bekommen. Auch wenn die
Transplantation einen enormen Aufwand mit langer Operationsdauer und nicht
zu unterschatzenden Risiken flr Spender (im Falle von Lebendspende) und
Empfanger darstellt [2], scheint das Interesse bei MRKHS-Patientinnen an dieser

neuen Therapieoption grol3 zu sein [32].
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1.4 Atiologie des MRKH-Syndroms

1.4.1 Umweltfaktoren und Vererbung

Der ursachliche Pathomechanismus des MRKH-Syndroms scheint die
ausbleibende Verschmelzung und Hemmung der Millerschen Gange in der 4.-
12. Schwangerschaftswoche zu sein, wodurch die Ausbildung des Uterus, der
Cervix und des oberen Teils der Vagina ausbleibt. Da das MRKH-Syndrom in
den meisten Fallen sporadisch auftritt, wurden zu Beginn Umweltfaktoren wie
eine Exposition zu Thalidomid-artigen Teratogenen [50, 895] diskutiert.
Schwangerschaftsberichte konnten jedoch keine Assoziation zu Krankheiten

oder bekannten Teratogenen nachweisen [74].

Weil das MRKH-Syndrom neben sporadischen Fallen auch familiare Haufungen
[81] zeigt, wird mittlerweile eine genetische Ursache vermutet. Untersuchungen
an den familidren Fallen des MRKH-Syndroms weisen auf eine weitervererbte
Pradisposition hin, jedoch konnte bis heute noch kein klares Vererbungsmuster
festgestellt werden. Die wahrscheinlichste Option fir die familiaren Falle scheint
eine autosomal-dominante Vererbung mit unvollstandiger Penetranz und
variabler Expressivitat zu sein als Erklarung fur die variablen phanotypischen
AuRerungen [64, 74, 81, 121]. Die hohe Anzahl an Patienten ohne weitere
betroffene Familienmitglieder lasst allerdings auch eine multifaktorielle
Pathogenese moglich erscheinen [28, 81, 188]. Dabei sollten jedoch auch
mdgliche Informationsdefizite wie die ausbleibende Diagnose asymptomatisch
betroffener Familienangehoériger mit nur minimalen Anomalien bedacht werden,
was einer der Grunde fur die Seltenheit einer gesicherten familiaren Haufung sein
konnte. So wurden in betroffenen Familien sowohl Falle von MRKHS Typ | als
auch MRKHS Typ Il beschrieben [64, 81]. In manchen Familien wurden von
Verwandten auch andere, oftmals asymptomatische, uterovaginale
Malformationen berichtet [64, 73, 81, 134], was Parallelen beziiglich der Atiologie
nahelegt. Beides unterstreicht die Variabilitdt der Expressivitat des MRKH-

Syndroms sogar innerhalb desselben Stammbaumes.
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1.4.2 Chromosomale Aberrationen und Kandidatengen-Ansatz

Die genaue Atiologie des MRKH-Syndroms ist weiterhin unklar. Fir einen
kleineren Teil der Patientinnen wurden chromosomale Aberrationen berichtet, die
unter anderem die Chromosomen 1, 4-5, 7-8, 10, 13, 16-17, 22 und X betreffen
und ursachlich fur die Fehlbildung sein konnten [7, 64, 106, 124, 143]. Der
Groldteil der MRKHS-Patientinnen weist allerdings einen normalen 46, XX
Karyotypen auf [74]. Daher wurden in der Vergangenheit verschiedene

Kandidatengene untersucht, die eine Rolle in der Pathogenese spielen kdonnten.

So wurde beispielsweise eine Mutation in der Galaktose-1-phosphat-
Uridyltransferase (GALT) mit konsekutiv verringerter Aktivitat und erhohter
intrauteriner Exposition zu Galaktose mit der Entstehung des MRKH-Syndroms
in Verbindung gebracht [42], nachdem gezeigt wurde, dass eine erhohte
Galaktose-Exposition in Ratten zu einer verzégerten Offnung der Vagina fuhrt
[31]. Jedoch scheint keine Mutation oder Polymorphismus der GALT mit dem
MRKH-Syndrom assoziiert zu sein [97]. Untersuchungen bezlglich einer
moglichen Assoziation mit Mutationen im Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR) erbrachten ebenfalls kein positives Ergebnis
[171].

1.4.2.1 Anti-Miiller-Hormon und die Gruppe der HOX-Gene

In der Folge wurden vor allem Kandidatengene analysiert, die eine wichtige Rolle
in der frthen embryonalen Entwicklung spielen. So wurde beispielsweise das
Anti-Muller-Hormon (AMH) und sein Rezeptor (AMHR), die beide notwendig sind
fur die Ruckbildung der Millerschen Gange in mannlichen Feten [93], als
mogliche Ursache untersucht. Die bisherigen Studien konnten jedoch keine
genetischen Polymorphismen und auch keine erhéhten AMH-Serumspiegel in
Patientinnen mit MRKH-Syndrom nachweisen [125, 151]. Ebenfalls als
Kandidaten galt die Gruppe der HOX-Gene, welche fur Transkriptionsfaktoren
codieren, die eine grol’e Bedeutung fur die Organogenese und Gliederung des
Korpers in der Embryonalphase, insbesondere des Skeletts und des
Urogenitaltrakts, innehaben [53, 87]. Fur die Entwicklung des weiblichen

Genitaltrakts sind hierbei vor allem HOXA9 (fur die Tubenentwicklung) und
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HOXA10 (fir die Entwicklung des Uterus), sowie HOXA11 (fur die unteren
Uterusanteile und Cervix) und HOXA13 (flir die Ektozervix und oberen Anteile
der Vagina) wichtig [49, 127]. Ein Knock-out oder eine Frameshift-Mutation dieser
Gene fuhrt in Mausmodellen zu Fehlbildungen des Reproduktionstraktes [25, 69,
145, 183]. Es konnten jedoch keine pathogenen Mutationen bei MRKHS-

Patientinnen festgestellt werden [25, 104].

1.4.2.2 Die WNT-Familie

Aus der WNT-Familie, einer Gruppe von Genen deren Produkte grof3en Einfluss
auf die interzellulare Kommunikation in der Embryogenese haben [135, 187],
konnte fur WNT4, das fur die vollstandige Ausbildung der Mullerschen Gange
und Differenzierung der weiblichen Gonaden notwendig ist [174], in einer kleinen
Subgruppe von MRKHS-Patientinnen verschiedene Defekte als Ursache
nachgewiesen werden [8, 137, 138]. Zwar scheint die Festlegung von
Vorlauferzellen der Mullerschen Gange im Mausmodell unabhangig von WNT4
zu verlaufen, ein Knockout fuhrt allerdings bei beiden Geschlechtern zu einem
Ausbleiben der Formierung der Muller-Gange [98, 99, 174]. WNT4 unterdrickt
zudem normalerweise die Ausbildung von Testosteron-produzierenden Leydig-
Zellen in den Ovarien [174]. Ein Ausfall von WNT4 fuhrt daher neben einer
Mdullerschen Aplasie auch zu Hyperandrogenamie in den Patientinnen [8, 137,
138], wodurch sich dieser Phanotyp vom klassischen MRKH-Syndrom als eigene
klinische Entitat differenziert. Bei betroffenen Frauen ohne klinische
Hyperandrogenamie, dem Uberwiegenden Teil der MRKHS-Patientinnen, lasst
sich daher meist keine WNT4-Mutation als Ursache finden [34, 48, 150].

Ein weiteres Mitglied der WNT-Familie, WNT9B, ist aufgrund seiner Rolle in der
Entwicklung des weiblichen Genitaltrakts ebenfalls von Interesse. Carroll et al.
(2005) konnten in einem Mausmodell nachweisen, dass WNT9B bei beiden
Geschlechtern in den Epithelzellen der Wolffschen Gange exprimiert wird und
Upstream von WNT4 in der Entwicklung des Urogenitaltrakts wirkt [27]. Seine
Expression ist dabei essentiell fur die Bildung der Tubuli des Mesonephros und
Metanephros und die Verlangerung der Millerschen Gange nach kaudal [27].

WNT9B-Knockout-Mause zeigen daher einen Phanotyp, dem bei Weibchen der
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untere Teil der Mullerschen Gange und damit grofl3e Teile der Tube, der Uterus
und der obere Teil der Vagina fehlt, wobei die Ovarien aber funktionsfahig sind
[27]. Aufgrund der Parallelen dieses Phanotypus mit dem MRKH-Syndrom bei
Menschen wurde auch WNT9B als mogliches Kandidatengen untersucht. Eine
Studie an 42 chinesischen Patientinnen (Han-Ethnie) mit MRKH-Syndrom konnte
hierbei zwei heterozygote Mutationen in WNTOB bei einer Patientin feststellen
[181]. Im Gegensatz dazu fand eine Untersuchung an 542 chinesischen
Patientinnen mit Muller-Gang-Anomalien keine hohere Frequenz von Mutationen
oder Variationen in WNT9B im Vergleich zu gesunden Kontrollen [167] (darunter
waren auch 34 Patientinnen mit Agenesie des Uterus, wobei keine klare
Einordnung beziglich eines mdglichen MRKH-Syndroms erfolgte). In einer
Studie an einer kaukasischen Kohorte von u.a. 109 Patientinnen mit MRKH-
Syndrom (59 mit Typ 1, 50 mit Typ 2) wiederum konnten Waschk et al. (2016)
eine Nonsense und vier Missense Mutationen bei finf Frauen mit MRKHS Typ 1
feststellen [184]. Bei zwei dieser Patientinnen war in friheren Studien bereits eine
Deletion im Gen fur LHX1 bzw. eine Missense Mutation in TBX6 gefunden
worden [106, 170, 184], was eine digenische Krankheitsursache flur diese Falle

als moglich erscheinen Iasst.

1.4.2.3 LHX1, TBX6 und weitere CNVs

Eine bei einigen Patientinnen gefundene Mikrodeletion betrifft die Region 17912
[7, 124]. Das in diesem Bereich liegende Gen LHX1 (auch als Lim1 bekannt)
codiert fur einen Transkriptionsfaktor und wird in der Embryonalphase sowohl in
den Wolff-Gangen als auch den Millerschen Gangen exprimiert [88, 99]. Seine
Inaktivierung fuhrt im Mausmodell bei Weibchen zu einer Wachstumshemmung
der Miullerschen Gange mit funktionierenden Ovarien, verklrzter Tube,
hypoplastischem Uterus und fehlender Cervix & oberer Vagina [88, 99], was es
als mdgliches Kandidaten-Gen interessant macht. Die Funktion von LHX1
scheint dabei zellautonom fir die Formierung des Epithels der Mdullerschen
Gange und der Wolff-Gange von Noten und seine Expression in den
Vorlauferzellen der Mullerschen Gange unabhangig von PAX2, WNT7a und
WNT4 zu sein [99]. LHX1 -/- Knockout-Mause weisen zudem fehlende Nieren

und keine Entwicklung der vorderen Kopfstrukturen auf, weshalb der Grofteil
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wahrend der Embryonalphase verstirbt und nur wenige als Totgeburt auf die Welt
kommen [161]. Mehrere Studien konnten mittlerweile Missense- und Frame-shift
Mutationen in LHX1 als mogliche Ursache bei kleineren Gruppen von MRKHS-
Patientinnen nachweisen [106, 107, 153].

Eine zweite mit dem MRKH-Syndrom assoziierte Mikrodeletion liegt bei 16p11.2
und beinhaltet u.a. das Gen T-Box Transkriptionsfaktor 6 (TBX6) [124, 153].
TBX6 spielt eine wichtige Rolle fir die Differenzierung des paraxialen
Mesoderms [186], weshalb Funktionsverluste von TBX6 mit verschiedenen
Malformationen der Wirbelsdule wie beispielsweise kongenitaler Skoliose
assoziiert sind [132]. Eine herunterregulierte Genexpression in einem
homozygoten Tbx6"™ (rip-vertebrae) Mausmodell fuhrt zu einem Phanotyp mit
skelettalen Anomalien, reduzierter weiblicher Fruchtbarkeit und teilweise
einseitiger Nierenaplasie [153, 169, 185]. Eine Reihe an Varianten im Gen fur
TBX6 scheint mit Anomalien der Millerschen Gange assoziiert zu sein [153, 169,
170]. In zwei Studien von Tewes et al. (2015 & 2019) traten moglicherweise
krankheitsursachliche Sequenzvarianten im TBX6-Gen allerdings nur bei funf
von 292 Patientinnen (~ 1,7%) mit Maller-Gang-Anomalien auf [169, 170].

Pontecorvi et al. (2021) untersuchten in einer weiteren Studie eine Kohorte von
35 italienischen MRKHS-Patientinnen hinsichtlich mdglicher ursachlicher
genetischer Veranderungen. Hierbei zeigten sich bei 9 Patientinnen (25%)
sogenannte Kopienzahlvariationen (englisch Copy Number Variations, CNVs),
also Abweichungen der Kopienzahl fur ein Gen vom Referenzgenom. Durch
Netzwerk-Analysen von Protein-Interaktionsdaten ist es mittlerweile moglich, die
dabei festgestellten veranderten Gen-Regionen in einen biologischen Kontext zu
setzen. Hierbei zeigte sich, dass zahlreiche veranderte Gene Uber verschiedene
Wege mit der Entwicklung von anatomischen Strukturen in Verbindung stehen
[143].

1.4.3 Epigenetik und die Hormonrezeptor-Hypothese
Die Untersuchung diverser Kandidaten-Gene konnte bisher keine genetischen
Defekte oder Polymorphismen aufzeigen, die in einer grofderen Anzahl von

Patientinnen reproduzierbar gewesen ware. Die Publikation einiger Falle
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diskordanter monozygoter Zwillinge mit MRKH-Syndrom [51, 148] lasst auch
epigenetische Mechanismen oder Gewebe-spezifische Mosaike als mdgliche
Ursachen erscheinen. Rall et al. (2011) konnten anhand eines kombinierten
Transkriptom-Methylom-Ansatzes zeigen, dass eine Reihe von Genen, die fur
die Entwicklung des weiblichen Genitaltraktes wichtig sind, in den Uterus-
Rudimenten von MRKHS-Patientinnen anders exprimiert sind [146]. Unter diesen
Genen war neben HOXA5 und HOXA9 auch der Ostrogen- (ESR1) und der
Progesteronrezeptor (PGR), die beide im uterinen Gewebe hdher exprimiert
waren als bei gesunden Kontrollen [146]. Rall et al. fUhren diesen Umstand der
Hochregulierung auf einen moglichen positiven Feedback-Mechanismus zur(ck,
mit defizienten Ilokalen Hormonrezeptoren als potenzielle Ursache.
Die wichtige Funktion von Ostrogen fir die Entwicklung des weiblichen
Reproduktionstraktes konnte bereits im Mausmodell gezeigt werden, wo eine
Inaktivierung von ERa zu einer hypoplastischen Gebarmutter und Scheide flhrte
[40, 112]. Rall et al. verweisen zudem auf die regulatorische Rolle von Ostrogen
fur die AMH-Expression als weitere Moglichkeit. So konnte die Hochregulierung
von ESR1 in den Uterusrudimenten eine verstarkte Aktivitat des AMH-Promoters
in der Embryonalphase bedingen mit konsekutiver Aplasie von Uterus und
Vagina [146].

Das Gen des Ostrogenrezeptor alpha (ESR1) wurde daher von Brucker et al.
(2017) an einem Kollektiv von 93 Patientinnen mit MRKHS auf madgliche
Mutationen und Varianten untersucht. Hierbei konnten sie eine mdglicherweise
schadigende Variante mit einem Aminosaureaustausch sowie zwei
Punktmutationen feststellen, die zu einer Modifikation einer Spleil3-Stelle bzw.

einer miRNA Bindungsstelle flihren [23].

In einer weiteren Studie haben Rall et al. (2013) histologisch und
immunhistochemisch den Aufbau der Uterus-Rudimente bei MRKHS-
Patientinnen untersucht. Hierbei konnten sie zeigen, dass die Rudimente alle
typischen uterinen Gewebearten aufweisen kénnen. Bezlglich der Expression
von ERa und PGR im Endometrium und Myometrium konnten keine signifikanten
quantitativen Unterschiede zu gesundem Kontrollgewebe festgestellt werden

[147]. Allerdings wies sowohl das endometriale Epithel als auch das Stroma von
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MRKHS-Patientinnen eine stark verminderte Proliferationskapazitat (Ki67-
Expression) auf. Auch in der Proliferationsphase des Zyklus zeigte das
Endometrium der MRKHS-Patientinnen vorwiegend schwach- oder nicht-
proliferierendes Epithel vom Basalis-Typ [147]. Diese Ergebnisse unterstutzen
die Hypothese, dass defiziente Hormonrezeptoren eine Rolle in der Pathogenese

des MRKH-Syndroms spielen kdnnten.

Brucker et al. (2017) konnten diese Hypothese mit einer Studie an endometrialen
Stroma-Zellen (ESC) von MRKHS-Patientinnen weiter stitzen: Die ESC, etabliert
und kultiviert aus MRKHS-Uterusrudimenten, zeigten in vitro als Reaktion auf die
Stimulation mit Ostrogen und Progesteron einen signifikant geringeren Anstieg
der Sekretion von Prolaktin und IGFBP-1 gegenuber Kontrollkulturen. Zudem war
der Anstieg der Transkriptionsrate zahlreicher fir die Dezidualisierung wichtiger
Gene signifikant geringer als bei Kontrollen [22]. Die Dezidualisierung, der
physiologische Wandel von endometrialen Fibroblasten zu sekretorischen
Dezidualzellen, wird in vitro tGber Ostrogen und Progesteron (und cAMP), bzw.
ihre jeweiligen Kernrezeptoren, induziert und dient daher als indirekte
Moglichkeit, die Funktion der Hormonrezeptoren und ihrer Pathways zu
uberprufen [68, 177]. Die Unfahigkeit der endometrialen Stromazellen von
MRKHS-Patientinnen eine angemessene Dezidualisierung zu vollziehen, kann
daher als weiterer Hinweis flr eine mdgliche lokal vorliegende Stérung der

Hormonrezeptorfunktion angesehen werden [22].

Hentrich et al. (2020) untersuchten in einer weiteren Studie das rudimentare
Uterus-Gewebe von MRKHS-Patientinnen im Vergleich zu Kontrollgewebe
hinsichtlich mdéglicher Unterschiede in der Gen-Expression. Passend zu den
vorherigen Ergebnissen zeigte sich hierbei, dass das Endometrium von MRKHS-
Patientinnen deutlich weniger zyklusabhangige genetische Veranderungen
aufweist als bei gesunden Kontrollpatientinnen. Die Expression von
zyklusabhangigen Genen blieb zudem Uber den gesamten Zyklus vorwiegend
auf dem Niveau der Proliferationsphase [80], was als weiteres Indiz fir die lokale

Beeintrachtigung der Hormonrezeptorfunktion gewertet werden kann.
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1.5 Organoide

1.5.1 Organoide als Modell

Als Organoide bezeichnet man dreidimensionale, sich selbst erneuernde
Zellverbande, die strukturell und auch funktionell eine grofle Homologie zu
bestimmten Gewebearten aufweisen [37]. Der Begriff des ,Organoids® entstand
bereits zwischen Mitte und Ende des letzten Jahrhunderts, in seiner heutigen
Konnotation wurde er aber malfdgeblich durch die Fortschritte und Entwicklungen

der letzten Jahre gepragt.

Organoide koénnen sowohl aus pluripotenten embryonalen Stammzellen und
induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS), als auch aus organspezifischen
adulten Stammzellen generiert werden [37]. Humane embryonale Stammzellen
entstammen dem Embryoblasten und konnen sich in fast alle Zellarten des
menschlichen Korpers ausdifferenzieren [75]. Adulte Stammzellen hingegen
befinden sich in gewebespezifischen Lokalisationen (Stammzellnischen) und
sind meist multipotent, d.h. bei ihrer Teilung entstehen Nachkommen, die sich
nur in die Zelltypen ihres Herkunftsgewebes weiter differenzieren kdnnen [95].
Adulte Stammzellen dienen so der Erneuerung eines Gewebes (z.B. das

Darmepithel) und auch der Regeneration nach einer Verletzung [179].

FUr die Herstellung von Organoiden aus pluripotenten Stammzellen werden
diese durch Wachstumsfaktoren und Nahrstoffe unter Ausnutzung naturlicher
Entwicklungsvorgange zum Erwerb einer Vorlauferidentitat eines spezifischen
Gewebetyps getrieben [105]. Durch das Einsetzen in eine 3D-Matrix wie Matrigel
kommt es durch Selbstorganisation zur Ausbildung von Strukturen, die dem
Gewebe sehr ahnlich sind. Solche Organoide aus pluripotenten Stammzellen
wurden bereits flr eine Reihe an Gewebearten beschrieben, wie beispielsweise
Retina, Darm, Lunge oder Kleinhirn [37, 105]. Fur die Herstellung von
Organoiden aus adulten Stammzellen wird versucht, in den Kulturen ahnliche
Bedingungen wie in den Stammzellnischen des jeweiligen Gewebetyps wahrend
der Gewebeerneuerung oder -reparatur zu schaffen [37]. Fur epitheliale
Gewebearten ist hierbei der Wnt-Pathway von enormer Bedeutung, da er in vivo

die Selbsterneuerung des Gewebes durch Steigerung der Stammzellaktivitat
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antreibt [36]. Wnt-responsive Zellen exprimieren in der Regel Lgr5 (Leucin-
reicher G-Protein-gekoppelter Rezeptor 5), weshalb dieser als Marker fur adulte
Stammzellen zahlreicher epithelialer Gewebe verwendet werden kann [3, 4, 36,
159]. Lgr5 dient auch als Rezeptor fur R-Spondin, welches aufgrund seiner Wnt-
amplifizierenden Wirkung in vielen Kulturmedien enthalten ist. Eine einzelne
Lgr5-positive Stammzelle scheint genug Informationen zu tragen, um Uber
Teilung und Differenzierung der Nachkommen die Organstruktur in Form eines
Organoids nachzubauen [36, 89, 155].

Da Organoide sowohl die Struktur als auch die Funktion des jeweiligen Organs
nah widerspiegeln, bieten sie eine einzigartige MOoglichkeit zur in vitro
Grundlagenforschung an zahlreichen Themen. So erlauben sie beispielsweise
die Forschung an gewebespezifischen infektidsen Erkrankungen, wie bereits am
Beispiel von Magenorganoiden und Helicobacter-pylori-Infektionen gezeigt
wurde [5]. Die Etablierung von Patienten-abgeleiteten Tumor-Organoiden flr
unter anderem Kolorektale Karzinome [176], Prostatakarzinome [67] oder
Endometriumkarzinome [173] erdffnet zudem vielfaltige neue Moglichkeiten in
Bezug auf die Testung therapeutischer Strategien (z.B. Ansprechen auf
Medikamente) und kénnte dadurch eine personalisierte Therapieplanung far
Krebspatienten ermdglichen [37, 67, 176]. Organoide beherbergen zusatzlich
grol3es Potential fir die Regenerative Medizin, was im Mausmodell durch das
erfolgreiche Einwachsen und Ubernehmen der Funktion in vivo bereits unter

anderem fur Leber- und Schilddriisenorganoide gezeigt werden konnte [90, 103].

1.5.2 Endometriumorganoide

Das Endometrium mit seiner besonderen Rolle fur die Fruchtbarkeit und
Reproduktion ist schon lange Gegenstand der Forschung. Bisherige Modelle mit
Primarzellen erlaubten zwar eine einfache in vitro Proliferation der Zellen und
diese sprachen initial auf Hormone an, waren aber nicht langfristig kultivierbar
[110]. Zwar sind auch immortalisierte und Karzinom-abgeleitete Zelllinien wie die
Ishikawa-Zellen verfligbar, welche langfristig expandierbar sind. Diese spiegeln
aber aufgrund ihres transformierten Phanotyps nur bedingt die in vivo Situation
wider [9, 110].
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Die Etablierung von Endometriumorganoiden aus adulten Stammzellen wurde
erstmals durch Turco et al. (2017) und Boretto et al. (2017) beschrieben [9, 173].
Hierzu wurden endometriale = Gewebeproben enzymatisch  verdaut
(Kollagenase/Dispase), gefiltert und die Drusensticke in Matrigeltropfen
ausplattiert. Mithilfe eines Wachstumsmediums aus WNT-Pathway-Aktivatoren
(R-Spondin),  TGFB-Inhibitoren  (A83-01),  BMP-Inhibitoren  (Noggin),
Wachstumfaktoren (EGF, FGF10) und Nicotinamid, gelang es Turco et al. so,
sowohl aus pra- und postmenopausalem Endometrium als auch aus Dezidua
endometriale Organoide herzustellen [83, 173]. Diese Organoide zeigen eine
ball-artige, dreidimensionale Form mit Ausrichtung der Zellen auf ein inneres
Lumen bei erhaltener epithelialer Polaritat und apikalem Mikrovilli-Saum [9, 173].
Dabei scheint theoretisch eine einzelne Zelle auszureichen, um durch Teilung
und Selbstorganisation ein Organoid zu bilden, in dem sowohl sekretorische
Zellen (PAEP positiv) als auch zilientragende Zellen (acetyliertes alpha-Tubulin)

vorkommen [173].

In Kultur sind die Endometriumorganoide langfristig (mehrere Monate)
expandierbar, zeigen sekretorische Aktivitat und eine deutliche Expression
typischer Markerproteine glandularen Epithels wie MUC1 oder CK7 [173]. Turco
et al. konnten zudem nachweisen, dass das genetische Profil der Organoide nah
an dem von endometrialen Drusen ist und dass die Organoide auch nach
Monaten der Kultivierung genetisch stabil sind im Vergleich zu ihrem
Ursprungsgewebe [173]. Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass die
Organoide eine erhaltene Hormonreaktivitat besitzen. So kommt es durch die
Stimulation mit Ostrogen und/oder Progesteron zur Expressionssteigerung
typischer Markergene der Proliferationsphase (z.B. OLFM4) bzw. der
Sekretionsphase (z.B. PAEP, 17HSD) in den Organoiden [9, 62, 173]. Die
Hinzugabe von cAMP scheint diese Effekte noch zu verstarken [173]. Neben
diesen Markergenen kommt es zudem zu einer Vielzahl an genetischen
Veranderungen in den Organoiden durch die Stimulation [62, 173].
Mit Hilfe von RNA-Sequenzierungsanalysen an Einzelzellen konnten Fitzgerald
et al. (2019) funf verschiedene Zelltypen (zilientragend, epithelial, proliferativ,

nicht-ziliert und stammzell-artig) in 6 Tage alten Endometriumorganoiden
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feststellen. Nach 12 Tagen ergab sich zusatzlich noch ein sekretorischer Zelltyp
[62]. Auch hier zeigten sich Veranderungen durch eine Hormonbehandlung: Die
Stimulation mit Ostrogen und Progesteron fiihrte an Tag 12 zu einer vermehrten
Anzahl an sekretorischen, epithelialen und zilientragenden Zellen und zu einer
verminderten Anzahl an nicht-zilierten und stammzell-artigen Zellen in den

Organoiden im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen [62].

Mittlerweile wurden Endometriumorganoide auch fur das Krankheitsbild der
Endometriose und verschiedene Entitaten endometrialer Karzinome beschrieben
[10], was das grof’e Potential des Organoidmodells flr die Forschung an
Krankheitsbildern unterstreicht. Organoide erlauben Zell-Zell-Interaktionen und
Zell-Extrazellulare-Matrix-Interaktionen im dreidimensionalen Raum, was bei 2D-
Zellkulturen durch das Wachstum als Monolayer nicht moéglich ist. Organoide
stellen daher eine deutlich bessere Annaherung an die strukturellen und
funktionellen Eigenschaften des in vivo Gewebes dar als vorherige Modelle [83].
Aus diesem Grund wurde auch im Rahmen dieses Projektes auf ein
dreidimensionales Endometriumorganoid-Modell zurtckgegriffen, um eine

maoglichst enge Annaherung an die in vivo Verhaltnisse zu erlangen.

1.5.3 Matrigel

Matrigel ist eine Mischung aus Proteinen der extrazellularen Matrix, die von den
Zellen des murinen Engelbreth-Holm-Swarm-Tumors sekretiert wird. Es besteht
uberwiegend aus Laminin, Kollagen IV und Entactin/Nidogen und ahnelt daher
bezuglich seiner Zusammensetzung der Basalmembran [91, 96]. Da sein
Ursprung tierische Zellen sind, enthalt es auch Wachstumsfaktoren und Zytokine
[91]. Es eignet sich sehr gut zur Kultivierung von Stammzellen, da es diese in
einem undifferenzierten Stadium behalt [91]. Da Matrigel den Zellen eine
Selbstorganisation im dreidimensionalen Raum zur Bildung von Organoiden

erlaubt, eignet es sich gut als Wachstumsmatrix.
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Die genaue Atiologie des MRKH-Syndroms ist bis heute unklar, wodurch das
rudimentare Uterus-Gewebe vermehrt in den Fokus der Wissenschaft gerickt ist.
Eine Reihe von Studien weist dabei auf eine mogliche lokale Storung der
Hormonrezeptoren hin. So konnten Rall et al. (2013) zeigen, dass das
Endometrium von MRKHS-Patientinnen eine stark  verminderte
Proliferationskapazitat aufweist [147]. Brucker et al. (2017) fanden zudem eine
eingeschrankte Dezidualisierung bei endometrialen Stromazellen von MRKHS-
Patientinnen [22]. Das Ziel dieses Projekts war es daher, neue Erkenntnisse Uber
die Uterus-Rudimente von MRKHS-Patientinnen sowie das darin enthaltene

endometriale Gewebe zu erlangen.

Zum einen sollten hierbei die Eigenschaften des endometrialen Epithels von
MRKHS-Patientinnen untersucht werden. Dies erfolgte mit der Fragestellung, ob
die Zellen normal in der Lage sind zu proliferieren und ob sie adaquat auf
hormonale Stimulation ansprechen oder ebenfalls Hinweise bezuglich einer
eingeschrankten Hormonrezeptorfunktion aufweisen. Als Modell fur die in vivo
Situation sollten hierbei Organoidkulturen dienen, die das endometriale Epithel
der jeweiligen Patientin reprasentieren. Das erste Ziel dieser Arbeit war daher die
Etablierung von patientenabgeleiteten Organoidkulturen aus MRKHS- und
Kontrollendometrium. Zudem sollten Protokolle zur Kultivierung der
Endometriumorganoide etabliert werden. Angestrebt wurde weiter eine
vollstandige Charakterisierung und Phanotypisierung der Organoide im Vergleich
zu Kontrollorganoiden und zum Originalgewebe. Hierfur sollten die Organoide
fixiert und verschiedene Marker immunhistochemisch gefarbt werden. Mittels
Stimulationsversuchen mit Ostrogen und Progesteron sollte zudem die
Hormonrezeptorfunktionalitdt der MRKHS-Organoide im Vergleich zu Kontrollen

untersucht werden.

Des Weiteren sollte im Rahmen dieser Arbeit genauer beleuchtet werden, wie
verschiedene Faktoren das Vorkommen von Uterus-Rudimenten sowie deren
Grolle und die Haufigkeit von Endometrium beeinflussen. Hierzu sollten die
Operations- und Pathologie-Berichte einer grolen Kohorte von MRKHS-

Patientinnen ausgewertet und mit allgemeinen Patienten-Daten wie assoziierten
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Fehlbildungen und MRKHS-Subtyp verglichen werden, um mdgliche

Zusammenhange zu beleuchten.

33



2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv fiir die Etablierung patientenabgeleiteter

Organoidmodelle

2.1.1 Einverstandniserklarung und Ethikvotum

Alle Patientinnen erhielten vor der Operation und Gewinnung von Studiengewebe
eine Aufklarung uber die pseudonymisierte Weiterverwendung von Rest-Gewebe
zu Forschungszwecken. Alle in die Studie aufgenommenen Patientinnen
stimmten der wissenschaftlichen Weiterverarbeitung von entnommenem
Gewebe und Blut schriftlich zu (Einwilligungserklarung zur Verwendung von
Biomaterial und Daten in der Forschungsdatenbank und Biobank der
Medizinischen Fakultdt & des Universitatsklinikums Tlbingen). Ein
entsprechendes Votum der Ethik-Kommission an der medizinischen Fakultat der
Eberhard-Karls-Universitat Tubingen wurde am 24.07.2020 und 02.12.2020 fur
die Projekthummer 205/2014BO1 verlangert.

2.1.2 MRKHS-Gruppe und Gewebe

Die Entnahme von Uterus-Rudimenten erfolgte bei MRKHS-Patientinnen im
Rahmen einer laparoskopischen Neovagina-Anlage (modifizierte Methode nach
Vecchietti). Die Rudimente wurden intraoperativ meist als Ganzes entfernt, in
einem Fall war die Morcellierung der Rudimente zur Entnahme notwendig. Die
Rudimente wurden anschlieRend mit sterilen Instrumenten erdffnet, in Schichten
von ungefahr 5 Millimetern lamelliert und makroskopisch auf mdgliches
Endometrium untersucht. Eine Gewebeprobe wurde bei makroskopisch
sichtbarem Endometrium oder Verdacht auf eine Gangstruktur entnommen und
weiterverarbeitet. Die Entnahme von Endometrium, wenn vorhanden, erfolgte
stets mit mdglichst wenig anhangendem Myometrium. Sollte auf den
Schnittflachen des Rudiments lediglich fibromuskuldres Stroma abgrenzbar
gewesen sein, wurde in der Regel keine Probe enthommen. Eine genauere

Deskription der makroskopischen Aspekte erfolgt in Kapitel 3.1.1.
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2.1.3 Hormonprofil und Zyklusphasen des MRKHS-Patientinnenkollektivs
Zwar weisen MRKHS-Patientinnen einen erhaltenen ovariellen Zyklus auf, eine
anamnestische Erhebung des Zykluszeitpunkts ist aber aufgrund der Amenorrhd
bei Uterusaplasie nicht moglich. Auch eine histologische Feststellung der
Zyklusphase ist aufgrund der meist geringen Menge an Endometrium in der
Regel schwierig und zudem auch nicht sinnvoll, da es Hinweise auf inadaquate
zyklische Veranderungen im Endometrium der Uterusrudimente gibt. Im Rahmen
der klinischen Routine erhielten alle MRKHS-Patientinnen am Tag vor der
Operation eine Blutentnahme mit Anfertigung eines Hormonprofils, welches zur

laborchemischen Bestimmung der Zyklusphase herangezogen werden konnte.

Als Grenzwert fur die Follikel-/Proliferationsphase galt hierbei ein Progesteron-
Wert von < 2,5 ng/ml und fur die Luteal-/Sekretionsphase ein Progesteron-Wert
von > 5 ng/ml. Eine mogliche Hyperandrogenamie wurde anhand des Gesamt-
Testosterons, des Sexualhormon-bindenden Globulins (SHBG) und des freien
Androgen-Indexes untersucht. Hierbei wurde ein Gesamt-Testosteron von 0,35
— 1,4 nmol/l bei einem Alter von 11-19 Jahren, bzw. von 0,4 — 2,1 nmol/l bei einem
Alter von 20-39 Jahren als Grenzwerte festgelegt. Bezuglich des SHBGs wurde
fir Frauen in einem Alter von 15-55 Jahren ein Normbereich von 30 — 90 nmol/l
festgelegt. Der freie Androgen-Index als indirektes Mald fur die tatsachlich

bioverflugbare Menge an Testosteron wurde mit der Formel
FAl = Gesamt-Testosteron (nmol/l) * 100 / SHBG (nmol/l)

berechnet. Hierbei wurde flir Frauen im Alter von 16-50 Jahren ein Wert von 0,3

— 5,62 als normal erachtet.

2.1.4 Kontroll-Gruppe und Gewebe

Als Vergleich zum MRKHS-Gewebe wurde Endometrium von pramenopausalen
Frauen vor dem 47. Lebensjahr verwendet. Die Frauen erhielten in der Regel
eine Hysterektomie (Entfernung des Uterus) aufgrund einer benignen Ursache.
Die haufigste Indikation war dabei ein Uterus myomatosus. Weitere Indikationen
waren ein Descensus genitalis, sowie einmalig eine Interruptio aus sozialer
Indikation, bei der Endometrium per Kirettage gewonnen wurde. Bei einer

Patientin (27E) erfolgte postoperativ in der Gewebe-Aufarbeitung durch die
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Pathologie der Nachweis einer fokalen Adenomyosis uteri. Samtliche
Kontrollpatientinnen, die in die Hormon-Experimente eingeschlossen wurden,
wiesen seit mindestens drei Monaten vor der Operation keine Einnahme von
Hormonen auf. Die Entnahme von Endometrium aus den teils intakten, teils
morcellierten Uteri der hysterektomierten Kontrollpatientinnen erfolgte durch

einen Arzt oder eine Arztin fiir Pathologie.

2.2 Patientenkollektiv fiir die Auswertung von Operations- und
Pathologieberichten

In einem weiteren Teil dieser Arbeit erfolgte eine retrospektive Analyse von
Patientendaten aller MRKHS-Patientinnen, die im Zeitraum vom 01.01.2014 bis
31.12.2022 an der Universitats-Frauenklinik Tubingen operiert wurden. Die
meisten dieser Patientinnen erhielten eine laparoskopische Neovagina-Anlage
nach Vecchietti. Intraoperativ wurden die Patientinnen auf mogliche vorliegende
Fehlbildungen sowie das Vorhandsein von Uterus-Rudimenten untersucht. Jedes
Rudiment wurde hierbei basierend auf GroRe, Farbe und Konsistenz hinsichtlich
des Vorhandenseins von intrauterinem Endometrium evaluiert. Eine Entnahme
der Rudimente erfolgte perioperativ, falls die Patientin bekannte zyklische
Unterbauchbeschwerden hatte, falls aufgrund eines praoperativen MRTs oder
einer Ultraschall-Untersuchung bereits der Verdacht auf intrauterines
Endometrium bestand oder falls eine Entfernung nach ausflihrlicher Beratung
von der Patientin gewunscht wurde. Jedes so entfernte Rudimente wurde in der
Folge standardisiert histopathologisch untersucht und ausgemessen (HOhe,
Breite und Lange). Falls kein endometriales Gewebe makroskopisch sichtbar
war, erfolgte eine =zufallige Probenentnahme fir die histopathologische
Aufarbeitung. Alle Patientinnen wurden Uber die systematische Analyse von
hierbei erhobenen Daten zu Forschungszwecken aufgeklart und gaben ihr
schriftliches Einverstandnis (Einwilligungserklarung zur Verwendung von
Biomaterial und Daten in der Forschungsdatenbank und Biobank der
Medizinischen Fakultat & des Universitatsklinikums Tubingen). Die retrospektive
Analyse dieser Daten wurde zudem unter dem Antrag 077/2022BO2 durch das
Votum der Ethik-Kommission der Eberhard-Karls-Universitat Tdbingen am
23.02.2022 genehmigt.
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2.3 Verwendetes Material
2.3.1 Geratschaften

2.3.1.1 CO2-Inkubator

Um optimale Bedingungen flr die Kultivierung der Endometrium-Organoide und
der humanen endometrialen Stromazellen (HESC) zu schaffen, wurde ein
Brutschrank (Firma Binder, Tuttlingen) verwendet, in dem bei 37°C eine

gesattigte Luftfeuchtigkeit und 5%-CO2-Atmosphare vorhanden waren.

2.3.1.2 Lichtmikroskop
Far samtliche lichtmikroskopische Aufnahmen der Organoide wurde ein EVOS
M7000 Imaging System (ThermoFisher) verwendet. Hierbei kamen sowohl 2x, 4x

als auch 10x Objektive fir die Aufnahmen zum Einsatz.

2.3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1 Ubersicht iiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien

Produktname Produkt/Kat.-nummer Firma
A83-01 2939 Tocris
Advanced DMEM/F12 12634010 Gibco
Aktivkohle, Dextran- - At
igma Aldric
beschichtet (DCC) G 9
Ammoniumchlorid P9144-500G Sigma Aldrich
B27 supplement 17504-44 Gibco
Beta-Estradiol E8875 Sigma Aldrich
Basement Membrane
3533-001-2 Trevigen
Extract
BSA 05488 Fluka BioChemika
cAMP 1140 Tocris
Cellstar 6 Well
657 160 greiner bio-one
Multiwellplatte, TC
Cellstar 24 Well
662 160 greiner bio-one

Multiwellplatte, TC
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Cellstar 48 Well
Multiwellplatte, TC
Collagenase/Dispase
Collagenase Type Il

Cultrex reduced growth
factor BME2
Dispase Il

DMEM/F12, HEPES, ohne
Phenolrot

Dulbeccos Phosphate
buffered Saline (1xPBS)
EDTA

EGF
FBS
FGF 10
Formalin
GlutaMax
HEPES
HGF
Histogel
IP ActivFlo Biopsy |
Kassetten
Kaliumhydrogencarbonat
Matrigel
Maxima™ H Minus cDNA
Synthesis Master Mix (with
dsDNase) Kit
Medroxyprogesteronacetat
N2 supplement
N-Acetylcysteine
Natronlauge
Nicotinamide

Noggin

677 180

10269638001
17101015

3533-001-02
D4693

11039047

D8537
E5134-100G
AF-100-15

100-26
100496
35050-038
15630-056
100-39

HG-4000-012

39LC-605

P9144-500G
356231

M1681

PHR1589
17502048

A9165-5G
109137
NO-636

120-10C

greiner bio-one

Sigma Aldrich
Gibco

Trevigen

Sigma Aldrich

Gibco

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Peprotech
Gibco
Peprotech
Merck
Gibco
Gibco
Peprotech

Thermo Fisher
Leica Biosystems

Sigma Aldrich

Corning

Thermo Fisher

Sigma Aldrich
Life Technologies
Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Peprotech
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Paraplast™ X-tra 39503002 Leica Biosystems
PBS 10010023 Thermo Fisher
Penicillin/Streptomycin 15140-122 Gibco
Power SYBR™ Green .
e 4367659 Thermo Fisher
Primocin Ant-pm-1 Invivogen
Progesteron P8783 Sigma Aldrich
ProLong™ Diamond mit .
DAP| P36966 Thermo Fisher
PureLink® RNA Mini Kit 12183020 Thermo Fisher
Recombinant.Human R- 120-38 Peprotech
Spondin 1
Recovery™ Cell Culture _
Freezing Medium IAETI Glbeo
SB202190 S7067 Sigma Aldrich
TrypLE 12604013 Gibco
Trypsin EDTA 0,05% 25300-054 Gibco
Xylol 131769 PanReac AppliChem
Y-27632 TMO-T1725-50 Holzel




2.4 Methoden und Protokolle

2.41 Verarbeitung von Patientengewebe zum Ansetzen einer Organoid-
Zellkultur

Samtliches Gewebe wurde unter einer biologischen Sicherheitswerkbank
verarbeitet. Gewebe von MRKHS- oder Kontroll-Patientinnen wurde in eine
Petrischale Uberfuhrt und das Endometrium mit einem Skalpell vom Myometrium
getrennt. Ersteres wurde mit dem Skalpell in kleine Stiicke (1-3 mm?3) geschnitten
und in ein 2 mL Reaktionsgefald (Eppendorf) Uberfihrt. Nach Zugabe von 1 ml
Collagenase/Dispase wurde das Endometrium fur eine Stunde bei 37°C auf
einem Schutteltisch (,Thermomixer comfort®, Eppendorf, 1000 rpm) verdaut. Der
Inhalt wurde in ein 15 mL Reaktionsgefal® Uberfihrt und mit 10 mL
advDMEM/F12 +/+/+ (Gibco Advanced Dulbecco’s Modified Eagle Medium/F-12
mit den Zusatzen 1% Glutamax, 1% HEPES und 1% Penicillin + Streptomycin,
allesamt Thermo Fisher Scientific) gewaschen. AnschlieRend wurde das 15 mL
Reaktionsgefa fir 10 Minuten bei 478 g zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. War im Zellpellet nun eine deutliche Schicht Erythrozyten zu
sehen, wurde eine Lyse der roten Blutkorperchen durchgefuhrt. Hierfur wurde
das Zellpellet in 0,7 mL Lyse-Puffer (Inhaltsstoffe siehe 2.4.1.1) resuspendiert
und das Reaktionsgefal} flir 2 Minuten bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde das
Reaktionsgefaly fir 10 Minuten (478 g) zentrifugiert und der Uberstand erneut

abgenommen.

Das Zellpellet wurde daraufhin in 60 — 120 pL advDMEM/F12 +/+/+
resuspendiert, die gewlnschte Menge enthommen und in einem Verhaltnis von
45:55 mit Matrigel/BME vermischt. Die entstandene Suspension wurde auf einer
48 Well (20 uL Tropfen) bzw. 24 Well Platte (40 pyL Tropfen) ausplattiert und fir
30 Minuten umgekehrt in einen COgz-Inkubator (37°C, 5% COz2) gestellt.
Anschlielend wurden jedem Well 270 pL bzw. 540 yL Endometrium-Organoid-

Kulturmedium hinzugegeben.

2.4.1.1 Inhaltsstoffe und Ansetzen des Lysepuffers
Der zur Lyse von Erythrozyten verwendete Lysepuffer wurde wie folgt angesetzt:
24,9 g Ammoniumchlorid (Sigma Aldrich, Cat. No. A9434-500G), 3 g
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Kaliumhydrogencarbonat (Sigma Aldrich, Cat. No. P9144-500G) und 0,111 g
EDTA (Sigma Aldrich, Cat. No. E5134-100G) wurden mit 3 Litern destilliertem
Wasser vermischt. Der pH wurde anschlieRend mit ca. 3 mL 1 M NaOH (Merck,
Cat. No. 109137) auf 7,5 titriert.

2.4.2 Nahrmedium zur Kultivierung von Endometrium-Organoid-Linien in
Well-Platten

2.4.2.1 Verwendung von konditioniertem Medium (CM)

Als Basis samtlicher Kulturnahrmedien wurde konditioniertes Medium eingesetzt.
HierfGr wurde eine murine Fibroblasten-Zelllinie (LWRN (ATCC® CRL3276™))
verwendet, die genetisch so modifiziert wurde, dass sie die Faktoren WNT3a, R-
Spondin und Noggin (L-WRN) sezerniert und damit ihr Medium konditioniert.
Diese Zelllinie wurde nach einem Protokoll von Miyoshi & Stappenbeck (Nature
Protocols, 2013) [119] mit advDMEM und 10% FBS kultiviert. Das
Kultivierungsmedium wurde dabei alle 24 Stunden komplett erneuert. Das
abgenommene, konditionierte Medium wurde zentrifugiert, steril gefiltert und
anschlie3end bei -80°C gelagert. Dieses CM wurde als Basis der ersten Version

des Kulturnahrmediums eingesetzt.

WNT-Proteine wie WNT3a tendieren aufgrund ihrer stark hydrophoben
Eigenschaften dazu, au3erhalb von Zellen zu aggregieren und verklumpen, was
ihre biologische Aktivitat stark reduziert. Ein in FBS vorkommendes Glykoprotein
namens Afamin geht u.a. mit WNT3A einen 1:1-Komplex ein. Durch die Bindung
von Afamin wird der Komplex wasserloslich und behalt auch in einem Medium
seine biologische Aktivitat bei [116]. Bei Kultivierung der oben genannten LWRN-
Zelllinie ohne den Einsatz von FBS oder andere Bindungsmolekile, die WNT3a
stabilisieren kdnnen, sollte eine biologische Aktivitat von WNT3a im Medium
daher weitestgehend verhindert [178] und lediglich die Faktoren R-Spondin und
Noggin in stabiler und biologisch aktiver Form im konditionierten Medium
enthalten sein. Diese Form des CM wurde deshalb in Kulturndhrmedium Version
3 verwendet (L-WRN 0% FBS). Fur die Dezidualisierungsexperimente wurde ein
mit dem Faktor R-Spondin konditioniertes Medium, sowie rekombinantes Noggin

benutzt, um eine Beeinflussung durch mdgliche aktive Reste von WNT3a im CM
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zu vermeiden. Zur Herstellung des R-Spondin konditionierten Mediums wurden
Cultrex® R-spondin1 Zellen (Trevigen, Kat.-Nr. 3710-001-K) nach einem
Protokoll von Drost et al. [47] kultiviert.

2.4.2.2 Inhaltstoffe des Kulturndhrmediums Version 1

Tabelle 2 Kulturndhrmedium Version 1

Inhaltsstoff Finale Konzentration 30 mL
L-WRN cond. medium 50% 15 mL
HGF 50 ng/mL 30 yL
FGF 10 50 ng/mL 75 uL
EGF 50 ng/mL 150 pL
A83-01 500 nM 3 uL
N2 supplement 1% 300 pL
B27 supplement 2% 600 pL
N-Acetylcysteine 1.25 mM 75 uL
Nicotinamide 10 nM 20 uL
SB202190 500 nM 3L
Primocin 100 pg/mL 60 uL
Y-27632 5uM 1.5 uL
Adv. DMEM/F12 +/+/+ 46,6% 14 mL

2.4.2.3 Inhaltstoffe des Kulturnahrmediums Version 2

Tabelle 3 Kulturnédhrmedium Version 2

Inhaltsstoff Bestandslosung Finale Konzentration
HGF 50 pg/mL 50 ng/mL
FGF-10 20 pug/mL 50 ng/mL
EGF 10 ug/mL 50 ng/mL
A83-01 5mM 0.5 uM
B27 supplement 50x 2%
N2 supplement 100x 1%
N-Acetylcysteine 500 mM 1.25 mM
Nicotinamide 10 uM 10 nM
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Primocin 50 mg/mL 100 pg/mL

Y-27632 100 mM 5uM
Noggin 100 pg/mL 100 ng/mL
R-SPON CM 10%
Adv. DMEM/F12 +/+/+ 86,6%

2.4.2.4 Inhaltstoffe des Kulturndhrmediums Version 3

Tabelle 4 Kulturndhrmedium Version 3

Inhaltsstoff Bestandslosung Finale Konzentration
FGF-10 20 pg/mL 10 ng/mL
EGF 10 ug/mL 50 ng/mL
A83-01 5 mM 0.5 uM
B27 supplement 50x 2%
N2 supplement 100x 1%
N-Acetylcysteine 500 mM 1.25 mM
Nicotinamide 1M 2 mM
SB202190 5 mM 1 uM
Y-27632 100 mM 10 uM
L-WRN 0% FBS 10%
Adv. DMEM/F12 +/+/+ 86,6%

2.4.2.5 Inhaltstoffe des Kulturnahrmediums flr Experimente

Tabelle 5 Kulturndhrmedium fiir Dezidualisierungsexperimente.

B-Estradiol, Progesteron und cAMP wurden je nach Untersuchungskondition hinzugegeben.

Inhaltsstoff Bestandslosung Finale Konzentration
FGF-10 20 pug/mL 10 ng/mL
EGF 10 ug/mL 50 ng/mL
A83-01 5 mM 0.5 uM
B27 supplement 50x 2%
N2 supplement 100x 1%
N-Acetylcysteine 500 mM 1.25mM
Nicotinamide 1M 2 mM
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SB202190 5 mM 1 uM

Noggin 100 pg/mL 0,1 ng/mL
Y-27632 100 mM 10 uM
B-Estradiol 10 uM 10 nM
Progesteron 1 mM 1 uM
cAMP 1 mM 1 uM
R-SPON CM 10%
Adv. DMEM/F12 +/+/+ 86,6%

2.4.3 Umsetzen einer Organoid-Zellkultur

2.4.3.1 Verdau mit TrypLE

Zum Umsetzen einer Organoidkultur mit Trypsinierung zu Einzelzellen wurde das
Wachstumsmedium aus allen Wells (48 Well Platte) abgenommen und in ein 15
mL Reaktionsgefal Gberfuhrt. AnschlieRend wurden die Wells mit 1 mL PBS
gewaschen und das PBS ebenfalls in das Gefald duberfuhrt. 1 mL TrypLE wurde
in eine Pipettenspitze aufgenommen und mit der Pipettenspitze der
Matrigeltropfen am Boden jedes Wells zerkratzt. Die Wells wurden daraufhin mit
dem 1 mL TrypLE gewaschen und der Inhalt in ein 2 mL Reaktionsgefaly
uberfuhrt. Das Reaktionsgefaly wurde fur 8 Minuten bei 37°C auf einem
Schutteltisch platziert (1000 rpm), bevor 500 uL advDMEM/F12 +/+/+ mit 10%
FBS hinzugegeben und der gesamte Inhalt danach in das 15 mL Reaktionsgefa
transferiert wurde. Das 15 mL Reaktionsgefald wurde fir 10 Minuten bei 478 g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in
advDMEM/F12 +/+/+ resuspendiert, die gewunschte Menge Zellsuspension
entnommen und in einem Verhaltnis von ca. 45:55 mit Matrigel/BME vermischt.
Anschlieend wurden Tropfen von je 20 pL auf einer 48 Well Platte ausplattiert.
Die Platte wurde umgedreht fir 30 Minuten in den CO2z-Inkubator gestellt. Danach

wurde jedem Well 270 pL Kulturndhrmedium hinzugegeben.

2.4.3.2 Mechanische Zerkleinerung

Zum Umsetzen einer Organoidkultur mit mechanischer Zerkleinerung der
Organoide wurde das Nahrmedium aus allen Wells entfernt und in ein 15 mL
Reaktionsgefald udberfuhrt. Es wurde 1 mL advDMEM/F12 +/+/+ in eine
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Pipettenspitze aufgenommen und mit der Spitze die Matrigeltropfen am Boden
der Wells zerkratzt. Die Wells wurden anschlieRend mit dem 1 mL advDMEM/F12
+/+/+ gewaschen und der Inhalt in ein 2 mL Reaktionsgefald gegeben. Hierin
wurde die Zellsuspension sechs Mal durch eine 27 3. G Nadel mithilfe einer 1 mL
Spritze auf- und abgezogen und danach in das 15 mL Reaktionsgefal® gegeben.
Das 2 mL Reaktionsgefal® wurde mit 200 yL advDMEM/F12 +/+/+ nachgespuilt
und der Inhalt ebenfalls in das 15 mL Reaktionsgefal® gegeben, welches dann

fur 10 Minuten bei 478 g zentrifugiert wurde.

Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 60 — 120 yL advDMEM/F12
+/+/+ resuspendiert. Die gewlunschte Menge Zellsuspension wurde entnommen
und in einem Verhaltnis von 45:55 mit Matrigel/BME vermischt. Die entstandene
Suspension wurde in Tropfen von je 40 uL auf einer 24 Well Platte ausplattiert
und far 30 Minuten umgekehrt in einen CO2-Inkubator (37°C, 5% CO2) gestellt.

Danach wurde jedem Well 540 yL Kulturnahrmedium hinzugegeben.

2.4.4 Einfrieren und Auftauen von Organoid-Kulturen

Zum Einfrieren wurden Organoid-Kulturen wie in 2.4.3 beschrieben vom Boden
der Wells abgekratzt und anschlief3end durch eine 27 % G Nadel und Spritze
zerkleinert. Nach dem Zentrifugieren und Verwerfen des Uberstandes wurden
das Zellpellet in Recovery™ Cell Culture Freezing Medium (Gibco) resuspendiert
und portionsweise in Cryo-Rohrchen Uberfuhrt. Hierbei wurden jeweils 0,7 mL
Recovery Cell Culture Freezing Medium pro Cryo-Réhrchen zum
Resuspendieren verwendet. Die Cryo-Roéhrchen wurden daraufhin in einem
CellCooler mit Metallring platziert. Der CellCooler wurde anschlief3end auf -80°C
gestellt.

Zum Auftauen von Organoidkulturen wurden die Cryo-Réhrchen von -80°C fur
bis zu zwei Minuten in ein Wasserbad (37°C) gegeben, mindestens aber bis der
Inhalt komplett aufgetaut war. Die Cryo-Rdhrchen wurden anschlielend
grundlich desinfiziert und ihr Inhalt unter einer sterilen Sicherheitswerkbank in 10
mL vorgewarmtes (37°C) advDMEM/F12 +/+/+ in ein 15 mL Reaktionsgefall
uberfuhrt. Das Reaktionsgefald wurde daraufhin fur 10 Minuten bei 478 g
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zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in

advDMEM/F12 +/+/+ resuspendiert und wie unter 2.4.1 beschrieben ausplattiert.

2.4.5 Formalin-Fixierung und Konservierung von Organoiden

Zum spateren Anfertigen von Paraffin-Schnitten wurden Organoide mit Formalin
fixiert und in Ethanol gelagert. Hierzu wurde das Nahrmedium aus allen Wells
abgenommen und verworfen. AnschlieRend wurde jeder Well mit 300 yL 1xPBS
(Phosphatgepufferte Salzlésung, Thermo Fisher) gewaschen und das 1xPBS
ebenfalls verworfen. Zur Auflésung des Matrigels wurden 375 pL Dispase Il (1
mg/mL) in jeden Well pipettiert und der Tropfen mit der Pipettenspitze zerkratzt.
Die Platte wurde daraufhin 15 Minuten lang in einen CO2-Inkubator bei 37°C
inkubiert.

In ein frisches 15 mL Reaktionsgefal® wurden 3 mL PBS/1% BSA (Bovines
Serum-Albumin) gegeben, um das Reaktionsgefald zu beschichten. Danach
wurde 1 mL PBS/1%BSA in eine Pipettenspitze aufgenommen, gleichmafig auf
alle Wells verteilt und mit der Losung aus Dispase und Zellen resuspendiert. Die
Suspension wurde aus jedem Well vorsichtig in das 15 mL Reaktionsgefafl
uberfuhrt, ohne die Wande des Tubes zu beruhren. AnschlieRend wurden die
Wells nochmal mit 1 mL PBS/1%BSA gewaschen und der Inhalt ebenfalls in das
15 mL Reaktionsgefal® gegeben. Dieses wurde danach fir 10 Minuten bei 250 g
in der Multifuge 3 S-R zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig mit einer 1 mL

Pipette abgenommen.

Fir die folgenden Schritte wurden Reaktionsgefal3e und Pipettenspitzen jeweils
vor Beruhrung mit Organoiden mit 1xPBS/1% BSA befeuchtet/beschichtet. Das
zuvor erhaltene Zellpellet aus dem 15 mL Reaktionsgefald wurde vorsichtig mit 1
mL 4% Formalin (Merck) resuspendiert und in ein 1.5 mL Reaktionsgefal
uberfihrt, welches anschliefend fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
wurde. Das Reaktionsgefald wurde anschlielend mit PBS/1%BSA aufgefullt und
fur 3 Minuten bei 2000 rpm (381 g) in der Biofuge pico zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Mit 1 mL 1xPBS/1%
BSA wurde das Zellpellet erneut resuspendiert und das Reaktionsgefal® mit
1xPBS/1% BSA aufgefullt, bevor erneut fur 3 Minuten in der Biofuge pico
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zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde abgenommen und erneut verworfen.
Anschlie®end wurde in drei Schritten erst 250 uL 25% Ethanol, dann 300 uL 70%
Ethanol und schlielllich 600 pyL 96% Ethanol hinzugegeben, wobei das
Reaktionsgefal® nach jedem Hinzugeben und Resuspendieren fur 10 Minuten
stehen gelassen wurde. Nach dem letzten Schritt wurde das Reaktionsgefald mit

den Organoiden bei 4°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2.4.6 Paraffin-Einbettung der konservierten Organoide

Zur Einbettung in Paraffin wurde zunachst das Uberstehende Ethanol aus dem
Eppendorf Reaktionsgefal vorsichtig abgenommen. Als Form wurde ein kleiner
Plastikring von der GrolRe des Anfangssticks einer 100 pL Pipettenspitze
einseitig mit Parafilm verschlossen und auf einen gefrorenen Metallblock gelegt.
Nun wurde Histogel (Thermo Fisher, Art. Nr. HG- 4000-012) in das
Reaktionsgefald mit den Organoiden gegeben und dieses fur 30 Sekunden bei
65°C in den Heizblock gestellt. AnschlieRend wurde die Probe in die vorbereitete
Form gegeben und nach kurzem Anfrieren fir 5 Minuten zu -20°C gestellt.
Danach wurde die Probe in eine Plastikkassette (IP ActivFlo Biopsy | Kassetten,
Leica Biosystems) uberfuhrt und zweimal eine Stunde lang bei Raumtemperatur
in 70% Ethanol gegeben, gefolgt von zwei Stunden in 96% Ethanol und einer
Stunde in 100% Ethanol. Anschlieend wurde die Kassette tber Nacht in 100%
Ethanol inkubiert. Als nachster Schritt wurde die Probe zweimal eine Stunde in
Xylol (Isomerengemisch zur Analyse, PanReac AppliChem) gegeben und
hinterher dreimal fur 45 Minuten in Paraffin (Paraplast™ X-tra, Leica Biosystems)
bei 65°C. Auf einer Heizplatte wurde die Probe in eine Metallform auf ein Bett aus
Paraffin gegeben. Die Form wurde daraufhin mit Paraffin aufgefullt und fir 15
Minuten zu -20°C gestellt. Anschlieiend wurde kurz erwarmt, um die Form zu

entfernen.

2.4.7 Schnitt-Anfertigung der Organoid-Kulturen

Aus Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten (FFPE) Organoid-Kulturen wurden
mittels eines Mikrotoms (HM 355S, Epredia™, Michigan, USA) 4 um grof3e
Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden im Anschluss auf TOMO Adhasiv
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Mikroskop-Objekttrager (Matsunami Glass) Ubertragen und schlieBlich bei

Raumtemperatur getrocknet.

2.4.8 Entparaffinierung der Organoid-Kulturen

Um das Paraffin vor eventuellen Farbungen aus den Organoid-Schnitten zu
entfernen, wurden die Objekttrager mit den Schnitten drei Mal fur je 10 Minuten
in Xylol gewaschen. Im Anschluss wurden die Objekttrager zwei Mal fur drei
Minuten in 100% Ethanol platziert, gefolgt von zweimalig drei Minuten in 96%
Ethanol und drei Minuten in 75% Ethanol. Danach wurden die Objekttrager in
75% Ethanol mit 3% Wasserstoffperoxid platziert und schlielich fur funf Minuten

mit destilliertem Wasser gespult.

Schnitte, die spater mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt werden sollten, wurden bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Schnitte fur spatere immunhistochemische

Farbungen wurden bis zur weiteren Verarbeitung in PBS gelagert.

2.4.9 Immunhistochemische Farbungen der Organoid-Schnitte

Die immunhistochemischen Farbungen der angefertigten Organoid-Schnitte
wurden in Kooperation mit dem Institut flir Pathologie des Universitatsklinikums
Tubingen durchgefuhrt. Hierzu wurde ein automatisiertes Farbesystem der Reihe
Ventana Discovery (Ventana Medical Systems, Tucson, USA) verwendet sowie
in der klinischen Routine eingesetzte in vitro Diagnostik-Antikorper gegen ERa,
PR, MIB1 und PAXS.

2.4.10 Anfertigung von Immunfluoreszenz-Farbungen

Zur Anfertigung von Immunfluoreszenz-Farbungen wurde eine 0,1% Tween 20
(Polysorbat, nichtionisches Detergens) -PBS-Losung hergestellt (im Folgenden
PBS-T genannt), sowie eine weitere mit zusatzlich 4% BSA (BSA-PBS-T). Alle
Antikorper wurden in einem den Hersteller-Angaben entsprechenden Verhaltnis
verdinnt. Samtliche Inkubationen wurden in einer zum Lichtausschluss mit
Aluminium-Folie ausgekleideten Box bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Alle
Ldsungen wurden so auf die Deckglaser aufgetragen, dass diese von einem

Tropfen vollkommen bedeckt waren (60-100 pL).
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Zunachst wurde PBS-T fur funf Minuten als Wasch-Schritt aufgetragen, gefolgt
von 0,2% Triton X (in PBS) fur drei Minuten. Daraufhin wurde erneut PBS-T fur
funf Minuten aufgetragen. Dieser Schritt wurde zwei weitere Male wiederholt. Im
Anschluss wurde BSA-PBS-T auf das Deckglas pipettiert und fur 30 Minuten
belassen. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem ersten verdinnten Antikorper

fir eine Stunde.

Nach der abgeschlossenen Inkubation wurde erneut drei Mal fur je fUnf Minuten
mit PBS-T gewaschen und in der Folge der zweite verdlinnte Antikoérper
aufgetragen. Auch dieser wurde fir eine Inkubationszeit von einer Stunde
belassen, bevor erneut drei Mal mit PBS-T fur 5 Minuten gewaschen wurde.
Zuletzt wurde 1 Tropfen ProLong™ Diamond mit DAPI als Eindeckmittel
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Katalognummer P36966) aufgetragen und

die Schnitte Uber Nacht auf einer flachen Unterlage belassen.

2.4.10.1 Verwendete Antikorper

Tabelle 6 Ubersicht iiber die fiir die Inmunfluoreszenz verwendeten Antikérper.

Antigen Zielspezies Wirtstier Kat.-Nr. Hersteller Verdiinnung

Agilent
Zytokeratin
Mensch Maus M3515 Technologies 1:200
AE1/AE3
(DAKO)
PAS5-
Perlecan Mensch Hase Invitrogen 1:100
79416
Ziege anti-
Maus IgG A-
Maus Ziege Invitrogen 1:400
(Alexa 11029
Fluor 488)
Ziege anti-
Hase IgG A-
Hase Ziege Invitrogen 1:400
(Alexa 11012
Fluor 594)
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2.4.11 Dezidualisierung von Organoid-Kulturen

Die Organoide wurden wie unter 2.4.3 beschrieben umgesetzt und zu gleichen
Teilen in sechs Wells auf einer 24 Well Platte ausplattiert. Alle Wells erhielten
zunachst 540 pyL Kulturnahrmedium far Experimente (Zusammensetzung siehe
2.4.2.5), welches in der Folge als Exp.-ExM (Experimente-Expansionsmedium)
abgekirzt wird. Nach vier Tagen erfolgte die Aufteilung in drei Gruppen zu jeweils
2 Wells (siehe auch Abbildung 1).

Gruppe 1 (ExM) diente als unbehandelte Kontrollprobe und erhielt fur weitere 96
Stunden Exp.-ExM, wobei das Medium nach 48 Stunden gewechselt und
erneuert wurde. Bei Gruppe 2 (E2) wurde auf E2-Exp.-ExM als Medium
gewechselt, welches zusatzlich 10 nM beta-Estradiol (Sigma, Cat. No. E8875)
enthalt. Auch hier wurde das Medium nach 48 Stunden erneuert. Gruppe 3 (P4)
wurde zuerst fir 48 Stunden mit E2-Exp.-ExM geprimed, danach wurde flr
weitere 48 Stunden auf P4-Exp.-ExM gewechselt, welches zusatzlich zu den 10
nM beta-Estradiol noch 1 yM Progesteron (Sigma, Cat. No. P8783) und 1 uM
cAMP (Tocris, Cat. No. 1140) beinhaltete.

Tag O 4 6 8

Abbildung 1 Dauer der hormonellen Stimulation fiir die drei Gruppen ExM, E2 und P4, in Anlehnung an
Turco et al. [173]

96 Stunden nach der Aufteilung wurden alle Wells geerntet. Hierzu wurde das
Medium aus allen Wells abpipettiert und verworfen. Jeder Well wurde mit 1 mL
1xPBS mehrmals gewaschen und das PBS in ein der Gruppe zugehdriges 15 mL
Tube gegeben. Jeweils fur zwei Wells wurden die Matrigeltropfen zerkratzt und
die Wells mit 1 mL TrypLE (Gibco™, Thermo Fisher, Cat. No. 12604013) gespilt,
welches anschlieRend mit dem Matrigel in ein 2 mL Reaktionsgefaly uberfuhrt
wurde. Dieses wurde fur 10 Minuten auf dem Schutteltisch (37°C) inkubiert.

Der Inhalt wurde danach in das zugehdrige 15 mL Reaktionsgefald gegeben und
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dieses mit 1xPBS auf 15 ml aufgefillt und fir 10 Minuten zentrifugiert (478 g).
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 15 mL 1xPBS
resuspendiert. Nachdem erneut fir 10 Minuten zentrifugiert (478 g) und der
Uberstand abgenommen wurde, wurde das Zellpellet mit Flissigstickstoff

schockgefroren und anschlieend bei -80°C gelagert.

2.4.12 Kultivierung und Dezidualisierung von HESC

Humane endometriale Stromazellen (HESC) wurden in DMEM/F12 (mit HEPES)
mit zusatzlich 1% GlutaMax, 1% Pencillin/Streptomycin und 10% DCC-FBS
(dextran-coated charcoal-treated fetal bovine serum) kultiviert. Bei letzterem
handelt es sich um Fetales Rinderserum, aus dem nicht-polare Inhaltsstoffe wie
gewisse Wachstumsfaktoren und Hormone herausgefiltert wurden, um eine
mogliche Verfalschung der Ergebnisse in den folgenden hormonellen

Stimulationsversuchen zu vermeiden.

FiUr Dezidualisierungsexperimente wurden die Zellen trypsiniert und mit Hilfe der
Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl bestimmt. Anschliefend wurden 300.000
Zellen pro Well in die Wells einer 6 Well Multiwellplatte pipettiert. Die Zellen
wurden weiter in DMEM/F12 mit 10% DCC-FBS kultiviert. Sobald sie zu 75-80%
Konfluenz erreicht hatten (nach ca. 48 Stunden), wurde auf DMEM/F12 mit 2%
DCC-FBS gewechselt. Ab diesem Punkt wurden die HESC je nach Kondition far
bis zu 6 Tage mit 1 uM Progesteron oder 1 yM Medroxyprogesteronacetat
(Sigma Aldrich) und 0,5 mM cAMP behandelt. Das Medium wurde dabei alle 48

Stunden erneuert.

Zum Ernten der Zellen wurde das Medium aus jedem Well abpipettiert und in ein
2 mL Eppendorf Reaktionsgefall tberfuhrt, welches anschlielend bei -80°C
eingefroren wurde. Jeder Well wurde mit 1 mL 1xPBS gewaschen, welches
verworfen wurde. Danach wurden 800 uL vorgewarmtes Trypsin EDTA 0,05% in
jedes Well gegeben und die Multiwellplatte fur 10 Minuten in den CO2-Inkubator
(37°C) gestellt. Noch anhaftende Zellen wurden durch leichtes Klopfen vom
Boden gelést. Pro Well wurden 2 mL DMEM/F12 mit 10% DCC-FBS
hinzugegeben und der Inhalt eines jeden Wells in ein 15 mL Reaktionsgefal

uberfuhrt. Jedes Reaktionsgefald wurde mit PBS auf 10 mL aufgefullt und
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anschlieBend fiir 6 Minuten zentrifugiert (478 g). Der Uberstand verworfen und
jedes Reaktionsgefall mit 1xPBS erneut auf 7 mL geflllt. Nach erneutem
Zentrifugieren fir 4 Minuten (478 g) wurde der Uberstand verworfen und die

Zellpellets in Flussigstickstoff eingefroren, bevor sie bei -80°C gelagert wurden.

2.4.13 RNA-Isolierung

RNA wurde aus gefrorenen Zellpellets mittels des PureLink® RNA Mini Kit
(Invitrogen, Thermo Fisher, Cat. No. 12183020) nach den Instruktionen des
Herstellers isoliert. Die RNA wurde in 30 uL RNAse-freiem Wasser eluiert und
aliquotiert, um wiederholte Zyklen von Auftauen und Einfrieren zu vermeiden. Die
Messung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch mithilfe des Varioskan
LUX™ (Thermo Scientific™). Zur Bewertung der Reinheit der RNA-Proben
wurde die Absorption bei verschiedenen Wellenlangen des Lichtes erfasst.
Hierbei wurde ein Quotient von A260nm/A280nm von > 1,8 als Mindestwert fur
weiter verwendete RNA-Proben verwendet. Die RNA wurde anschlielend
entweder direkt fur die Synthese von cDNA weiterverwendet oder bei -80°C flr

weitere Anwendungen gelagert.

2.4.14 cDNA-Synthese

Zur Herstellung der cDNA wurde das Maxima™ H Minus cDNA Synthesis Master
Mix (with dsDNase) Kit (Thermo Fisher, Cat. No. M1681) nach den Instruktionen
des Herstellers verwendet. Hierfir wurden jeweils 300 ug bzw. 450 ug RNA
eingesetzt. Zur Elimination einer moglichen Kontamination der Probe mit
genomischer DNA erfolgter als erster Schritt eine Inkubation bei 37°C mit
doppelstrangspezifischer DNase, bevor der Maxima™ H Minus cDNA Synthesis
Master Mix hinzugegeben wurde. Dieser enthdlt neben der reversen
Transkriptase zur Herstellung der cDNA auch einen RNase Inhibitor zum Schutz
der RNA vor Degradation. Nach Inkubation bei 25°C fir 10 Minuten, gefolgt von
50°C fur 15 Minuten, wurde die Reaktion durch 5 Minuten bei 85°C terminiert.
Die cDNA mit einem Endvolumen von 20 yL wurde mit 20 pL (bei 300 ug RNA)
bzw. 40 uL (bei 450 ug RNA) RNase-freiem Wasser verdinnt. Die cDNA wurde
im Anschluss entweder direkt fur eine gPCR weiterverwendet oder bei -80°C fur

spatere Analysen gelagert.
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2.4.15 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Um die in jedem Well enthaltene Menge des PCR-Produktes erfassbar zu
machen, wurde ein Power SYBR™ Green PCR-Master Mix (Thermo Fisher)
verwendet. Der enthaltene SYBR Green Farbstoff bindet an doppelstrangige
DNA und daher wahrend einer PCR an das amplifizierte Produkt. Die
abgegebene Menge an Fluoreszenz wird gemessen und ermoglicht eine
Aussage uUber die im jeweiligen Well enthaltene Menge an PCR-Produkt.
Far die gPCR wurde in jedes Well

5 uL SYBR Green
0,8 pL Vorwarts-Primer

0,8 puL Ruckwarts-Primer

2,4 uL Molekulares Wasser

sowie 1 pL der jeweiligen Proben-cDNA zu einem Reaktionsvolumen von 10 L
je Well pipettiert. Jede Reaktion wurde fir Organoid-Versuche als Duplikat und
fur HESC-Versuche als Triplikat durchgefihrt. Fir alle Reaktionen wurde das
QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher) verwendet.

Um die Ausgangsmenge der Ziel-DNA in jedem Well zu beurteilen, wird der
sogenannte ,cycle threshold, auch Ct-Wert genannt, verwendet. Dieser
bezeichnet denjenigen Zyklus der PCR-Reaktion, in dem das Fluoreszenzsignal
des PCR-Produktes in diesem Well sich vom unspezifischen Hintergrundsignal
abhebt. Der Ct-Wert ist dabei invers proportional zur Ausgangskonzentration der

Ziel-DNA in der jeweiligen Probe.

Um eine relative Quantifizierung zu ermadglichen, ist die Normalisierung der
Expression des Zielgenes mittels eines homogen exprimierten und nicht
regulierten Haushaltsgen (HKG) notwendig. Hierfir wurde das ribosomale
Protein L19 als HKG verwendet.

24151 Verwendete Primer

Fir die quantitative PCR wurden folgende Primer-Sequenzen verwendet:
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Tabelle 7 Ubersicht iiber die in der gPCR verwendeten Primer-Sequenzen

Gen Orientierung Sequenz (5°-3°)
o Forward GCGACCAACAACATCTCCCTC
Reverse GGACCTTCTTCTCAACACAGC
17HSDb2 Forward TCAAAACTCCGGCAAATACC
Reverse ACCTGTGGATCAGAAGGCAG
S Forward GGAGTTGAATGGTGCATACAAGG
Reverse CCACGGCTGTCCCAATCAG
SOXO Forward GTACCCGCACTTGCACAAC
Reverse TCTCGCTCTCGTTCAGAAGTC
U Forward AGAGAAGTTCAGTGCCCAGC
Reverse TGACATCCTGTCCCTGAGTG
L1 Forward GCGGAAGGGTACAGCCAAT
Reverse GCAGCCGGCGAAA
P Forward CGAAACTCTCGATGTCACCA
Reverse TGTCTCCTGTGCCTTGGCTAAAC
oRL Forward TCAGGATGAACCTGGCTGAGTA
Reverse AAGCTGTAGAGATTGAGGAGCAAAC

2.4.15.2 Statistische Auswertung der gPCR-Daten

Zur relativen Quantifizierung der gPCR-Daten wurde die AACt-Methode
verwendet. Die gemessenen Werte der hormonbehandelten Proben wurden
dabei auf eine jeweilige unstimulierte, passagen-gleiche Kontrollprobe (ExM)
bezogen. Berechnungen erfolgten mithilfe der Statistiksoftware JMP (Version 14,

SAS Institute) und folgenden Formeln:

1. ACt = Ct Mittelwert Zielgen — Ct Mittelwert Haushaltsgen
2. AACt = ACt Test-Probe — ACt Kontroll-Probe

3. Relative Expressionsveranderung = 2-44CT

Die Standardabweichung des ACt-Wertes wurde aus den

Standardabweichungen der Werte flr das Ziel- und das Haushaltsgen errechnet:
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4. s =((s1)? + (s2)?)"?, wobei s fiir die Standardabweichung steht und x'? =

Quadratwurzel aus x

Da die Berechnung des AACt-Wertes die Subtraktion des ACt-Wertes der
Kontroll-Probe beinhaltet und damit die Subtraktion einer willkirlichen
Konstanten, entspricht die Standardabweichung des ACT-Wertes der des AACT-
Wertes.

Um die Standardabweichung des AACt-Wertes bei der Berechnung der relativen
Expressionsveranderung miteinzubeziehen, wird jede relative
Expressionsveranderung mit einer Spannweite/Range angegeben, die wie folgt

berechnet wurde:
5. 284CT+s ‘wobei s die Standardabweichung des AACt-Wertes bezeichnet.

Die errechneten ACt-Werte, AACt-Werte und relativen
Expressionsveranderungen (EFC) sind im Ergebnisteil fir das jeweilige Gen
angegeben. Da statistische Tests auf Basis der ACt-Werte durchgeflhrt wurden,
bezieht sich der dabei angegebene Mittelwert fur die relativen
Expressionsveranderungen auf den Mittelwert der jeweiligen AACt-Werte. Der so
berechnete Mittelwert entspricht aufgrund der Logarithmisierung nicht dem

arithmetischen Mittel der einzelnen relativen Expressionsveranderungen.

Als statistischer Test zum Vergleich der Expressionsniveaus bzw. dessen
Veranderungen innerhalb einer Gruppe von Organoidlinien (MRKHS oder
Kontrollen) wurde ein One-way ANOVA mit post-hoc Tukey-Test verwendet. Zum
Vergleich des Expressionsniveaus bzw. dessen Veranderung zwischen den
Gruppen MRKHS-Organoidkulturen und Kontrollkulturen wurde ein ungepaarter
t-Test auf Basis der AACt-Werte durchgefuhrt.

2.4.16 Statistische Auswertung von Operations- und Pathologie-Berichten
fiir Patientinnen mit MRKH-Syndrom

Die Daten des unter 2.2 beschriebenen Patienten-Kollektivs wurden in einer

REDCap-Datenbank auf den Servern der Universitats-Frauenklinik Tubingen

erfasst. Hierzu gehorten sowohl allgemeine Patienten-Informationen wie

MRKHS-Subtyp und assoziierte Fehlbildungen als auch samtliche an der
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Universitats-Frauenklinik vorliegenden Operationsberichte dieser Patientinnen.
Hierbei wurde flr jede Patientin erfasst, ob intraoperativ Uterus-Rudimente

festgestellt werden konnten und falls ja, ob ein- oder beidseitig.

Zur genaueren Analyse dieses Daten-Satzes erfolgte ein Export nach Microsoft
Excel (Version 2401, Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA). Fur
alle Patientinnen, deren Uterus-Rudimente entfernt wurden, wurde anhand der
Pathologie-Berichte die GroRe der Rudimente erganzt und ob histopathologisch

der Nachweis von Endometrium im Rudiment erfolgte.

Die GrofRe der Uterus-Rudimente wurde in den Pathologie-Berichten in der Regel
mit Hohe, Breite und Tiefe in Zentimetern angegeben, wodurch das jeweilige
Volumen durch Multiplikation (Hohe x Breite x Tiefe) errechnet wurde. In einigen
Fallen erfolgte nur die Angabe von Héhe (h) und Durchmesser (d), weshalb in
diesen Fallen das Volumen analog einem Zylinder mit folgender Formel

berechnet wurde:
Volumen =1 x (d/2)? x h

Rudimente, flir die entweder nur eine einzige GroRendimension angegeben
wurde oder die intraoperativ morcelliert wurden, wurden aufgrund der zu hohen

Messungenauigkeit von der Analyse ausgeschlossen.

Anschlie®end wurde mittels des Programms GraphPad Prism (Version 9.5.1,
GraphPad Holdings, LLC, San Diego, CA, USA) eine statistische Auswertung der
Daten durchgefuhrt, wobei eine Einteilung der Patientinnen anhand ihres
Fehlbildungstyps in verschiedene Subgruppen sowie ein Vergleich dieser
Subgruppen untereinander hinsichtlich Charakteristika wie der Haufigkeit von
Uterus-Rudimenten oder endometrialem Gewebe erfolgte. Der Chi-Quadrat bzw.
Chi-Square Test wurde hierbei fir Zahldaten verwendet, der Welch's t-Test flr

kontinuierliche Variablen.
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3 Ergebnisse
Die folgenden Daten wurden nach vorheriger schriftlicher Information an das
Promotionsbliro auszugsweise bereits im Journal ,Disease Models &

Mechanisms* [24] sowie im ,Journal of Clinical Medicine® [140] veroffentlicht.
3.1 Etablierung von Endometrium-Organoidkulturen

3.1.1 Etablierung von Organoiden aus MRKHS-Gewebe

Uber einen Zeitraum von sechs Monaten wurden 24 Patientinnen mit MRKH-
Syndrom auf Uterus-Rudimente untersucht, die in der Universitats-Frauenklinik
zur Anlage einer Neovagina (modifizierte Methode nach Vecchietti) operiert
wurden. 18 dieser Patientinnen wiesen ein MRKH-Syndrom vom Typ 1 auf.
Lediglich sechs Patientinnen besallen assoziierte Fehlbildungen und wurden
daher als Typ 2 klassifiziert, wobei renale Malformationen am haufigsten
vorkamen. Bei 18 Patientinnen, 16 davon mit MRKH-Syndrom Typ 1, wurden
intraoperativ Uterus-Rudimente entnommen. In allen Fallen erfolgte die
Entnahme beidseitiger Rudimente, sodass eine Gesamtzahl von 36 Rudimenten

auf Endometrium untersucht wurde.

Jedes Rudiment wurde nach der Entnahme mit einem sterilen Skalpell in
Schichten von ungefahr funf Millimetern komplett lamelliert und die Schnittflachen
makroskopisch begutachtet. Besondere Aufmerksamkeit galt hierbei einer
moglichen Cavume-artigen Struktur im Inneren der Rudimente. Mehrmals ergab
sich hierbei trotz vertikaler Lamellierung eine Art ,Zapfen“ im Rudiment, was in
Abbildung 2B zu erkennen ist, wobei an der Spitze dieses Zapfens wiederholt
Endometrium zu finden war. Bei vier Rudimenten von vier unterschiedlichen
Patientinnen war so bei der Lamellierung des Rudiments Gewebe abgrenzbar,
welches makroskopisch als Endometrium eingeschatzt wurde (s. Tab. 8). Dieses
Gewebe, das sich zumeist gelblich darstellte, wurde entnommen und, wie unter

2.4.1. beschrieben, weiterverarbeitet.
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Abbildung 2 Intraoperativ entferntes Uterusrudiment.

A: Ein intraoperativ in mehreren Stiicken entferntes Uterus-Rudiment. Die Rudimente wurden zuerst

vermessen und anschlieBend mit einem Skalpell lamelliert.
B: Eréffneter Teil eines Uterusrudiments mit makroskopisch sichtbarem, gelben Endometrium an der
Spitze einer zapfenartigen Struktur (Pfeil)

Tabelle 8 MRKHS-Patientengruppe, bei der die Entnahme von Gewebeproben zur Etablierung von
Organoidkulturen erfolgte.

Bei vier Rudimenten konnte makroskopisch, bei insgesamt sechs Rudimenten mikroskopisch
Endometrium nachgewiesen werden. Bei allen makroskopischen Nachweisen konnten Organoidkulturen
erfolgreich etabliert werden. (J = Ja; N = Nein)

Interne Anzahl an In
MRKHS  Zahl der Makroskop. Mikroskopisch Organoide
Studien- entnomm. Kultur
Typ Rudimente Endometrium Endometrium etabliert

nummer Gewebeproben gesetzt

14 1 2 3 N J J N

15 1 2 3 N J J N

16 1 2 2 N N J N

17 1 2 2 J J J J

18 1 2 1 J J J J

19 1 2 1 N N N N

20 1 2 1 N N J N

21 1 2 1 J J J J

22 1 2 1 J J J J
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Fur alle vier Gewebeproben (MRKHS 17, 18, 21 & 22), die makroskopisch als
Endometrium eingeschatzt wurden, erfolgte Uber eine standardmafige
Aufarbeitung durch die Fachabteilung Gynakopathologie des Instituts fiur
Pathologie der Universitat Tubingen die Bestatigung, dass endometriales
Gewebe in den Rudimenten enthalten war.
Entsprechend waren nach der Verarbeitung des Gewebes und dem Ansetzen
dieser Kulturen unter dem Lichtmikroskop endometriale Driusenschlauche
abgrenzbar (s. Abb. 3).

Abbildung 3 Erstansatz einer MRKHS-Organoidkultur.

Links: Originalverdau einer MRKHS-Gewebeprobe mit makroskopischem Endometrium. Gré3ere
erhaltene Driisenstiicke (schwarze Pfeile) sind an Tag 0 deutlich abgrenzbar.
Rechts: Organoidwachstum aus diesen Driisenstiicken nach zwei Tagen

Aus allen vier Proben ist es gelungen, Organoidkulturen zu etablieren. Die
Erfolgsquote zur Etablierung von MRKHS-Organoiden bei makroskopischem

Nachweis von Endometrium lag daher bei 100%.

Bei acht weiteren Rudimenten von funf Patientinnen wurde ebenfalls eine
Gewebeprobe entnommen, ohne einen Hinweis auf klar makroskopisch
abgrenzbares endometriales Gewebe zu haben. Hierbei wurde meist ein
zentrales Gewebestlick aus der proximalen Halfte des Rudiments entnommen,

um eventuelle makroskopisch nicht abgrenzbare Gangstrukturen zu treffen.

59



Bei zwei dieser Patientinnen (MRKHS 14 & 15) erfolgte der mikroskopische
Nachweis von fokalem Endometrium in der histopathologischen Aufarbeitung
jeweils eines Rudiments. Die von diesen Rudimenten exzidierten Gewebeproben
wiesen allerdings nach Verdau und Ansetzen in Kultur keine Drusenstrukturen

oder andere Hinweise auf Endometrium unter dem Lichtmikroskop auf. Folglich

war in diesen Kulturen auch nach mehreren Tagen keine Organoid-Formierung
oder -Wachstum feststellbar (s. Abb. 4).

Abbildung 4 Erstansatz aus Gewebe ohne makroskopisches Endometrium.

Links: Originalverdau von MRKHS 14. Es lassen sich keine Driisenstlicke abgrenzen.
Rechts: Auch nach sechs Tagen sind keine Organoide erkennbar.

Bei den anderen drei Patientinnen (MRKHS 16, 19 & 20) waren in der Kultur
keine Drusenstrukturen abgrenzbar. Die histopathologische Aufarbeitung der
Rudimente konnte bei diesen Patientinnen jedoch auch kein Endometrium

nachweisen.

3.1.2 Etablierung von Organoiden aus Kontrollgewebe

Zur Etablierung von Kontrollorganoiden wurde Endometrium von vorwiegend
hysterektomierten Kontrollpatientinnen nach makroskopischer Begutachtung
durch einen Gynakopathologen oder eine Gynakopathologin verwendet (s. Abb.
5). Hierbei wurde Gewebe von insgesamt 21 Patientinnen verarbeitet. Das
Gewebe wurde wie unter 2.4.1 beschrieben prozessiert. Hierbei ist es uns
gelungen, aus 14 von 21 Gewebeproben (66,6%) erfolgreich eine Organoid-

Kultur zu etablieren. Ursachlich fir Misserfolge, die wahrend der anfanglichen
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Etablierung des Modells auftraten, war dabei meist eine sehr geringe
Ausgangsmenge an Endometrium. Diese war abhangig von der Zyklusphase der
Patientin und Hohe des Endometriums, sowie der GroRRe der verfligbaren

Gewebeprobe.

lcm

1cm

oo 2

Abbildung 5 Kontrollgewebe vor der Verarbeitung

3.2 Optimierung der Kultivierungsmethoden fiir eine erfolgreiche
Etablierung des Endometrium-Organoidmodells

Die methodische Etablierung des Organoidmodells und die Optimierung der

Kultivierung wurde vorwiegend anhand von Kontrollgewebe und -organoiden

durchgefuhrt.

3.2.1 Umsetzen von Organoidkulturen

Initial wurden zwei verschiedene Methoden zur Umsetzung der Organoide
getestet: Die Zerkleinerung mittels Trypsins und die mechanische Variante mit
einer 27 % G Nadel (siehe 2.4.3). Bei der Evaluation des Wachstumsverhaltens
der folgenden Passage ergaben sich tendenzielle Vorteile flr die mechanische
Zerkleinerung mit Nadel und Spritze bezuglich der Anzahl der Organoide nach
mehreren Tagen Wachstum. Dies ist in Abbildung 6 an einer reprasentativen
Linie dargestellt. Die mechanische Zerkleinerung wurde daher in der Folge als
Standardmethode zum Umsetzen der Organoidkulturen festgelegt. Die
Erprobung unterschiedlicher Methoden zum Umsetzen der Kulturen erfolgte

dabei noch unter Verwendung des ersten Kulturnahrmediums.
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Trypsin T1 Trypsin T9

Mech. T1 - 4I“\h/|ech. T9

Abbildung 6 Umsetzen einer Organoid-Linie.

Eine Kontroll-Organoidlinie wurde an Tag 0 zur Hélfte mit Trypsin und zur Hélfte mechanisch
zerkleinert und neu ausplatiert. Nach neun Tagen waren deutlich mehr Organoide in den Wells
vorhanden, die beim Umsetzen mechanisch zerkleinert wurden.

3.2.2 Fibroblasten-dhnliche Zellen im Erstansatz einer Kultur

Im initialen Ansatz einer Kultur konnten Fibroblasten-ahnliche Zellen, die aus der
Gewebeprobe Ubertragen wurden, absinken und am Boden der Zellkulturplatte
wachsen. Nach 6-8 Tagen fuhrte dies teilweise zu einer Behinderung der
Matrigeltropfen-Architektur. Als hilfreich erwies sich hierbei ein vorsichtiges
Ablésen der Tropfen beim Umsetzen, ohne am Boden der Wells zu kratzen, um
moglichst wenige dieser Zellen in die nachste Passage zu Ubertragen. Ebenfalls
vorteilshaft war die Selektivitdt des Wachstumsmediums, sodass Fibroblasten-
ahnliche Zellen in der Regel nach zwei Passagen kein Problem mehr darstellten

und in hdheren Passagen nicht mehr sichtbar waren (s. Abb. 7).
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Passage O Passage 1

Passage 7

Abbildung 7 Fibroblasten-ahnliche Zellen in den Organoidkulturen.

In den Kulturen enthaltene Fibroblasten-dhnliche Zellen konnten (iber mehrere Passagen hinweg
erfolgreich herausselektioniert werden

3.2.3 Kulturndhrmedium und Mediumoptimierung

Die Kultivierung der ersten Linien erfolgte mit dem unter 2.4.2.2 beschriebenen
Nahrmedium. Dieses basierte zu 50% auf einem konditionierten Medium,
welches die Faktoren WNT3a, den WNT-Pathway-Aktivator R-Spondin und den
BMP-Inhibitor Noggin enthielt. Mit diesem Medium angesetzte Organoidkulturen
zeigten initial meist ein moderates bis gutes Wachstum. Vereinzelt kam es bei
manchen Linien aber mit fortgeschrittener Dauer einer Passage (6 Tage +) zu
einem Auflésen/Zerfall von Organoiden und in der Folge zu einem flachigen
Wachstum einzelner Zellverbande (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8 Wachstum der Organoide unter Kulturnédhrmedium Version 1.

Unter dem ersten Kulturndhrmedium kommt es vereinzelt zum Zerfall von Organoiden nach einigen Tagen
und anschlieBendem fldchigen Wachstum.

Zudem war bei zahlreichen Organoidlinien eine deutliche Abnahme der
Wachstumsgeschwindigkeit und Anzahl der Organoide mit steigender Passage-
Zahl feststellbar. Besonders wenn beim Umsetzen einer Kultur in einem
Verhaltnis von 1:3 oder hoher Zellen eingefroren wurden, zeigten die wieder in
Kultur gesetzten Anteile oftmals ein Uberproportional schlechteres Wachstum,
was die langfristige Etablierung von Linien erschwerte. Dies ist in Abbildung 9

exemplarisch an einer Kontroll-Organoidlinie dargestellt.
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Abbildung 9 Wiederansetzen von Organoiden unter Kulturndhrmedium 1.

Das Umsetzen von Kulturen in einem Verhéltnis von 1:3 konnte unter Ndhrmedium 1 zu einem
proportional erheblich schlechteren Organoid-Wachstum in der ndchsten Passage fiihren.

Aus diesen Grinden wurde ein Medium-Versuch mit einem zweiten Nahrmedium
konzipiert, welches anstatt des L-WRN konditionierten Mediums rekombinantes
Noggin, kein WNT3a und 10% R-Spondin konditioniertes Medium enthielt
(genaue Zusammensetzung siehe 2.4.2.3). Mehrere Wells einer Linie wurden mit
Nahrmedium 1 oder mit Nahrmedium 2 kultiviert und die Unterschiede bezuglich
der Organoid-Anzahl nach 6 Tagen bewertet. Hierbei zeigte sich eine deutliche
héhere Anzahl von Organoiden in den Wells, die das Nahrmedium 2 ohne
WNT3a erhalten hatten (siehe Abbildung 10). In der Folge wurde daher fir die
Kultivierung der Organoide auf ein neues und modifiziertes Nahrmedium 3 ohne
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WNT3a umgestellt. Unter dem neuen Nahrmedium konnte in vielen Kulturen
nach dem Umsetzen eine hdhere Anzahl von Organoiden festgestellt werden.
Zudem zeigten die Kulturen keine Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit
mehr, was auch aus Abbildung 16 (Kapitel 3.3) ersichtlich wird.

Nahr-
medium

1

Nahr-

medium

Abbildung 10 Unterschiede in der Organoid-Anzahl an Tag 6 nach Kultivierung mit NM 1 oder NM 2.

Mehrere Wells der Linie MRKHS 3 erhielten die gleiche Menge an Zellsuspension und wurden fiir 6 Tage
entweder mit NM 1 oder NM 2 kultiviert, bevor die erreichte Anzahl an Organoiden evaluiert wurde.
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3.3 Wachstum der MRKHS-Organoide

Nach Verarbeitung des Endometriums von MRKHS-Patientinnen gemal 2.4.1,
ausplattieren in Matrigel/BME und Hinzugeben des Wachstumsmediums oder
nach dem Umsetzen einer Kultur zeigten enthaltene Drisensticke in der Regel
eine rasche Selbstorganisation (siehe Abb. 11). Bereits innerhalb von 24 Stunden
waren erste formierte Organoide unter dem Lichtmikroskop erkennbar.
Organoide aus gréfReren Drisenstlicken zeigten dabei in den ersten Tagen einer

Passage meist ein schnelles Wachstum.

~s

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3

o Y e -
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Abbildung 11 Selbstorganisation eines endometrialen Driisenstiicks zu einem Organoid und Wachstum
liber mehrere Tage.

Auch aus Kkleineren Zellverbanden und Einzelzellen erfolgte eine
Organoidbildung. Diese zeigten in den ersten Tagen haufig ein gemaRigtes
Wachstum, bis sie eine mittlere GroRe erreicht hatten, wonach die
Wachstumsgeschwindigkeit des Organoids im Sinne einer hoheren Anzahl an
teilungsfahigen Zellen haufig zunahm. Besonders beim Erstansatz einer Kultur
dauerte es oftmals langer, bis eine hohe Wachstumsgeschwindigkeit erreicht
wurde. Dies wird auch in Abbildung 12 ersichtlich, beim Vergleich des
Wachstums innerhalb der ersten sieben Tage der Kultur zu dem innerhalb der
letzten drei. Allgemein zeigten die MRKHS-Organoide ein gleichmafiges und
regelrechtes  Wachstumsverhalten, das vergleichbar war mit dem
Proliferationsverhalten von Organoiden aus Kontrollgewebe, was im Vergleich
von Abbildung 12 und 13 ersichtlich wird.
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Abbildung 12 Wachstumsverlauf eines Erstansatzes einer MRKHS-Organoid-Kultur von Tag 1 bis Tag 10
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P1T1 P1T3

P1T6 P1T8

P1T10 P1T13

Abbildung 13 Wachstumsverlauf einer Kontroll-Kultur nach einer ersten Passagierung von Tag 1 bis Tag
13.

Grolde Organoide begannen teilweise nach einer
Passagendauer/Kultivierungszeit von 8-10 Tagen unter dem Lichtmikroskop

dunkler zu werden und eine Grélienabnahme zu zeigen (s. Abb. 14). Manchmal
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folgte hierauf auch eine Involution (Einfalten) des Organoids. Die meisten
Kulturen wurden daher in regelmafligen Abstanden von 7 bis 10 Tagen
umgesetzt, wobei die Organoide mechanisch wieder zu Bruchstiicken zerlegt
wurden. Nach dem Umsetzen wirkte die erneute Formierung der Zellverbande zu

Organoiden und das Wachstum derselben meist beschleunigt im Vergleich zum

Erstansatz einer Kultur.

Abbildung 14 Schrumpfen und Verdunkelung gréerer Organoide nach ca. 8 Tagen.

(Linie: MRKHS 3) Von links nach rechts: Tag 6, Tag 7, Tag 8

Auch nach mehreren Monaten Kultivierungsdauer zeigten die MRKHS-
Organoide sich morphologisch konstant. Es waren keine lichtmikroskopisch
erkennbaren phanotypischen Veranderungen mit steigender Passagezahl
festzustellen (siehe Abb. 15). Unter optimierten Bedingungen (siehe Kapitel
3.2.3) war auch die Wachstumsgeschwindigkeit der MRKHS-Organoide Uber

zahlreiche Passagen hinweg unverandert (siehe Abb. 16).
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Passage 1

Pasage 7

Abbildung 15 Lichtmikroskopische Morphologie von MRKHS-Organoiden.

Die lichtmikroskopische Morphologie der MRKHS-Organoide verénderte sich nicht mit
steigender Passagezahl. (Linie: MRKHS 17)
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Abbildung 16 Wachstumsgeschwindigkeit von MRKHS-Organoiden.

Die Wachstumsgeschwindigkeit der MRKHS-Organoide blieb unter optimalisierten Bedingungen auch bei
hoher Passagezahl (P7) erhalten. (P = Passage, T = Tag; Linie: MRKHS 18)
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3.4 Dezidualisierung von MRKHS-Organoiden

3.4.1 Aufbau des Experimentes und Kollektiv

Um die Funktionalitat der Hormonrezeptoren und ihrer Pathways in den MRKHS-
Organoiden zu Uberprifen, wurden Dezidualisierungsexperimente durchgefuhrt.
Hierfiir wurden MRKHS- und Kontroll-Organoidkulturen mit Ostrogen (E2) bzw.
mit Ostrogen, Progesteron (P4) und cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP)
stimuliert. Die genauen Konzentrationen und Stimulationsdauern sind unter
2.4.11 beschrieben.

Es ergaben sich daher fur jede Organoidlinie folgende drei Gruppen/Konditionen

- Gruppe ExM, die unstimulierte Kontrollprobe
- Gruppe E2, die mit Estradiol stimuliert wurde
- Gruppe P4, die mit Estradiol, Progesteron und cAMP stimuliert

wurde

Es wurden insgesamt funf MRKHS-Organoidlinien von funf verschiedenen
Patientinnen in den Versuch eingeschlossen. Die flnf Patientinnen hatten
allesamt ein MRKH-Syndrom Typ 1 ohne weitere assoziierte Fehlbildungen und
ein durchschnittliches Alter von 18,2 Jahren zum Zeitpunkt der jeweiligen
Operation (s. Tab. 9). Bei keiner der Patientinnen wurden madgliche
Endometrioseherde, eine Adenomyosis oder Leiomyome festgestellt. Samtliche
Versuche wurden an etablierten Organoidlinien durchgeflihrt, die bereits

mehrmalig eingefroren wurden und sich in der 5. Passage oder spater befanden.

Tabelle 9 Alter und Eigenschaften der verwendeten MRKHS-Kulturen.

Alter bei
MRKHS- MRKHS Adeno-
OP (in Endometriose Leiomyom
ID Typ myose
Jahren)
1 1 17 Nein Nein Nein
2 1 18 Nein Nein Nein
3 1 19 Nein Nein Nein
17 1 20 Nein Nein Nein
18 1 17 Nein Nein Nein
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Als Vergleichsgruppe wurden vier Organoidlinien aus Gewebeproben von
Kontrollpatientinnen mit normal entwickelten Uteri verwendet, die zum Zeitpunkt
der jeweiligen Gewebeentnahme ein durchschnittliches Alter von 39 Jahren
hatten (s. Tab. 10). Bei zwei Patientinnen (Nr. 27 und 28) bestand eine durch
mindestens eine Schwangerschaft und Geburt bestatigte Fertilitat, bei der vierten

Patientin (Nr. 44) handelte es sich um Gewebe aus einer Interruptio mit sozialer

Indikation.
Tabelle 10 Alter und Diagnosen der verwendeten Kontrollkulturen.
Alter
Art
Kontroll- bei OP Adeno- Endo- Leio-
Geburten des
ID (in myose metriose myom
Eingriffs
Jahren)
Hysterek-
27 44 fokal Nein Nein 2 .
tomie
Hysterek-
28 42 Nein Nein Ja 2 .
tomie
Hysterek-
29 46 Nein Nein Ja 0 .
tomie
44 24 Nein Nein Nein 0 Interruptio

3.4.2 Hormonwerte und Zyklusphasen

Wie unter 2.1.3 beschrieben, erhielten alle MRKHS-Patientinnen einen Tag vor
der Operation eine Blutentnahme zur Anfertigung eines Hormonprofils (s. Tab.
11).

Anamnestisch wies MRKHS-Patientin  Nr. 17 die Einnahme einer
Kombinationspille mit Dienogest und Ethinylestradiol im Langzeitzyklus auf, was

eine Bestimmung der Zyklusphase in diesem Fall verhinderte.

Alle anderen fir die Dezidualisierungsexperimente verwendeten MRKHS-
Kulturen befanden sich zum Zeitpunkt der Entnahme des Endometriums in der
Proliferationsphase des Zyklus.
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Tabelle 11 Laborchemisch gemessene Hormonkonzentrationen im Blut von MRKHS-Patientinnen am
Tag vor der OP.

(Prolif. = Proliferationsphase)

. Testos-
Ostradiol Proges- SHBG DHEAS
MRKHS- teron Zyklus-
in teron in in in FAI
ID in phase
pmol/l ng/ml nmol/l  pmol/l
nmol/l

1 398 0,5 0,6 35 3 1,71 Prolif.
2 339 1,07 2,1 27 12,2 7,78 Prolif.
3 347 0,44 1,1 76 53 1,45 Prolif.
17 78 0,22 0,3 295 1,4 0,1 X
18 151 0,85 0,6 33 4,5 1,82  Prolif.

Eine mdgliche Hyperandrogenamie der MRKHS-Patientinnen wurde anhand der
unter 2.1.3 beschriebenen Gesichtspunkte evaluiert. Hierbei zeigte sich lediglich
bei einer der Patientinnen, MRKHS Nr. 2, ein mit 2,1 nmol/l Gber die Norm
erhohtes Gesamt-Testosteron sowie mit 7,78 ein erhohter Freier-Androgenindex
und damit eine Hyperandrogenamie. Alle anderen MRKHS-Patientinnen wiesen

sowohl fur das Gesamt-Testosteron als auch den FAI Normwerte auf.

FUr die Kontrollkulturen erfolgte eine Feststellung der Zyklusphase Uber die
histologische Aufarbeitung des Gewebes in der Gynakopathologie oder

anamnestisch Uber die letzte stattgehabte Menstruation (s. Tab. 12).

Tabelle 12 Histologisch oder anamnestisch festgestellte Zyklusphase der Kontroll-Patientinnen.

(Prolif. = Proliferationsphase; Sekret. = Sekretions-/Lutealphase)

K 27E K 28E K 29E K 44E

Zyklus-
Sekret. Prolif. Prolif. Schwangerschaft
phase

3.4.3 Lichtmikroskopischer Verlauf
MRKHS- und Kontroll-Organoidkulturen wurden nach dem unter 2.4.11

beschriebenen Protokoll mit Ostrogen oder Ostrogen + Progesteron + cyclischem
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AMP behandelt. Der lichtmikroskopische Verlauf der
Dezidualisierungsexperimente soll im Folgenden beispielhaft an einer MRKHS-
Organoidkultur und an einer Kontroll-Organoidkultur aufgezeigt werden (s. Abb.
17 und 18). Fur die ersten vier Tage erhielten alle Wells das gleiche Nahrmedium

und zeigten eine vergleichbare Wachstumsgeschwindigkeit.

E2 + P4 + CAMP

Abbildung 17 Lichtmikroskopischer Verlauf eines Dezidualisierungsexperiments einer MRKHS-
Organoidkultur.

Die Wells der E2-Gruppe erhielten von Tag 4 an zusétzlich 10 nM E2 im Ndhrmedium. Die Wells der

E2+P4+cAMP-Gruppe erhielten von Tag 4 bis Tag 6 zusétzlich 10 nM E2, von Tag 6 bis Tag 8 10 nM E2,
1 uM P4 und 1 uM cAMP. Aufnahmen in zweifacher Vergré3erung (Linie: MRKHS 3)
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EXM E2 ~ E2+P4+cAMP

Abbildung 18 Lichtmikroskopischer Verlauf eines Dezidualisierungsexperiments am Beispiel einer
Kontroll-Organoidlinie.

Aufnahmen in zweifacher VergroRRerung (Linie: 28E)
Die Stimulation mit 10 nM Ostrogen in den Gruppen E2 und P4 von Tag 4 an
fuhrte zu einer 2zwischenzeitlichen Verlangsamung des Wachstums der
Organoide in diesen Wells, sowie zu einer leichten Schrumpfung zahlreicher
Organoide. Als weitere morphologische Veranderung fiel in der
lichtmikroskopischen Beobachtung eine deutliche Verdickung der randstandigen

Zellschicht bei vielen stimulierten Organoiden auf. Dieser Prozess ist in
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Abbildung 19 nochmals in hoéherer VergroRerung dargestellt. Diese Effekte
werden besonders deutlich beim Vergleich der Verlaufe dieser Wells bis Tag 6
im Vergleich zu den unstimulierten Kontroll-Wells (s. Abb. 17). Nach dieser
initialen Reaktion zeigten die Organoide in den Wells der Gruppe E2 ab Tag 6
wieder eine sichtbare Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit, wobei die zuvor
beschriebenen morphologischen Veranderungen erhalten blieben. In den Wells
der Gruppe P4, die ab Tag 6 mit 10 nM E2, 1 yM P4 und 1 uM cAMP behandelt
wurden, kam es ebenfalls wieder zu einem Anstieg der
Wachstumsgeschwindigkeit (s. Abb 17 und 18).

Tag 3 Tag 4

+ Ostrogen

Abbildung 19 Auswirkung der Stimulation auf die Morphologie eines einzelnen Organoids am Beispiel der
Kontrollorganoidlinie 44.

Bereits 24 Stunden nach Hinzugabe des Ostrogens ist lichtmikroskopisch eine leichte
Schrumpfung/Verformung des Organoids sowie eine deutliche Verdickung der Zellschicht feststellbar.

Diese morphologischen Unterschiede und Veranderung wurden anhand der in

Abb. 17 und 18 dargestellten Linien exemplarisch quantifiziert. Hierzu wurden die
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lichtmikroskopischen Aufnahmen und die Bildsoftware Fiji (Open Source, Version
2.1.0/1.53c) von Schindelin et al. (2012; [157]) verwendet, um die Organoide zu
vermessen. Hierbei erreichten die Organoide der unbehandelten ExM-Gruppe
der Linie MRKHS 3 an Tag 8 einen durchschnittlichen Organoid-Durchmesser
von 206,1 um (n=95). Die mit Ostrogen behandelten Organoide der E2-Gruppe
erreichten nur einen durchschnittlichen Durchmesser von 169,2 um (n=102) und
waren damit signifikant kleiner als die unbehandelten Organoide (p = 0.006). In
der P4-Gruppe ergab sich mit 164,14 um (n=117) ein noch kleinerer
Durchschnittswert als in der E2-Gruppe, der ebenfalls signifikant im Vergleich zur
unbehandelten ExM-Gruppe war (p = 0.0005; ungepaarter t-Test). Die genaue

GroRenverteilung der Organoid-Durchmesser ist Abbildung 20 zu entnehmen.
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Abbildung 20 Organoiddurchmesser einer MRKHS-Linie am Ende eines Dezidualisierungsexperiments.
Durchmesser sémtlicher Organoide der Linie MRKHS 3, die in Abbildung 17 an Tag 8 abgebildet sind.

Durchmesser in um mit Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Jeder Punkt représentiert ein einzelnes
Organoid. Ungepaarter t-Test wurde durchgefiihrt; (*p < 0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001)

Die Organoide der ExM-Gruppe der Kontroll-Linie 28E erreichten an Tag 8 einen
durchschnittlichen Durchmesser von 188,5 um (n=128). In der E2-Gruppe lag der
durchschnittliche Wert bei 137,4 ym (n=135) und war damit signifikant geringer
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(p <0.0001) im Vergleich zu den unbehandelten Organoiden. Analog zu MRKHS
3 war auch bei 28E der Durchschnittswert der P4-Gruppe mit 133,8 um (n=131)
noch kleiner als in der E2-Gruppe und ebenfalls signifikant geringer (p < 0.0001)
im Vergleich zu ExM. Die gemessenen Organoid-Durchmesser der einzelnen

Gruppen sind in Abbildung 21 graphisch dargestellt.

E U e k% |
= 700-
£ |_|
o 600-
&
“E’ 500-
S 400- ‘
| ..
-
o 300- )
S
o 200+ Meeeifteat ity
g ‘:z’i* 3e
E’ 1 00 - ‘:::%:%II’::‘
"13§§§z"‘ 3§

o s

0 I | :

ExM E2 P4

Abbildung 21 Organoiddurchmesser einer Kontroll-Linie am Ende eines Dezidualisierungsexperiments.
Durchmesser sémtlicher Organoide der Linie 28E, die in Abbildung 18 an Tag 8 abgebildet sind.

Durchmesser in um mit Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Jeder Punkt repréasentiert ein einzelnes
Organoid. Ungepaarter t-Test wurde durchgefiihrt; (* p < 0.05, ** p < 0.01, **p < 0.001, *** p < 0.0001)

Auch die lichtmikroskopisch wahrnehmbare Verdickung der randstandigen
Zellschicht bei Organoiden, die mit Ostrogen bzw. Ostrogen, Progesteron und
cAMP behandelt wurden, wurde ausgemessen. Hierbei zeigte sich, dass
unbehandelte Organoide mit einem Durchmesser von 200 bis 300 um der Linie
MRKHS 3 an Tag 8 eine durchschnittliche Dicke der randstandigen Zellschicht
von 12,4 (+ 2,062) um aufwiesen. Bei hormonbehandelten Organoiden derselben
Grolde in der Gruppe P4 war diese Zellschicht durchschnittlich 20,21 (x 2,143)
pm dick und damit signifikant (p < 0.0001; ungepaarter t-Test) dicker als bei

unbehandelten Organoiden derselben Linie (siehe Tab. 13).
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Bei Kontroll-Linie 28E erreichten unbehandelte Organoide der Grofde 200 — 300
pm an Tag 8 eine durchschnittliche Dicke der randstandigen Zellschicht von
11,66 (£ 1,495) um. In der P4-Gruppe wiesen Organoide desselben
Durchmessers mit einer durchschnittlichen Dicke der Zellschicht von 23,98 (+
2,659) um einen signifikant (p < 0.0001) héheren Wert auf (siehe Tab. 13).

Tabelle 13 Dicke der randsténdigen Zellschicht in Organoiden nach hormoneller Stimulation.

Dicke der randsténdigen Zellschicht in einer Stichprobe von jeweils 10 Organoiden der Gréf3e 200 - 300
um an Tag 8 bei den Linien MRKHS 3 und 28E. Jedes Organoid wurde an fiinf verschiedenen Stellen
gemessen und die Einzelwerte zu einem hier dargestellten Mittelwert zusammengefasst.

MRKHS 3 28E
Organoid Nr. ExM P4 ExM P4

1 11,09 um 22,39 um 9,07 um 18,59 um
2 11,57 um 17,89 um 11,55 um 26,79 um
3 10,51 uym 19,10 uym 10,01 pm 22,88 pm
4 12,95 uym 20,77 ym 11,79 ym 22,48 uym
5 16,78 um 22,08 uym 14,20 ym 21,71 ym
6 9,70 uym 23,37 um 11,20 ym 26,14 uym
7 13,80 um 18,10 um 10,84 uym 25,75 pm
8 12,71 ym 19,72 ym 12,64 um 24,11 ym
9 11,12 ym 17,12 um 12,19 um 24,12 ym
10 13,76 uym 21,60 pm 13,11 ym 27,19 uym
Mittelwert 12,4 ym 20,21 ym 11,66 pym 23,98 uym

SD 2,062 2,143 1,495 2,659

3.4.4 Expressionsveranderungen von Markergenen

Zur Einschatzung des Effekts der hormonalen Stimulation wurden mehrere
Markergene, die fur die Dezidualisierung in endometrialen Epithelzellen typisch
sind, mittels qPCR untersucht und die relative Expression zwischen den
einzelnen Gruppen und zwischen MRKHS- und Kontrollorganoiden verglichen.
Hierfir wurden zum einen Gene gewahlt, die typischerweise durch die

Stimulation mit Ostrogen und Progesteron eine Hochregulierung erfahren sollten,
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wie PAEP, 17HSD, SPP1 und MUC1, sowie mit SOX9 ein Stammzellmarker, bei

dem eine Abnahme der Expression zu erwarten ware.

3.4.4.1 Progestagen assoziiertes endometriales Protein (PAEP)

Die hormonelle Stimulation fihrte in allen behandelten MRKHS-Organoidkulturen
zu einer Hochregulation der Expression von PAEP. Diese fiel insgesamt sowohl
fur die Behandlung mit Ostrogen allein als auch fiir die Stimulation mit Ostrogen,
Progesteron und cAMP statistisch signifikant im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollproben aus. Fur die E2-Gruppe zeigte sich eine durchschnittliche relative
Expressionserhohung um das 5,42-fache (p = 0.005), fur die P4-Gruppe um das
6,83-fache (p = 0.006) im Vergleich zur unstimulierten Kontrollprobe. Der
Unterschied zwischen der E2- und der P4-Gruppe war hierbei nicht statistisch
signifikant (p = 0.295; RM One-way ANOVA mit post-hoc Tukeys multiple
comparisons Test) (siehe Abb. 22 und Tabelle 14).

Bei den Kontroll-Organoidkulturen fuhrte die Stimulation sowohl in der E2 als
auch in der P4-Gruppe zu einer Hochregulation von PAEP bei zwei von vier
Organoidlinien. Hierbei zeigte sich fur die Linie 27E eine bereits recht hohe
Basisexpression in der unstimulierten Kontrollprobe (ACT ExM von 2,817) und
folglich keine Expressionssteigerung durch die hormonelle Stimulation.
Durchschnittlich ergab sich eine Erhéhung der Genexpression auf das 3,07-fache
(p = 0.414) fur die E2-Gruppe und auf das 3,1-fache (p = 0.395) fur die P4-Gruppe

im Vergleich zur unstimulierten Kontrollprobe (siehe Abb. 22 und Tabelle 15).

Beim Betrachten der relativen Expressionsveranderungen ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen MRKHS- und Kontroll-Kulturen. Weder der
Vergleich der gemittelten Differenzen von MRKHS ExM vs. MRKHS E2 zu
Kontrollen ExM vs. Kontrollen E2 (p = 0.455; ungepaarter t-Test auf Basis der
AACt-Werte), noch fir MRKHS ExM vs. MRKHS P4 zu Kontrollen ExM vs.
Kontrollen P4 (p = 0.314; ungepaarter t-Test auf Basis der AACt-Werte) erbrachte

einen statistisch signifikanten Unterschied (siehe Tabellen 14 und 15).
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Abbildung 22 Relative Expressionsverdnderung fiir das Gen PAEP in den Organoidkulturen.
Werte bezogen auf eine jeweils unstimulierte Kontrollprobe derselben Linie (ExM = 1). Dargestellt sind die
Durchschnittswerte + SEM (n MRKHS = 5; n Kontrollen = 4). RM One-way ANOVA mit post-hoc Tukeys
multiple comparisons Test wurde auf Basis der ACt-Werte durchgefiihrt. (*p < 0.05, **p < 0.01)

Tabelle 14 ACT, AACT und relative Expressionsverdnderungen (EFC) in der MRKHS-Kohorte fiir PAEP

ACT ACT ACT AACT AACT

ExM E2 P4 E2 P4
MRKHS 1 5,901 3,266 3,498 -2,635 -2,403
MRKHS 2 7,467 6,281 6,087 -1,185 -1,380
MRKHS 3 8,879 6,542 5,607 -2,337 -3,272
MRKHS 17 5777 2,475 1,985 -3,302 -3,791
MRKHS 18 4,557 1,830 1,547 -2,726 -3,010
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EFC Range EFC EFC Range EFC

E2 E2 P4 P4

MRKHS 1 6,21 5.83-6,61 5,29 5,0-5,59

MRKHS 2 2,27 2,20-2,35 2,60 2,28 - 2,97

MRKHS 3 5,05 4,36 - 5,85 9,66 8,03 - 11,62
MRKHS 17 9,86 9,02-10,78 13,85 12,28 - 15,61
MRKHS 18 6,62 5,77 - 7,59 8,05 7,33 - 8,85

Durchschnitt
MRKHS 5,42 6,83

Tabelle 15 ACT, AACT und relative Expressionsverdnderungen (EFC) in der Kontroll-Kohorte fiir PAEP

ACT ACT ACT AACT AACT
ExM E2 P4 E2 P4

K27 2,817 2,538 2,769 -0,279 -0,049

K 28 9,448 5,208 5,363 -4,240 -4,085

K29 8,686 9,267 9,032 0,581 0,346

K44 6,234 3,709 3,486 -2,525 -2,748
EFC Range EFC EFC Range EFC

E2 E2 P4 P4

K27 1,21 0,84 - 1,76 1,03 0,68 - 1,57
K 28 18,89 15,9 - 22,44 16,97 15,68 - 18,37

K29 0,67 0,65 - 0,69 0,79 0,70 -0,88

K 44 5,76 4,68 - 7,07 6,72 6,39 - 7,06

Durchschnitt
Kontrollen o =t

3.4.4.2 17-beta-Hydroxy-Steroiddehydrogenase (17-HSD)

Die hormonelle Stimulation fihrte in vier von finf MRKHS-Organoidlinien zu einer
Hochregulation der Expression der 17-HSD in der E2 und in der P4-Gruppe. Fur
die Stimulation mit Ostrogen zeigte sich eine durchschnittliche relative
Expressionsveranderung um das 7,94-fache und fir die P4-Gruppe um das

11,09-fache. Eine statistische Signifikanz gegenuber den unstimulierten
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Kontrollproben wurde durch das Nicht-Ansprechen von MRKHS 3 sowohl fur die
E2-Gruppe (p = 0.221) als auch fur die P4-Gruppe (p = 0.139) knapp verfehlt.
MRKHS 3 zeigte dabei die hdchste Basisexpression (ACT ExM 8,391) aller
MRKHS-Linien, die bereits auf dem gleichen Niveau wie viele stimulierte Proben
war. Eine besonders hohe relative Expressionsveranderung zeigte sich bei
MRKHS 17 (148-fach fur E2 und 226-fach fir E2+P4+cAMP), wobei MRKHS 17
auch die niedrigste Basisexpression in der unstimulierten Kontrollprobe aufwies
(siehe Abb. 23 und Tabelle 16). Auch beim Vergleich der E2- mit der P4-Gruppe
zeigten sich keine statistisch signifikanten Differenzen (p = 0.086; RM One-way

ANOVA mit post-hoc Tukeys multiple comparisons Test).

Unter den Kontroll-Organoiden kam es bei drei von vier Linien ebenfalls zu einem
Expressionsanstieg der 17HSD. Dieser lag in der E2-Gruppe durchschnittlich bei
4,25-fach (p = 0.194), in der P4-Gruppe bei 4,43-fach (p = 0.200) im Vergleich
zur ExM-Gruppe (siehe Abb. 23 und Tabelle 17).

Beim Vergleich der gemittelten Differenzen von MRKHS ExM vs. MRKHS E2 zu
Kontrollen ExM vs. Kontrollen E2 ergab sich kein statistisch signifikanter
Unterschied bezuglich des Effekts in beiden Gruppen (p = 0.639; ungepaarter t-
Test auf Basis der AACt Werte). Gleiches gilt fur den Vergleich MRKHS ExM vs.
MRKHS P4 zu Kontrollen ExM vs. Kontrollen P4 (p = 0.484; ungepaarter t-Test
auf Basis der AACt Werte) (siehe Tabellen 16 und 17).
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Abbildung 23 Relative Expressionsverédnderung fiir das Gen 17HSD in den Organoidkulturen.

Werte bezogen auf eine jeweils unstimulierte Kontrollprobe derselben Linie (ExM = 1). Dargestellt sind die
Durchschnittswerte + SEM (n MRKHS = 5; n Kontrollen = 4).

Tabelle 16 ACT, AACT und relative Expressionsverdnderungen (EFC) in der MRKHS-Kohorte fiir 177HSD

ACT ACT ACT AACT AACT

ExM E2 P4 E2 P4
MRKHS 1 10,433 9,336 8,950 -1,096 -1,483
MRKHS 2 12,888 9,423 9,251 -3,466 -3,637
MRKHS 3 8,391 9,788 8,745 1,396 0,354
MRKHS 17 13,639 6,429 5,818 -7,211 -7,821
MRKHS 18 13,086 8,510 8,320 -4,576 -4,766
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EFC Range EFC EFC Range EFC

E2 E2 P4 P4

MRKHS 1 2,14 2,04 - 2,25 2,79 2,58 - 3,03

MRKHS 2 11,04 9,51-12,86 12,44 11,33 - 13,67

MRKHS 3 0,38 0,34-0,43 0,71 0,67 - 0,92
MRKHS 17 148,09 129,67 - 169,16 226,12 218,05 - 234,51
MRKHS 18 23,84 20,81 - 27,32 27,20 25,32 - 29,24

Durchschnitt
MRKHS 7,94 11,09

Tabelle 17 ACT, AACT und relative Expressionsverdnderungen (EFC) in der Kontroll-Kohorte fiir 17HSD

ACT ACT ACT AACT AACT
ExM E2 P4 E2 P4

K 27 13,308 9,440 9,375 -3,868 -3,934

K 28 9,191 9,343 9,517 0,152 0,327

K29 9,594 8,091 7,802 -1,503 -1,792

K 44 12,142 9,017 8,951 -3,125 -3,192
EFC Range EFC EFC Range EFC

E2 E2 P4 P4

K27 14,60 13,48 - 15,82 15,27 13,39 - 17,44

K28 0,90 0,76 - 1,07 0,80 0,73 -0,87

K29 2,83 2,67 - 3,01 3,46 3,03 - 3,96

K 44 8,72 7,08 - 10,76 9,14 8,57 - 9,74

Durchschnitt
Kontrollen R R

3.4.4.3 Osteopontin (SPP1)

Eine von funf MRKHS-Kulturen (MRKHS 3) zeigte als Reaktion auf die
Stimulation mit Ostrogen bzw. mit Ostrogen, Progesteron und cAMP eine
deutliche Erhdhung der relativen Expression von SPP1. Durchschnittlich ergab

sich dadurch eine 2,15-fache Erhéhung der Expression flr die E2-Gruppe und
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1,65-fach fur die P4-Gruppe. Der durchschnittiche Unterschied zum
unstimulierten Wert war dabei flr beide Gruppen nicht statistisch signifikant (p =
0.573 fur MRKHS E2 vs. ExM; p = 0.739 fur MRKHS P4 vs. ExM; RM One-way
ANOVA mit post-hoc Tukeys multiple comparisons Test) (siehe Abb. 24 und Tab.
18).

Bei den Kontroll-Linien reagierten zwei von vier Organoidkulturen mit einer
Erhdhung der Expression von SPP1 in Relation zur ExM-Gruppe auf die
hormonelle Stimulation. In der E2-Gruppe stieg die Genexpression
durchschnittlich um das 3,42-fache an (p = 0.245), in der P4-Gruppe um das 2,95-
fache (p = 0.274) im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen (siehe Abb. 24
und Tab. 19).

Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede beim Vergleich des
Effekts zwischen MRKHS ExM vs. MRKHS E2 zu Kontrolle ExM vs. Kontrolle E2
(p = 0.645) oder zwischen MRKHS ExM vs. MRKHS P4 zu Kontrolle ExM vs.
Kontrolle P4 (p = 0.534; ungepaarter t-Test auf Basis der AACt Werte) (siehe
Tabellen 18 und 19).
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Abbildung 24 Relative Expressionsverédnderung flir das Gen SPP1 in den Organoidkulturen.

Werte bezogen auf eine jeweils unstimulierte Kontrollprobe derselben Linie (ExM = 1). Dargestellt sind die
Durchschnittswerte + SEM (n MRKHS = 5; n Kontrollen = 4).

Tabelle 18 ACT, AACT und relative Expressionsverédnderungen (EFC) in der MRKHS-Kohorte fiir SPP1

ACT ACT ACT AACT AACT

ExM E2 P4 E2 P4
MRKHS 1 4,090 3,357 3,955 -0,733 -0,136
MRKHS 2 1,278 1,983 1,989 0,705 0,711
MRKHS 3 9,902 4,820 5,470 -5,081 -4,431
MRKHS 17 7,924 7,531 8,268 -0,393 0,344
MRKHS 18 4,127 4,105 4,015 -0,022 -0,112
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EFC Range EFC EFC Range EFC

E2 E2 P4 P4

MRKHS 1 1,66 1,58 - 1,74 1,10 0,98 -1,24

MRKHS 2 0,61 0,59 - 0,64 0,61 0,56 - 0,67

MRKHS 3 33,86 30,92 - 37,08 21,58 20,26 - 22,99
MRKHS 17 1,31 1,17 - 1,47 0,79 0,72-0,86
MRKHS 18 1,02 0,99 - 1,04 1,08 1,04 - 1,12

Durchschnitt
MRKHS 2,15 1,65

Tabelle 19 ACT, AACT und relative Expressionsverdnderungen (EFC) in der Kontroll-Kohorte fiir SPP1

ACT ACT ACT AACT AACT
ExM E2 P4 E2 P4

K27 5,036 4,822 4,903 -0,214 -0,133

K28 6,706 4,382 4,286 -2,324 -2,420

K29 7,978 4,029 4,574 -3,948 -3,404

K44 9,081 8,482 8,793 -0,599 -0,288

EFC Range EFC EFC Range EFC

E2 E2 P4 P4

K27 1,16 1,06 - 1,27 1,10 1,07 -1,12

K28 5,01 4,15 - 6,05 5,35 4,53 - 6,33

K29 15,44 14,38 - 16,58 10,59 9,48 - 11,82

K 44 1,51 1,23 -1,86 1,22 1,21-1,23
Durchschnitt

Kontrollen S ek

3.4.4.4 SOX9

In allen funf MRKHS-Linien zeigte sich als Reaktion auf die Stimulation mit
Ostrogen bzw. Ostrogen und Progesteron eine Expressionsabnahme fiir den
Stammzellmarker SOX9. In der E2-Gruppe sank die relative Expression
durchschnittlich auf das 0,647-fache (p = 0.032), in der P4-Gruppe auf das 0,468-

fache (p = 0.001) im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollproben ab. Die
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Differenz zwischen der E2-Gruppe und der P4-Gruppe erreichte dabei keine
statistische Signifikanz (p = 0.210; RM One-way ANOVA mit post-hoc Tukeys
multiple comparisons Test) (siehe Abb. 25 und Tab. 20).

Auch bei den Kontroll-Linien zeigte sich ein Rlickgang der Expression von SOX9,
wenn auch schwacher ausgepragt als in der MRKHS-Gruppe. In der E2-Gruppe
sank die Expression auf das 0,9-fache (p = 0.075) und in der P4-Gruppe auf das
0,82-fache (p = 0.285) (s. Abb. 25 und Tab. 21) Hierbei ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen der E2- und der P4-Gruppe (p = 0.549).

Beim Vergleich der relativen Expressionsveranderungen zwischen den
behandelten MRKHS-Organoidkulturen und den Kontroll-Kulturen ergaben sich
statistisch signifikante Differenzen. So war die mittlere Differenz zwischen
MRKHS ExM und MRKHS E2 signifikant groRer als zwischen Kontrollen ExM
und Kontrollen E2 (p = 0.030; ungepaarter t-Test auf Basis der AACT E2 Werte).
Auch die gemittelte Differenz zwischen MRKHS ExM und MRKHS P4 war
signifikant grof3er als zwischen unbehandelten Kontrollen und Kontrollen P4 (p =
0.003; ungepaarter t-Test auf Basis der AACT P4 Werte) (s. Abb. 25).
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Abbildung 25 Relative Expressionsverénderung flir das Gen SOX9 in den Organoidkulturen.

Werte bezogen auf eine jeweils unstimulierte Kontrollprobe derselben Linie (ExM = 1). Dargestellt sind die
Durchschnittswerte + SEM (n MRKHS = 5; n Kontrollen = 4). RM One-way ANOVA mit post-hoc Tukeys
multiple comparisons Test wurde auf Basis der ACt-Werte durchgefiihrt. (*p < 0.05, **p <0.01, **p <

0.001)

Tabelle 20 ACT, AACT und relative Expressionsverdnderungen (EFC) in der MRKHS-Kohorte fiir SOX9

ACT ACT ACT AACT AACT

ExM E2 P4 E2 P4
MRKHS 1 3,626 4,483 4,790 0,857 1,164
MRKHS 2 2,808 3,692 3,810 0,884 1,001
MRKHS 3 3,817 3,856 5,123 0,039 1,306
MRKHS 17 4,422 5,133 5,155 0,711 0,733
MRKHS 18 3,555 4,207 4,822 0,653 1,268
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EFC Range EFC EFC Range EFC

E2 E2 P4 P4
MRKHS 1 0,55 0,53 -0,58 0,45 0,42 - 0,47
MRKHS 2 0,54 0,49-0,6 0,50 0,46 - 0,54
MRKHS 3 0,97 0,88 - 1,08 0,41 0,38-0,44
MRKHS 17 0,61 0,59 - 0,63 0,60 0,52 -0,69
MRKHS 18 0,64 0,62 - 0,65 0,42 0,38 - 0,46
Durchschnitt
MRKHS 0,647 0,468

Tabelle 21 ACT, AACT und relative Expressionsverdnderungen (EFC) in der Kontroll-Kohorte fiir SOX9

ACT ACT ACT AACT AACT
ExM E2 P4 E2 P4
K27 3,619 3,673 3,654 0,054 0,034
K28 4,836 5,084 5,339 0,248 0,503
K29 5,804 5,919 5,821 0,114 0,017
K44 4,784 4,952 5,368 0,168 0,583
EFC Range EFC EFC Range EFC
E2 E2 P4 P4
K27 0,96 0,83-1,12 0,98 0,85-1,12
K28 0,84 0,78 - 0,91 0,71 0,59 -0,85
K29 0,92 0,89 - 0,96 0,99 0,91-1,08
K44 0,89 0,72-11 0,67 0,65 - 0,68
Durchschnitt
Kontrollen LS e

3.4.4.5 Mucin (MUC1)

Bei der Untersuchung von Mucin 1 in der qPCR fiel auf, dass die Expression im
Groldteil der unstimulierten Organoide bereits auf dem Niveau des
Haushaltsgens oder darunter lag (siehe ACt ExM Werte Tabelle 22 und 23). Die
folgende hormonelle Stimulation flhrte daher nur zu sehr geringen

Expressionsveranderungen.
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Unter den MRKHS-Kulturen kam es in der E2-Gruppe 2zu einem
durchschnittlichen Expressionsanstieg auf das 1,1-fache (p = 0.582), in der P4-
Gruppe auf das 1,23-fache (p = 0.119; RM One-way ANOVA mit post-hoc Tukeys
multiple comparisons Test) in Relation zum unstimulierten ExM-Niveau, wobei
beide Unterschiede keine statistische Signifikanz erreichten (s. Abb. 26 und Tab.
22).

Bei den Kontroll-Kulturen zeigte sich fur die E2-Gruppe ein nicht statistisch
signifikanter durchschnittlicher Expressionsanstieg von MUC1 um das 1,07-fache
(p=0.771) und fur die P4-Gruppe um das 1,09-fache (p = 0.803) (s. Abb. 26 und
Tab. 23).

Zwischen MRKHS- und Kontrollkulturen ergaben sich fur den Vergleich des
Stimulationseffektes weder in der E2-Gruppe (p = 0.830, ungepaarter t-Test),
noch beim Vergleich der P4-Gruppen (p = 0.426, ungepaarter t-Test) ein
statistisch signifikanter Unterschied (siehe Tabellen 22 und 23).

MUC1

o 1.57
(o)
'g 1.4
el
g 1.3 T
L
5 1.2 “' J_
O 1-
O
> l
T 1.0-
()
@

1 1 1

V o™ N ¢V o™
FF& S

Abbildung 26 Relative Expressionsverédnderung flir das Gen MUC1 in den Organoidkulturen.
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Werte bezogen auf eine jeweils unstimulierte Kontrollprobe derselben Linie (ExM = 1). Dargestellt sind die
Durchschnittswerte + SEM (n MRKHS = 5; n Kontrollen = 4). Beachte den Start der y-Achse bei 0.9

Tabelle 22 ACT, AACT und relative Expressionsverénderungen (EFC) in der MRKHS-Kohorte fiir MUC1

ACT ACT ACT AACT AACT
ExM E2 P4 E2 P4
MRKHS 1 -0,228 -0,396 -0,580 -0,168 -0,352
MRKHS 2 -1,140 -0,902 -1,007 0,238 0,133
MRKHS 3 -0,171 -0,365 -0,691 -0,194 -0,520
MRKHS 17 -0,408 -0,974 -0,825 -0,566 -0,417
MRKHS 18 -0,141 -0,150 -0,465 -0,009 -0,324
EFC Range EFC EFC Range EFC
E2 E2 P4 P4
MRKHS 1 1,12 1,08 - 1,16 1,28 1,18 - 1,38
MRKHS 2 0,85 0,81-0,89 0,91 0,84 - 0,99
MRKHS 3 1,14 1,07 - 1,23 1,43 1,33-1,55
MRKHS 17 1,48 1,39-1,58 1,34 1,31-1,36
MRKHS 18 1,01 0,95-1,07 1,25 1,21-1,29
Durschnitt
MRKHS 1,10 1,23

Tabelle 23 ACT, AACT und relative Expressionsverénderungen (EFC) in der Kontroll-Kohorte fiir MUC1

ACT ACT ACT AACT AACT
ExM E2 P4 E2 P4
K27 -0,555 -0,251 -0,266 0,304 0,289
K28 0,942 0,654 0,391 -0,287 -0,550
K29 1,572 1,343 1,288 -0,230 -0,285
K44 0,265 0,088 0,325 -0,176 0,060
EFC Range EFC EFC Range EFC
E2 E2 P4 P4

K27 0,81 0,74 - 0,88 0,82 0,81-0,83
K28 1,22 1,14 -1,3 1,47 1,24 -1,73



K29 1,17 1,13-1,22 1,22 1,1-1,35

K 44 1,13 0,92 -1,39 0,96 0,94 - 0,98
Durchschnitt
1,07 1,09
Kontrollen

3.4.5 Schnitte, immunhistochemische und immunfluoreszierende
Farbungen

Zur genaueren Analyse des strukturellen Aufbaus der MRKHS- und

Kontrollorganoide wurden Organoidkulturen nach dem in Kapitel 2.4.5 und 2.4.6

beschriebenen Protokoll mit Formalin fixiert und anschlieRend in Paraffin

eingebettet. An den daraus angefertigten Schnitten wurden anschliel3end

verschiedene Zielproteine entweder immunhistochemisch oder mittels

Immunfluoreszenz gefarbt (siehe Kapitel 2.4.7 - 2.4.10).

3.4.5.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbungen von MRKHS- und Kontrollorganoiden
Um einen lichtmikroskopischen Vergleich der Morphologie von MRKHS- und
Kontrollorganoiden zu erlauben, wurden Schnitte mittels Hdmatoxylin-Eosin (HE)
gefarbt (siehe Abb. 27).

MRKHS | Kontrolle

!

B 75 pum  #

Abbildung 27 Hdmatoxylin-Eosin-Férbungen von Organoiden einer MRKHS- (links) und Kontroll-Linie
(rechts).

Unter dem Lichtmikroskop waren dabei keine grundlegenden Unterschiede im morphologischen Aufbau zu
erkennen.
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Unter dem Lichtmikroskop zeigen im unstimulierten Zustand sowohl die MRKHS-
als auch die Kontroll-Organoide einen meist einschichtigen Aufbau mit rundlichen
bis rechteckigen Zellkernen (s. Abb 27). Zahlreiche Kerne lassen einen
prominenten Nukleolus erkennen. An der Innenseite des Zellrings ist in hoher
VergroRerung ein apikaler Mikrovilli-Saum abgrenzbar, was fur eine erhaltene
Polaritat der Zellen sowohl in den MRKHS- als auch in den Kontroll-Organoiden
spricht. Im Vergleich lassen sich weiter keine morphologischen Unterschiede

zwischen den beiden Gruppen erkennen.

3.4.5.2 Farbung von ERa, PR, MIB1 und PAX8 an MRKHS- und
Kontrollorganoiden sowie Gewebeschnitten

Um eine genauere Phanotypisierung sowie einen Vergleich zwischen
Organoiden und Gewebe zu ermdglichen, wurden MRKHS- und
Kontrollorganoide sowie Gewebeschnitte immunhistochemisch far
Ostrogenrezeptor  alpha (ERa), Progesteronrezeptor (PR), den
Proliferationsindex Ki67 (MIB1), sowie Paired-Box-Protein 8 (PAX8) gefarbt. Die
Abbildungen 28 und 29 zeigen daher eine explemarische MRKHS- bzw. Kontroll-
Linie, wobei samtliche Marker sowohl an Gewebeschnitten und unstimulierten
Organoiden, sowie an Ostrogen bzw. Ostrogen, Progesteron und cAMP

behandelten Organoiden gefarbt wurden.

Im unstimulierten Zustand (ExM) zeigten die MRKHS-Organoide einer Linie eine
inhomogene Expression von ERa. Wahrend einzelne Organoide eine mittel bis
starke Anfarbung im Bereich des Nukleus aufwiesen, zeigten andere Organoide
kaum bis keine Expression des Ostrogenrezeptors (s. Abb. 28). Ein
vergleichbares Bild ergab sich fur unstimulierte Kontroll-Organoide, wo die
Expression von ERa sich ebenfalls unter den Organoiden unterschied (vgl. Abb.
29). Im Kontrast dazu stand jeweils das Ursprungsgewebe, welches eine starke
Anfarbung fur ERa in allen Epithelzellen aufwies, wobei sich sowohl die
dargestellte MRKHS- als auch Kontroll-Linie zum Entnahme-Zeitpunkt in der
Proliferationsphase des Zyklus befanden (s. Abb. 28 und 29). Bei Stimulation mit

Ostrogen zeigten sowohl MRKHS- als auch die Kontroll-Organoide eine
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vermehrte Expression von ERa, was sich in einer starken Anfarbung fast aller
Organoide einer Linie aulRerte (siehe ,E2‘ in Abb. 28 und 29).

Wahrend das Ausgangsgewebe sowohl fur die dargestellte MRKHS- als auch
Kontroll-Linie eine starke Anfarbung des Progesteronsrezeptors aufwies, war fur
die unstimulierten Organoide in beiden Fallen keine signifikante Expression von
PR immunhistochemisch nachweisbar (s. Abb. 28 und 29). Erst bei Stimulation
mit Ostrogen, bzw. Ostrogen, Progesteron und cAMP zeigte sich eine vermehrte
Expression von PR. Dies betraf jedoch sowohl bei MRKHS- als auch bei den
Kontroll-Organoiden nicht alle Organoide einer Linie, sodass sich fir stimulierte
Organoid-Linien bezuglich PR ein inhomogens Muster mit zahlreichen stark
angefarbten und einigen kaum bis nicht angefarbten Organoiden ergab (s. Abb.
28 und 29).

Beim Vergleich der Ausgangsgewebe zeigten im MRKHS-Endometrium
gemessen an der Ki67-Expression deutlich weniger Epithel-Zellen eine
proliferative Aktivitat als im Kontroll-Endometrium, obwohl beide sich in der
Proliferationsphase des Zyklus befanden. Dieser Unterschied liel3 sich jedoch
nicht auf die unstimulierten Organoide Ubertragen. Bei diesen zeigte sich eine
zwischen MRKHS- und Kontroll-Organoiden vergleichbare Expression von Ki67,
wobei in der Regel nicht alle Zellen eines Organoids und auch nicht alle
Organoide proliferative Aktivitat aufwiesen (vgl. Abb. 28 und 29). Unter
hormoneller Stimulation erhohte sich tendenziell jeweils der Anteil an
proliferierenden Zellen in den Organoiden leicht, wobei in beiden Fallen
vereinzelte Organoide weiterhin keine Expression von Ki67 zeigten (s. Abb. 28
und 29).

PAX8, ein Transkriptionsfaktor, der typischerweise in endometrialen
Epithelzellen exprimiert wird, zeigte in allen Zellen der Organoide wie auch im
Epithel des Ausgangsgewebes eine starke Expression (s. Abb. 28 und 29). Dies
ist ein weiterer Hinweis auf den epithelialen Ursprung und Charakter der

Endometrium-Organoide.
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Gewebe ExM E2 E2 + P4 + cCAMP

Abbildung 28 Immunhistochemische Farbungen der Marker ERa, PR, MIB1 und PAX8 an Gewebeschnitten, sowie
unstimulierten und stimulierten Organoiden einer exemplarischen MRKHS-Linie.

(Linie MRKHS 3)
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Abbildung 29 Immunhistochemische Féarbungen der Marker ERa, PR, MIB1 und PAX8 an Gewebeschnitten, sowie
unstimulierten und stimulierten Organoiden einer exemplarischen Kontroll-Linie.

(Linie 28E)
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3.4.5.3 Farbung von Panzytokeratin und Perlecan an MRKHS-Organoiden

Zytokeratine bilden als Intermediarflamente einen sehr wichtigen Teil des
Zytoskeletts und werden primar von Epithelzellen produziert. Hierbei gilt die
Zytokeratin-Kombination 8/18 als typisch fur das endometriale Epithel. Um den
epithelialen Charakter der Zellen in den Organoiden zu Uberprifen, wurde daher
versucht, eine Immunfluoreszenzfarbung der Zytokeratine vorzunehmen (s.
Kapitel 2.4.10). Ebenfalls angefarbt werden sollte Perlecan, welches als

Proteoglykan in der Basalmembran von epithelialen Geweben zu finden ist.

DAPI
ulesaoiAzued

Perlecan
98J49|N

Abbildung 30 Immunfluoreszenzfdarbung einer exemplarischen MRKHS-Linie fiir die Marker
Panzytokeratin (griine Fluoreszenz) und Perlecan (rote Fluoreszenz).

Uber 4* 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, blaue Fluoreszenz) wurden zudem die Zellkerne
angeféarbt. Rechts unten sind die (ibereinander gelegten Signale abgebildet

In der in Abbildung 30 exemplarisch dargestellten MRKHS-Linie zeigte sich eine
starke Anfarbung von Zytokeratinen im Zytoplasma der Organoid-Zellen (siehe
Abb. 30, grine Fluoreszenz). Durch die Anfarbung von Perlecan (siehe Abb. 30,
rote Fluoreszenz) gelang zudem die Visualisierung der Basalmembran, die das

Organoid umgibt und der die Zellen aufsitzen. Beides sind klare Hinweise auf den
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epithelialen Charakter der kultivierten Zellen und die erhaltene Polaritat

derselben.

3.4.6 Uberpriifung des verwendeten Progesterons in der 2D-Zellkultur

Um die Wirksamkeit des Progesterons, das in den
Dezidualisierungsexperimenten fur die Stimulation der Organoide verwendet
wurde, zu Uberprifen, wurde ein weiteres Dezidualisierungsexperiment mit
humanen endometrialen Stromazellen (HESC) durchgeflhrt. Dabei wurde ein
standardisiertes und in unserem Labor fest etabliertes Protokoll verwendet. Der
genaue Ablauf sowie die verwendeten Konzentrationen sind Kapitel 2.4.12 zu
entnehmen. Als Vergleich wurde auch eine Dezidualisierung von HESC mit
Medroxyprogesteronacetat, welches standardmafig fir HESC aufgrund seiner
héheren Potenz verwendet wird, durchgefiihrt, bei ansonsten identischen
Konditionen. Die erfolgreiche Dezidualisierung der Stromazellen wurde nach
erfolgter RNA-Isolierung und cDNA-Synthese anhand von relativen
Expressionsveranderungen der beiden Dezidualisierungsmarker Prolaktin (PRL)

und Insulin growth factor binding protein 1 (IGFBP1) in der gPCR beurteilt.

Hierbei zeigte sich, dass mit dem fur die Organoid-Experimente verwendeten
Progesteron erfolgreich eine Dezidualisierung der endometrialen Stromazellen
erzielt werden konnte. Der Effekt auf die Expression der Dezidualisierungsmarker
PRL und IGFBP1 fiel dabei bei einer Stimulationsdauer von sechs Tagen deutlich

ausgepragter aus als nach einer Dauer von zwei Tagen.

3.4.6.1 Prolaktin

Die Stimulation mit dem fur die Organoid-Experimente verwendeten Progesteron
fuhrte in den HESC nach zwei Tagen zu einer Hochregulierung der Prolaktin-
Genexpression auf das 86,96-fache im Vergleich zum unstimulierten
Kontrollzustand. Bei Ausdehnung der Stimulationsdauer auf sechs Tage stieg
diese Expressionssteigerung auf das 1315,44-fache an, was einer Steigerung um
das 15,13-fache im Vergleich zum Wert nach zwei Tagen entspricht (siehe Abb.
31 und Tabelle 24).

Wurde anstatt Progesteron das synthetische Medroxyprogesteronacetat

verwendet, war nach zwei Tagen Stimulation ein Expressionsanstieg um das
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287,82-fache fur Prolaktin zu verzeichnen. Nach sechs Tagen war dieser Wert
auf das 2501,65-fache gestiegen im Vergleich zum unstimulierten Ausgangswert.
Dies entsprach einer Steigerung des Stimulationseffekts um das 8,69-fache beim
Vergleich der Dauer von sechs Tagen zur Dauer von zwei Tagen (s. Abb. 31 und
Tab. 24).

Prolaktin
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Abbildung 31 Relative Expression von Prolaktin in HESC, die mit Progesteron (P4) oder MPA stimuliert
wurden.

Werte bezogen auf eine unstimulierte Kontrollprobe. Dargestellt sind die Durchschnittswerte + SEM. Zu
beachten gilt die logarithmische Y-Achse.

Tabelle 24 ACT, AACT und relative Expressionsverénderungen (EFC) der HESC-Kulturen fiir Prolaktin

ACT ACT ACT AACT AACT
Kontrolle D2 D6 D2 D6
Progesteron 20,072 13,629 9,710 -6,442 -10,361
Medroxy-
orogesteron 20,072 11,903 8,783 -8,169 -11,289
EFC Range EFC EFC Range EFC
D2 D2 D6 D6
Progesteron 86,963 73,35-103,1 1315,443 1205,21 — 1435,76
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Medroxy-
287,815 275,59 — 300,58 2501,654 1745,65 — 3585,07
progesteron

3.4.6.2 Insulin growth factor binding protein 1

Die Stimulation mit Progesteron Uber zwei Tage hinweg flhrte zu einer
Steigerung der Genexpression fur IGFBP1 auf das 48,5-fache in Relation zur
Expression in unbehandelten Kontrollzellen. Bei Stimulation flir sechs Tage
erhdhte sich dieser Wert weiter auf das 969,88-fache, was einer Steigerung um
Faktor 20 im Vergleich zu Tag 2 entspricht (s. Abb. 32 und Tab. 25).

Bei Stimulation der HESC mit MPA lie3 sich nach zwei Tagen ein Anstieg der
Expression auf das 266,13-fache messen. Nach sechs Tagen war dieser Wert
auf das 1705,13-fache angestiegen und damit 6,4-fach so hoch wie an Tag 2 (s.
Abb. 32 und Tab. 25).
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Abbildung 32 Relative Expression von IGFBP1 in HESC, die mit Progesteron (P4) oder MPA stimuliert
wurden.

Werte bezogen auf eine unstimulierte Kontrollprobe. Dargestellt sind die Durchschnittswerte + SEM. Zu
beachten gilt die logarithmische Y-Achse.
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Tabelle 25 ACT, AACT und relative Expressionsverénderungen (EFC) der HESC-Kulturen ftir IGFBP1

ACT ACT ACT AACT AACT
Kontrolle D2 D6 D2 D6
Progesteron 17,324 11,724 7,402 -5,600 -9,922
Medroxy-
17,324 9,268 6,588 -8,056 -10,736
progesteron
EFC Range EFC EFC Range EFC
D2 D2 D6 D6
Progesteron 48,503 46,2 — 50,92 969,883 876,93 — 1072,69
Medroxy-
266,132 234,4 - 302,17 1705,131 1196,56 — 2429,85
progesteron
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3.5 Analyse von Patienteneigenschaften und Uterus-Rudimenten
Die folgenden Absatze sowie Abbildungen und Tabellen dieses Kapitels wurden

bereits im ,Journal of Clinical Medicine“ veréffentlicht [140]:

In einem weiteren Teil dieser Arbeit sollte an einer groRen Kohorte von MRKHS-
Patientinnen mdgliche Zusammenhange zwischen MRKHS-Subtyp sowie
assoziierten Fehlbildung und dem Vorkommen von Uterus-Rudimenten sowie
der Wabhrscheinlichkeit von intrauterinem Endometrium untersucht werden.
HierfUr wurden, wie unter 2.4.16 beschrieben, die Operations- und Pathologie-
Berichte analysiert. Insgesamt wurden 315 MRKHS-Patientinnen untersucht, die
im Zeitraum zwischen Januar 2014 und Dezember 2022 an der Universitats-
Frauenklinik Tubingen operiert wurden. Dabei mussten funf Patientinnen
aufgrund von fehlenden Informationen hinsichtlich ihrer Uterus-Rudimente von

der Analyse ausgeschlossen werden.

.Bei 265 (85.5%) der 310 MRKHS-Patientinnen (180 MRKHS Typ | und 85
MRKHS Typ Il) konnten intraoperativ Uterus-Rudimente festgestellt werden,
wobei 211 Patientinnen (68.1%) bilaterale Rudimente aufwiesen (siehe Tabelle
26 und Abbildung 33).

Patientinnen mit MRKHS Typ Il hatten seltener Uterus-Rudimente (73.3%) als
Patientinnen mit MRKHS Typ | (92.8%) (chi-square, p < 0.001). Zudem zeigten
Typ-I-Patientinnen mit 81.4% signifikant haufiger bilaterale Rudimente als
Patientinnen mit MRKHS Typ Il mit lediglich 45.7% (p < 0.001). Noch seltener
waren bilaterale Rudimente bei Typ-llI-Patientinnen mit renalen Fehlbildungen
(34.7%, n=72). Typ-ll-Patientinnen mit assoziierten Fehlbildungen allerdings
ohne renale Malformationen (z.B. nur skelettale Defekte, n=44) hingegen wiesen

mit 63.6% eine deutlich hohere Rate an bilateralen Rudimenten auf.

Von den 45 Patientinnen mit unilateraler Nierenagenesie wiesen 12 Patientinnen
auch eine Agenesie des Uterus auf. 26 Patientinnen hatten ein unilaterales
Uterus-Rudiment, wobei dieses in 25 von 26 Fallen (96.2%) gegenseitig zur
Nierenagenesie zu finden war. Lediglich 7 dieser 45 Patientinnen wiesen
bilaterale Uterus-Rudimente auf. Insgesamt hatten nur 8 (17.8%) der 45

Patientinnen mit unilateraler Nierenagenesie ein Uterusrudiment auf der
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betroffenen Seite, wobei 32 Patientinnen (71.1%) ein Uterus-Rudiment auf der

Gegenseite aufwiesen.

O0C

[ Bilaterale Rudimente
MRKHS Typ | : . MRKHS Typ I
Total=194 = Unilaterales Rudiment Total=116

Hl Uterus-Agenesie

& ¢

MRKHS Typ Il MRKHS Typ Il
Nierenfehlbildung Keine Nierenfehlbildung
Total=72 Total=44

Abbildung 33 Verteilung von Uterus-Rudimenten in verschiedenen MRKHS-Subgruppen.

Die genauen Prozentangaben sind in Tabelle 26 zu sehen [140].
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Tabelle 26 Patienteneigenschaften und jeweilige Haufigkeit von Uterus-Rudimenten [140]

Typ | Typ I Typ Il Typ
Nieren- Keine Nieren-
fehlbildung fehlbildung
Anzahl Pat. 194 116 72 44

Bilaterale

. 158 (81.4%) 53 (45.7%) 25 (34.7%) 28 (63.6%)
Rudimente
Unilaterale

_ 22 (11.3%) 32 (27.6%) 27 (37.5%) 5(11.4%)
Rudimente

Uterus-

. 14 (7.2%) 31 (26.7%) 20 (27.8%) 11 (25.0%)

Agenesie

Insgesamt wurden im Untersuchungszeitraum 298 Uterus-Rudimente von 149
Patientinnen mit MRKHS Typ | (76.0%) und 47 Patientinnen mit MRKHS Typ |l
(24.0%) operativ entfernt. 19 Rudimente von 11 Patientinnen mussten aus der
nachfolgenden Analyse aufgrund von inkompletten Angaben hinsichtlich der

Rudiment-Groe ausgeschlossen werden.

Die GroRe der Uterus-Rudimente bewegte sich zwischen 0.3 cm® und 184.3 cm?
mit einem Durchschnitt von 7.9 cm® (n=279). Beim Vergleich der
RudimentgroRen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
MRKHS Typ | und Il (p = 0.126). Patientinnen mit MRKHS Typ Il wiesen einen
leicht hdheren Median auf (n=61, Median = 4.9 cm?, Durchschnitt = 6.1 cm?,
Bereich: 0.4 — 45.0 cm?, SD = 6.6 cm?), Patientinnen mit MRKHS Typ | hingegen
zeigten eine hdhere DurchschnittsgroRe (n=218, Median = 4.6 cm?, Durchschnitt
= 8.4 cm?, Bereich = 0.3 - 184.3 cm?, SD = 18.9 cm?®) aufgrund einiger sehr groRer
Rudimente (siehe Tabelle 27).

Die histopathologische Aufarbeitung konnte Endometrium in 96 Rudimenten von
80 Patientinnen (40.8% aller Patientinnen mit Rudiment-Entfernung)
nachweisen. Hierbei wiesen Patientinnen mit MRKHS Typ | signifikant haufiger
(45.6%) Endometrium in ihren Rudimenten auf als Patientinnen mit MRKHS Typ

Il (25.5%) (p = 0.014). Noch seltener konnte Endometrium bei Patientinnen mit
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assoziierten Nierenfehlbildungen (n=27) gefunden werden (22.2%). Uterus-
Rudimente mit Endometrium waren zudem signifikant groer (Durchschnitt =
13.3 cm?} SD = 27.0 cm®) als Rudimente ohne endometriales Gewebe
(Durchschnitt = 5.4 cm?, SD = 8.1 cm?) (siehe Abb. 34, p = 0.008).

Patientinnen mit bilateralen Rudimenten (n=157) wiesen zudem haufiger
Endometrium auf (43.3%) als Patientinnen mit nur unilateralen Rudimenten
(30.8%, n=39). Von 102 Patientinnen mit beidseitiger Uterus-
Rudimententfernung hatten 16 Patientinnen Endometrium in beiden Rudimenten
(15.7%).
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1 1
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(a) (b)

Abbildung 34. Volumen der Uterus-Rudimente.

(a) Volumen von Uterus-Rudimenten von Pat. mit MRKHS Typ | (n=218, Durchschnitt = 8.4 cm?® Median =
4.6 cm?®) und Typ Il (n=61, Durchschnitt 6.1 cm? Median = 4.9 cm?®). Die Whisker markieren das Minimum
und Maximum;

(b) Volumen von Uterus-Rudimenten mit (n=89, Durchschnitt = 13.3 cm?® Median = 5.6 cm? und ohne (n=
190, Durchschnitt = 5.4 cm3, Median = 4.3 cm?® Endometrium. Die Whisker markieren das Minimum und
Maximum (** p < 0.010) [140].
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Tabelle 27 Eigenschaften aller Patientinnen mit Rudiment-Entfernung, jeweiliges durchschnittliches
Rudiment-Volumen und Héufigkeit von Endometrium in den jeweiligen Patientinnen.

19 Rudimente von 11 Patientinnen mussten von der Gré3enanalyse ausgeschlossen werden aufgrund
unvollstandiger Angaben [140].

Typ | Typ Il Typ Il Typ 1l
Nieren- Keine Nieren-
fehlbildung fehlbildung
Anzahl Pat.
149 47 27 20
(Rudimente
_ _ (218/235) (61/63) (33/34) (28/29)
eingeschlossen/insg.)
Durchschn. Grdlie 8.4 6.1 7.3 4.7
in cm? (Bereich) (0.3-184.3) (0.4-45.0) (0.5-45.0) (0.4 -11.9)
Endometrium 45.6% 25.5% 22.2% 30.0%

Insgesamt wiesen 89 Patientinnen, deren Rudimente entfernt wurden, eine
positive Anamnese flir Mittelschmerzen auf. 10 weitere Patientinnen gaben
regelmalige Zyklus-Beschwerden an, allerdings keinen Mittelschmerz (z.B.
Stimmungsschwankungen, Kopfschmerzen). Allerdings ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Haufigkeit von Endometrium bei
Patientinnen mit Mittelschmerzen (37.1%) im Vergleich zu Patientinnen ohne

jegliche zyklusabhangigen Beschwerden (44.0%, n=84, p = 0.351).°

110



4 Diskussion

4.1 Etablierung von Endometrium-Organoidkulturen aus MRKHS- und
Kontrollgewebe

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Modelle zur Erforschung des
Endometriums und der Interaktionen seiner Zelltypen geschaffen. Endometriale
epitheliale Primar-Zellen aus Gewebeproben proliferieren erfolgreich auch in vitro
und zeigen zu Beginn eine hormonelle Stimulationsfahigkeit, wodurch sie die
Untersuchung patientenspezifischer Eigenschaften erlauben wirden [110, 180].
Die ursprunglichen Eigenschaften derartiger Primarzellkulturen bleiben jedoch
nur fur die ersten drei bis vier Passagen erhalten, bevor es zu Veranderungen
und Dedifferenzierung der Zellen kommt, weshalb eine langfristige Kultivierung
nicht moglich ist [58, 110]. Zudem ist eine deutliche Einflussnahme der
Entnahme-Situation  (Zyklusphase, = Schwangerschaft etc.) auf den
anschlielRenden Phanotyp der Primarzellkultur zu erwarten [180]. Ansatze, die
eine Immortalisierung von Primarzellkulturen bewirken, erlauben zwar eine
langfristige  Kultivierung  der  Zelllinien mit  zeitweise  erhaltener
Stimulationsfahigkeit, besitzen aber aufgrund der Natur der genetischen

Modifizierung eine eingeschréankte Ubertragbarkeit auf die in vivo Situation [86].

Der in dieser Arbeit verfolgte Ansatz der Kultivierung primarer endometrialer
Epithelzellen in einer dreidimensionalen Wachstumsmatrix Uberwindet unter
anderem durch die Beibehaltung adulter Stammzellen in der Kultur viele
Probleme, die frihere Modelle innehatten. Die Epithelzellen zeigen in unserem
Organoidmodell eine erhaltene Polarisierung mit einem apikalen Mikrovillisaum
und sitzen einer Basalmembran auf, die mittels Perlecan-Farbung nachgewiesen
werden konnte (s. Abb. 30). Auch der epitheliale Charakter der Zellen konnte
mittels Panzytokeratin-Farbung bewiesen werden. Die Endometrium-Organoide
sind Uber mehrere Monate hinweg kultivierbar und zeigen dabei unter
optimalisierten Bedingungen keinen Verlust an Wachstumsgeschwindigkeit, was
fur den Erhalt adulter Stammzellen in der Kultur spricht. Die Organoide zeigen
zudem auch in hoheren Passagezahlen eine erhaltene hormonelle

Stimulationsfahigkeit durch Ostrogen und Progesteron, was anhand von
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Expressionsveranderungen verschiedener Markergene in der qPCR gezeigt
werden konnte. Dadurch stellt das Organoidmodell eine noch bessere

Annaherung an die in vivo Verhaltnisse dar als frihere Modelle.

Wie in Kapitel 1.4.3 beschrieben, weisen mehrere Faktoren auf eine Stérung der
Hormonrezeptorfunktion als moglicher Teil der Pathophysiologie des MRKHS-
Syndroms hin. Da andere hormonabhangige Gewebe wie Brust und
Schambehaarung eine normale Entwicklung zeigen [19], mUsste ein mdglicher
Defekt auf den Genitaltrakt beschrankt sein. Umso wichtiger erscheint es daher,
das rudimentare Gewebe selbst zu analysieren. Das bisherige Fehlen eines
etablierten funktionellen Modells beschrankte jedoch die Moglichkeiten, die
Eigenschaften und Fahigkeiten der betroffenen Zelltypen zu untersuchen. Durch
die beschriebenen Praparations-, Verarbeitungs- und Kultivierungsschritte ist es
in dieser Arbeit gelungen, Endometrium-Organoide aus dem Gewebe von
MRKHS-Patientinnen zu etablieren. Dies er6ffnet zahlreiche neue Mdéglichkeiten,
um ein besseres Verstandnis fur die Pathophysiologie des Syndroms zu

erlangen.

In dieser Arbeit konnte dabei eine hundertprozentige Erfolgsquote fir die
Etablierung von Organoidkulturen aus makroskopisch in den Rudimenten
erkennbarem Endometrium erreicht werden. Bei zwei Patientinnen mit
mikroskopischem Nachweis von fokalen Endometrium lasst der fehlende
Nachweis von Drusensticken im Originalverdau (s. Abb. 4) darauf schliel3en,
dass bei der zuféallig erfolgten Probenenthnahme aus dem Rudiment die

beschriebenen Bereiche mit Endometrium nicht erfasst wurden.
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4.2 Optimierung der Kultivierung von Endometrium-Organoiden

Mithilfe der erlauterten Optimierungsschritte beim Umsetzen und Kultivieren der
Organoidkulturen ist es gelungen, ein verlassliches und effektives Protokoll zur
Herstellung von Organoidkulturen aus Patientengewebe zu etablieren, die Uber
mehrere Monate hinweg proliferierend und expandierbar waren. Ein wichtiger
Schritt war dabei die in Kapitel 3.2.3 beschriecbene Umstellung des

Kulturndhrmediums.

Das erste Wachstumsmedium enthielt neben Noggin und R-Spondin auch den
Faktor WNT3a. Die Familie der WNT-Glykoproteine spielt wahrend der
Embryogenese eine grol3e Rolle in der korrekten Entwicklung des weiblichen
Urogenitaltrakts und anderer Gewebe [27, 135, 174]. Auch im spateren Verlauf
besitzt der WNT-Pathway eine gewichtige Relevanz fur die Proliferation und
Differenzierung von Zellen [168], speziell im Endometrium scheint er an
Wachstum und Entwicklung beteiligt zu sein [172]. WNT3a, das unteranderem
an der Stabilisierung von B-Catenin beteiligt ist [136], wird auch bei der
Kultivierung von Darm-Organoiden zur Wahrung des Stammzell-Charakters der

Lgr5-positiven Zellen bendtigt [35, 156].

Im Rahmen der Optimierung des Kulturndhrmediums fur die Endometrium-
Organoide zeigte sich jedoch ein deutlich besseres Wachstum, sobald auf eine
exogene Zufuhr von WNT3a Uber konditioniertes Medium und eine Stabilisierung
desselben durch in FBS enthaltenes Afamin [116] verzichtet wurde. Diese
Beobachtung geht mit Erkenntnissen von Boretto et al. (2017) einher, die in
einem Experiment feststellen konnten, dass, solange R-Spondin vorhanden ist,
die Zugabe von WNT3a in das Nahrmedium die Zahl der Endometrium-
Organoide pro Well sowie die mogliche Passagezahl gar verminderte [9]. Der
Verzicht auf ein Serum-haltiges Nahrmedium verhinderte zudem die
Einflussnahme von Hormonen und anderen Molekullen, welche in unbekannter

Menge in FBS vorliegen kénnen, auf die Dezidualisierungsexperimente.
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4.3 Wachstum der MRKHS-Organoide

Rall et al. (2013) konnten in einer Studie zeigen, dass das Endometrium in den
Rudimenten von MRKHS-Patientinnen oftmals Basalis-artig imponiert [147].
Besonders die endometrialen Epithelzellen wiesen dabei auch in der
Proliferationsphase des Zyklus eine signifikant verringerte Proliferationskapazitat
auf im Vergleich zu gesundem Kontroligewebe [147]. Eine weitere Fragestellung
dieser Arbeit war daher, ob die endometrialen Epithelzellen auch in vitro eine

eingeschrankte Proliferation aufweisen wurden.

In der Kultur zeigten die Epithelzellen der MRKHS-Patientinnen jedoch eine
rasche Selbstorganisation zu Organoiden und eine adaquate Proliferation. Die
Wachstumsgeschwindigkeit der MRKHS-Kulturen war nicht unterschiedlich zu
der von Kontroll-Kulturen (vgl. Abb. 12 & 13) und auch bei hoher Passagezahl
unverandert (s. Abb. 16). Im unstimulierten Zustand ergaben sich auch keine
offensichtlichen Unterschiede bezlglich der Ki67-Expression zwischen MRKHS-
und Kontroll-Organoiden (vgl. Abb. 28 & 29).

Die Epithelzellen waren dabei im Organoidmodell durch das Kulturmedium einer
Reihe von Wachstumsfaktoren wie Epidermal Growth Factor (EGF) oder
Fibroblast Growth Factor 10 (FGF10) ausgesetzt. Diese spielen in vivo eine
wichtige Rolle bei der Proliferation des Endometriums und wurden auch in bereits
beschriebenen Endometrium-Organoidmodellen ebenfalls als Bestandteil des

Kulturmediums verwendet [173].

EGF wird in gesundem Endometrium exprimiert und fordert das Wachstum von
Epithelzellen in vitro [71, 123]. Im Mausmodell konnte zudem nachgewiesen
werden, dass EGF ein wichtiger Mediator der proliferationsfordernden Wirkung
von Ostrogen im Uterus darstellt [71, 122]. Auch FGF10, welches im
Nahrmedium enthalten war, wird im Mausmodell Ostrogen-abhéngig von
endometrialen Stromazellen sezerniert und scheint so als parakriner Faktor
ebenfalls  essenziell fir den  Ostrogen-induzierten  Anstieg  der
Proliferationsaktivitat im endometrialen Epithel zu sein [33]. Mithilfe u.a. dieser
Wachstumsfaktoren war eine regelrechte Proliferation der Epithelzellen im

Organoidmodell moglich.
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Die artifizielle Situation mit exogener Zufuhr dieser Faktoren lasst jedoch nur
eingeschrankte Ruckschlusse auf die in vivo Situation mit Interaktionen zwischen
Epithel- und Stromazellen zu. So liegen unter anderem keine Erkenntnisse Uber
das Vorhandensein der Wachstumsfaktoren im Endometrium von MRKHS-
Patientinnen vor. In Anbetracht der von Brucker et al. (2017) beschriebenen
mdglichen gestdérten Hormonrezeptorfunktion bei Stromazellen von MRKHS-
Patientinnen, ist es nicht auszuschlief3en, dass auch eine verminderte Sekretion
von Wachstumsfaktoren wie FGF10 Uber die wegfallende parakrine Wirkung
mitverantwortlich sein konnte fur die stark verminderte Proliferationskapazitat der
Epithelzellen in der Proliferationsphase des Zyklus [22, 24, 147]. Die intakte
Proliferation der Epithelzellen in vitro macht zumindest einen intrinsischen Defekt

der Proliferations-Pathways als Ursache unwahrscheinlich.

115



4.4 MRKHS-Organoide zeigen keine Hinweise auf eine gestorte
Hormonrezeptorfunktion

Die Ergebnisse mehrerer Studien weisen auf eine lokoregionale Stérung der
Hormonrezeptorfunktion in den Uterus-Rudimenten von MRKHS-Patientinnen
hin: Rall et al. (2011) konnten durch einen Transkriptom-Methylom-Ansatz
zeigen, dass sowohl der Ostrogen- als auch der Progesteronrezeptor in den
Rudimenten von MRKHS-Patientinnen Uberexprimiert werden [146]. Dies wurde
als moglicher positiver Feedback-Mechanismus aufgrund einer lokalen Stérung
der  Hormonrezeptorfunktion  gedeutet [146]. Diese  quantitativen
Expressionsunterschiede der Rezeptoren konnten Rall et al. (2013) in einer
Folgestudie an Gewebeschnitten zwar nicht bestatigen, fanden aber heraus,
dass das Endometrium von MRKHS-Patientinnen meist einen Basalis-artigen
Phanotyp und eine stark verminderte Proliferationskapazitat aufweist [147]. Der
fehlende Anstieg der Proliferationskapazitat in der Proliferationsphase des Zyklus
kann dabei als weiteres Indiz flr eine gestérte Funktionsweise der
Hormonrezeptoren gedeutet werden [147]. SchlieBlich konnten Brucker et al.
(2017) in ihrer Studie an endometrialen Stromazellen nachweisen, dass ESC von
MRKHS-Patientinnen eine inadaquate Reaktion auf eine in vitro Stimulation mit
Ostrogen und Progesteron demonstrieren [22]. Die wichtige Rolle des
Ostrogenrezeptors fir die regelrechte Entwicklung des weiblichen Genitaltraktes
wurde auch bereits im Mausmodell bestatigt, wobei ein Knock-out von ERa zu
einem dem MRKH-Syndrom ahnlichen Phanotyp mit hypoplastischem Uterus
und Scheide fuhrt [40, 112].

ERa scheint dabei wahrend der Entwicklung entscheidend flr das segmentale
Expressionsmuster der HOX-Gene zu sein [45]. So fuhrt die Exposition
weiblicher Embryos in utero mit Diethylstilbestrol (DES), einem synthetischen
nichtsteroidalen Estrogen, zu verschiedenen uterinen Malformationen wie einem
T-formigen hypoplastischen Uterus [45, 72]. Im Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass DES zu einer Verschiebung des Expressionsmusters der HOX-
Gene im weiblichen Genitaltrakt nach posterior fuhrt [45]. So wird HOXA9 nicht
langer in der Tube sondern im Uterus exprimiert, die Expression von HOXA10 im

kranialen Teil der Gebarmutter ist stark vermindert und nur im kaudalen Anteil
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normal vorhanden [45]. Hingegen wurde bei Mausen mit einem selektiven
Knockout von ERa und DES-Exposition keine Verschiebung des HOX-
Expressionsmuster festgestellt [41], was den Einfluss des Rezeptors auf die
Regulation dieser fur die Entwicklung des weiblichen Reproduktionstraktes

wichtigen Gene unterstreicht.

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war neben der Etablierung des Organoidmodells
daher die Uberprifung der Hormonrezeptorfunktion in den endometrialen
Epithelzellen von MRKHS-Patientinnen. Hierzu wurden die Organoidkulturen
einem von Turco et al. (2017) adaptierten Stimulationsprotokoll Uber eine
Passagedauer von acht Tagen unterzogen [173]. Dabei wurden ausschliellich
Organoidkulturen verwendet, die bereits fur mindestens funf Passagen kultiviert
wurden, um eine Beeinflussung durch unterschiedliche Hormonlevel und
Zyklusphasen bei Entnahme des Gewebes zu vermeiden. Das Ansprechen der
Organoide sollte mittels gPCR Uber das Expressionsverhalten von Markergenen

wie PAEP oder SOX9 evaluiert und mit Kontrollkulturen verglichen werden.

4.41 Vergleich der Expressionsveranderung von Markergenen fur
MRKHS- und Kontroll-Kulturen

Fir die Evaluation der Funktionalitdt der Hormonrezeptoren fiir Ostrogen und
Progesteron wurde die Expression mehrerer Markergene (bspw. PAEP, 17HSD,
MUC1) mittels gqPCR untersucht, die in normalem Endometrium ein
zyklusabhangiges Expressionsverhalten aufweisen [160, 166, 173]. Fur Mucin 1
konnte hierbei sowohl in MRKHS- als auch in Kontroll-Organoiden keine
signifikante Expressionsveranderung durch Stimulation mit Ostrogen und
Progesteron erreicht werden. Dabei zeigten alle Kulturen bereits im
unstimulierten Zustand eine hohe Basis-Expression von Mucin 1. Auch Turco et
al. (2017) konnten an unstimulierten Endometrium-Organoiden eine starke

Expression von Mucin 1 immunhistochemisch nachweisen [173].

PAEP und 17HSD, zwei Marker der frihen sekretorischen Zyklusphase [160,
166], zeigten in nahezu allen MRKHS-Kulturen (5/5 und 4/5) eine Steigerung des
Expressionslevels nach hormoneller Stimulation (s. Abb. 22 & 23). Fur
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Osteopontin (SPP1), dessen Expression ebenfalls in diese Zyklusphase fallt

[166], war dies nur bei einer von funf Kulturen der Fall (s. Abb. 24).

Auffallig hierbei war ein starker Expressionsanstieg von 17HSD auf das 226-
fache fur die Linie MRKHS 17, der deutlich GUber den Werten der anderen
MRKHS- und Kontrollkulturen lag. MRKHS 17 zeigte dabei im unstimulierten
Zustand eine sehr niedrige relative Expression von 17HSD im Vergleich zum
HKG (s. Tab. 16). MRKHS 17 ist die einzige Linie, welche vor der Entnahme der
Rudimente eine Hormoneinnahme seitens der Patientin aufzeigte. Zwar erfolgte
das Dezidualisierungsexperiment erst in Passage 8 der Kultur, was eine
Beeinflussung durch Hormonlevel bei Entnahme des Gewebes unwahrscheinlich
macht, dennoch kann eine selbige nicht ausgeschlossen werden. Die
Expressionsveranderungen der anderen untersuchten Gene zeigten jedoch

Werte, die mit den anderen MRKHS-Kulturen vergleichbar waren.

SOX9 qilt als ein Marker fur adulte Vorlauferzellen und markiert in der Leber eine
Zellpopulation, die flr die Regeneration nach hepatischen Schaden
verantwortlich ist [66]. Valentijn et al. (2013) konnten auch im endometrialen
Epithel der Basalis eine SOX9+-Zellpopulation ausfindig machen, wobei eine
Subpopulation auch B-Catenin nuklear exprimierte als Zeichen eines eventuell
aktiven WNT-Signalweges [175]. In allen MRKHS-Organoidkulturen flhrte die
hormonelle Stimulation zu einem Rickgang der Expression von SOX9 (s. Abb.
25), was fur eine fortschreitende Differenzierung der Zellen unter hormonellem

Einfluss spricht.

Die Hochregulation von PAEP und 17HSD, sowie die Herunterregulation von
SOX9 in den MRKHS-Kulturen, welche vergleichbar und teilweise sogar starker
ausgepragt als bei Kontroll-Kulturen stattfand, ist als deutliches Indiz fur eine
intakte Funktion der Hormonrezeptoren in den MRKHS-Organoiden zu werten.
Des Weiteren ergab sich bei Stimulation mit Ostrogen die gleiche breite
Hochregulation des Progesteronrezeptors in den MRKHS-Organoiden wie bei
Kontroll-Organoiden, was immunhistochemisch nachgewiesen werden konnte
(vgl. Abb. 28 & 29).
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Sowohl fir MRKHS- als auch fir Kontroll-Kulturen sind bei Analyse der
Expressionsveranderungen mehrerer Gene durch die hormonelle Stimulation
teils nur geringe Unterschiede fur die P4-Gruppe im Vergleich zur Stimulation mit
Ostrogen allein aufgefallen. Als mogliche Ursachen hierfir wurde entweder eine
unzureichende Wirkung des Progesterons ausgemacht, das fur die Experimente
verwendet wurde, oder eine zu kurze Stimulationsdauer der Organoide mit
Progesteron. Um ersteres auszuschlieRen, wurde die Wirksamkeit des
verwendeten Progesterons an HESC mit einem standardisierten Protokoll
uberpruft und mit der von Medroxyprogesteronacetat verglichen (s. Kapitel 3.4.6).
Hierbei konnte die Wirksamkeit des eingesetzten Progesterons erfolgreich
bestatigt werden, was die Stimulationsdauer mit Progesteron von nur 48 Stunden
als wahrscheinlichste Ursache fur die teilweise geringen Unterschiede zur E2-
Gruppe erscheinen lasst. Dies wurde bei spateren Experimenten der
Arbeitsgruppe, die nicht Inhalt dieser Arbeit sind, berucksichtigt und die

Stimulationsdauer mit Progesteron entsprechend auf sechs Tage ausgedehnt.

4.4.2 Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit friiheren Erkenntnissen
zu MRKHS-Stromazellen

Unter physiologischen Umstanden binden die Sexualhormone Progesteron und
Ostrogen beide nach Diffusion in die Zelle an ihre im Zytoplasma vorliegenden
Rezeptoren PR-A und PR-B, bzw. ERa und ER. Bei erfolgreicher Bindung der
Hormone kommt es zur Rezeptordimerisierung und -translokation des
Komplexes in den Nukleus [77]. Durch Bindung an spezifische Stellen im Genom
mithilfe weiterer Cofaktoren kdnnen sie so die Transkription ihrer Zielgene

verandern.

Zusammen mit einem Anstieg der cAMP-Konzentration fuhrt Progesteron in der
Mitte der sekretorischen Zyklusphase zu einer Umwandlung der
mesenchymalen, endometrialen Stromazellen in gréRere Deziduazellen [68].
Auch das uterine Epithel durchlauft diverse Veranderungen, um es auf den
Kontakt mit einem mdglichen Embryo vorzubereiten [77, 190]. Mehrere
Publikationen weisen auf mdgliche Veranderungen oder Beeintrachtigungen
dieser physiologischen Ablaufe bei MRKHS-Patientinnen hin [22, 146, 147].
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Zuletzt konnten Brucker et al. (2017) in einer Studie eine beeintrachtigte
Dezidualisierung bei endometrialen Stromazellen von MRKHS-Patientinnen
nachweisen [22]. Dabei erfolgte wie auch in dieser Arbeit eine indirekte
Bewertung der Hormonrezeptorfunktion anhand der veranderten Expression von
Markergenen auf RNA- bzw. Protein-Ebene. Aufgrund der indirekten
Uberprifung der Rezeptorfunktion konnten Brucker et al. (2017) jedoch auch
nachgeschaltete Prozesse als Ursache fir die beobachteten Stérungen in

Stromazellen nicht sicher ausschlie3en [22].

In dieser Arbeit ergeben sich hingegen aus den in der gPCR untersuchten
Markergenen, den immunhistochemischen Farbungen und den beobachteten
vergleichbaren morphologischen Veranderungen der Organoide
zusammenfassend keine konkreten Hinweise auf eine gestorte Funktion der
Hormonrezeptoren in den endometrialen Epithelzellen von MRKHS-

Patientinnen.

Aus embryologischer Sicht entstammt das Endometrium wie der restliche
weibliche Genitaltrakt dem intermediaren Mesoderm [78, 98, 120]. Ein Teil der
diesem zugehorigen mesenchymalen Zellen vollzieht frih in der Entwicklung eine
Wandlung zu einem epithelialen Zellcharakter [98]. Diese Zellen bilden in der
Folge die Gangsysteme, aus denen sich der mannliche und weibliche
Urogenitaltrakt entwickelt [98]. Das spatere endometriale Epithel scheint dabei
dem fetalen Epithel der Mullerschen Gange zu entspringen, wohingegen das
endometriale Stroma primar dem Mesenchym entstammt, das die Mullerschen
Gange umgibt [44, 98, 102, 117]. Die schon frih in der Entwicklung stattfindende
Auftrennung dieser beiden Zellpopulation lasst daher nicht sicher ausschliefl3en,
dass die von Brucker et al. (2017) beschriebene gestorte
Hormonrezeptorfunktion ein speziell die Stromazellen betreffender Defekt ist, von
dem zumindest die endometrialen Epithelzellen nicht direkt betroffen zu sein

scheinen.

Allerdings zeigen endometriale Epithel- und Stromazellen in vivo eine mittlerweile
immer besser verstandene Kommunikation, die unerlasslich fur zahlreiche

Funktionen des Endometriums ist, wie beispielsweise die erfolgreiche
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Implantation eines Fotus [77]. Stromazellen scheinen Uber parakrine
Mechanismen fiir viele Effekte der Steroidhormone Ostrogen und Progesteron
auf die Epithelzellen des Endometriums verantwortlich zu sein. So vermitteln sie
unter anderem auch die proliferationssteigernde Wirkung von Ostrogen auf die
Epithelzellen, wie Cooke et al. (1997) an einem Knockout-Mausmodell zeigen
konnten [39, 77, 101]. Hierbei fiihrte das selektive Ausschalten des Ostrogen-
Rezeptors in den Epithelzellen des Endometriums zu einer erhaltenen
Proliferationssteigerung derselben bei Stimulation mit Ostrogen. Hingegen fiihrte
ein Knockout des Ostrogen-Rezeptors in den umliegenden Stroma-Zellen zu
einem Verlust der proliferationssteigernden Wirkung von Ostrogen am Epithel
[39]. Angesichts dieser maligeblichen gegenseitigen Beeinflussung erlaubt eine
isolierte in vitro Betrachtung der einzelnen Zelltypen nur beschrankte
RuckschlUsse auf die in vivo Situation, was bei der Interpretation der Ergebnisse

berucksichtigt werden muss.

Um diese Problematik zu umgehen, konnten Ko-Kultur-Experimente mit
Integration beider Zelltypen in Zukunft eine erstrebenswerte Losung fur diese
beschrankten Ruckschlisse darstellen. Die in dieser Arbeit etablierten MRKHS-
Organoidkulturen beherbergen das groRe Potential, einem solchen Experiment
als funktionelles Modell zu dienen. Uber Zellkultureinsatze mit feinen Poren,
welche im selben Well wie die Organoide platziert werden, ware es maoglich,
MRKHS-Organoide zusammen mit Stromazellen zu kultivieren. Das
gemeinsame Medium wurde durch parakrin wirkende Faktoren eine erhaltene
Kommunikation zwischen beiden Zelltypen ermdglichen. Hierbei kdnnten sowohl
MRKHS-ESCs als auch ESCs gesunder Kontrollen verwendet werden, um die
Einflisse der einzelnen Zelltypen genau zu definieren. Ein derartiger Ansatz
konnte in Zukunft weitere neue Erkenntnisse Uber die funktionellen
Eigenschaften des Endometriums bei Patientinnen mit Mayer-Rokitansky-Kuster-

Hauser-Syndrom erlauben.
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4.5 Uterus-Rudimente und mogliche Unterschiede zwischen MRKHS-
Subtypen

Als einer der ersten und grof3ten Analysen auf diesem Gebiet wurden im Rahmen

dieser Arbeit Uber 300 MRKHS-Patientinnen hinsichtlich der Frequenz von

Uterus-Rudimenten sowie mdglicher Zusammenhange mit assoziierten

Fehlbildungen untersucht. Die folgenden Absatze dieses Kapitels wurden bereits

im ,Journal of Clinical Medicine® [140] veroéffentlicht:

,08.1% der Patientinnen, deren Operationsberichte in Kapitel 3.5 analysiert
wurden, wiesen bilaterale Uterus-Rudimente in situ auf. 17.4% der Patientinnen
hatten ein unilaterales Rudiment und 14.5% zeigten eine komplette Agenesie des
Uterus. Ahnliche Zahlen wurden in einer Studie von Oppelt et al. (2006) berichtet,
wobei dort 23% der MRKHS-Patientinnen eine Uterus-Agenesie aufwiesen, 4%
ein einseitiges Uterus-Rudiment und 74% bilaterale Uterus-Rudimente [126].
Pompili et al. (2009) konnten eine Uterus-Aplasie in 4.9%, ein unilaterales
Rudiment in 19.5% sowie beidseitige Uterus-Rudimente bei 75.6% ihrer MRKHS-
Patientinnen laparoskopisch nachweisen [142]. Eine weitere Studie von Wang et
al. (2017), welche MRT-Bilder von MRKHS-Patientinnen analysierte, fand eine
Uterus-Aplasie bei 22%, ein unilaterales Rudiment bei 10% sowie bilaterale

Uterus-Rudimente bei 68% der untersuchten Falle [182].

Pan et al. (2016) untersuchten eine groBe chinesische MRKHS-
Patientenkohorte, wobei die VCUAM Kilassifikation genutzt wurde, um den
genauen genitalen Fehlbildungstyp der jeweiligen Patientin zu beschreiben.
Hierbei wurden 585 von 594 untersuchten Patientinnen hinsichtlich des Uterus
als Gruppe 4b klassifiziert, was einem bilateral nur rudimentar vorhandenen oder
aplastischen Uterus entspricht [133]. Gleichzeitig zeigte die Kohorte von Pan et
al. (2016) eine deutlich niedrigere Rate an MRKHS-Patientinnen mit assoziierten
Fehlbildungen als dies bisher in europaischen Patienten-Kohorten der Fall war
(43.5 — 53.0%) [82, 126, 128, 149]. Lediglich 43 von 594 Patientinnen (7.2%)
wiesen assoziierte Malformationen auf, wobei renale Fehlbildungen am
haufigsten waren [133]. Leider erlaubt die VCUAM Klassifikation keine
Differenzierung zwischen bilateralen Uterus-Rudimenten oder einem

aplastischen Uterus, weshalb der genaue Prozentsatz an Patientinnen mit
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bilateralen Rudimenten in dieser chinesischen Kohorte unklar bleibt. Daher
lassen sich ebenfalls keine Riuckschllsse ziehen, ob die deutlich niedrigere Rate
an Patientinnen mit assoziierten Fehlbildungen in dieser Kohorte von einer

ebenfalls unterschiedlichen Rate an Uterus-Rudimenten begleitet wurde.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Uterus-Rudimente wiesen eine
durchschnittliche GroRe von 7.9 cm?® im Rahmen der pathologischen Beurteilung
auf. Insgesamt gibt es bisher nur wenig publizierte Angaben hinsichtlich der
Grofle von Uterus-Rudimenten bei MRKHS-Patientinnen, vorwiegend im
Rahmen von MRT-Studien. Hall-Craggs et al. (2013) analysierten 115 Uterus-
Rudimente im Rahmen von MRT-Bildgebungen, wobei sich ein

durchschnittliches Volumen von 6.4 cm? zeigte [76].

Assoziierte Nierenfehlbildungen, insbesondere eine unilaterale Nierenagenesie,
hatten einen deutlichen Effekt auf die Haufigkeit von Uterus-Rudimenten in
unseren Patientinnen. 57.8% der Patientinnen mit Nierenagenesie hatten
lediglich ein unilaterales Uterus-Rudiment, wobei sich dieses in 96.2% auf der
kontralateralen Seite zur fehlenden Niere zeigte. Eine vergleichbare Quote
fanden Preibsch et al. (2014) im Rahmen einer MRT-Analyse von 110 MRKHS-
Patientinnen, die sich zwischen 2002 und 2012 am Department fur
Frauengesundheit Tubingen vorgestellt hatten. Hierbei wiesen 57% der
Patientinnen mit unilateraler Nierenagenesie ein einseitiges Uterus-Rudiment
auf, welches sich in 83% der Falle auf der Seite der intakten Niere zeigte [144].
Patientinnen mit assoziierten Nierenfehlbildungen wiesen zudem die niedrigste

Haufigkeit an Endometrium der in Kapitel 3.5 analysierten Kohorte auf (22.2%).

Der Wolff-Gang (Ductus mesonephricus) ist fur eine regelrechte Entwicklung der
Nieren notwendig, indem er die Ureter-Knospen formiert, welche in der Folge in
Kontakt mit dem umliegenden Mesenchym des Metanephros treten [115].
Gleichzeitig spielt er auch eine wichtige Rolle in der kaudalen Elongation der
Muller-Gange, unteranderem durch die Wirkung von WNT9b (siehe hierzu
Kapitel 1.1) [27, 98]. Es erscheint daher wahrscheinlich, dass der fur die
Nierenagenesie ursachliche Mechanismus in unseren Patientinnen auch die

kaudale Elongation des Muller-Ganges mit beeintrachtigte. Dies konnte zu einem
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noch friheren Entwicklungsstopp als Ublich beim MRKH-Syndrom gefuhrt haben,

ohne Formierung eines Uterus-Rudimentes auf der betroffenen Seite.

Insgesamt zeigten 40.8% aller MKRHS-Patientinnen, deren Rudimente
analysiert wurden, endometriales Gewebe in ihren Uterus-Rudimenten wahrend
der histopathologischen Begutachtung. Eine friihere Analyse von Rall et al.
(2013) zeigte eine vergleichbare Rate, wobei Endometrium in 45.2% der
untersuchten MRKHS-Patientinnen gefunden wurde [147]. Gro3ere Rudimente
wiesen eine hdhere Wahrscheinlichkeit fur enthaltenes endometriales Gewebe in
dieser Arbeit auf, womdglich aufgrund einer weiter fortgeschrittenen uterinen
Entwicklung bei diesen Patientinnen. Jedoch scheint das Vorhandensein von
Endometrium nicht der einzige ursachliche Faktor fur die zyklusabhangigen
Unterbauchschmerzen zu sein, von denen viele Patientinnen berichten. Da kein
signifikanter Unterschiedlich hinsichtlich der Haufigkeit von Endometrium bei
asymptomatischen Patientinnen (44.0%) im Vergleich zu Patientinnen mit
regelmaldigen zyklischen Unterbauchschmerzen (37.1%) zu finden war, missen
andere Faktoren wie Endometriose oder Mittelschmerzen dringend ebenfalls

bedacht werden.”
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4.6 Konklusion, Limitationen und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Endometrium-Organoide aus dem Gewebe
von MRKHS-Patientinnen etabliert werden, die als funktionelles Modell neue
Moglichkeiten fur die Erforschung des MRKH-Syndroms er6ffnen. Dabei zeigten
die in den Organoiden vorhandenen Epithelzellen isoliert betrachtet keine
Hinweise auf eine Stérung der Hormonrezeptoren bzw. ihrer nachgeschalteten
Pathways. Um eine noch genauere Annaherung an die in vivo Verhaltnisse zu
schaffen und das Zusammenspiel von Epithel- und Stromazellen bei MRKHS
genauer zu beleuchten, kénnten Ko-Kultur-Experimente beider Zelltypen in

Zukunft einen weiteren Forschungsansatz bieten.

Die geringe Inzidenz des MRKH-Syndroms, die Invasivitat der Probengewinnung
sowie die begrenzte Haufigkeit von makroskopischem Endometrium in den
Uterus-Rudimenten (4 von 18 Patientinnen bzw. 36 untersuchten Rudimenten)
bedingten eine kleine Studienpopulation in dieser Arbeit, was bei der
Interpretation der Ergebnisse berucksichtigt werden muss. Die Etablierung
weiterer Organoid-Modelle und Uberpriifung der in dieser Arbeit gewonnen

Erkenntnisse ware daher in Zukunft sinnvoll.

Im Rahmen der Dezidualisierungsexperimente muss auch bedacht werden, dass
nur die Expressionsveranderungen selektiv ausgewahlter Marker-Gene in der
gPCR untersucht wurden. Es lasst sich daher nicht mit Sicherheit ausschliel3en,
dass sich fur andere Gene ein unterschiedliches Expressionsverhalten zwischen
MRKHS- und Kontroll-Organoiden nach hormoneller Stimulation zeigen konnte.
Um diesem Ansatz nachzugehen und einen breiteren Uberblick Uber die
hormonell-bedingten genetischen Veranderung zu erlangen, wurde als nachster
Schritt in unserer Arbeitsgruppe bereits eine RNA-Sequenzierungsanalyse an

MRKHS-Organoiden im Vergleich zu Kontroll-Organoiden vorgenommen.

Die Analyse einer groRen MRKHS-Patientenkohorte hinsichtlich der Frequenz
von Uterus-Rudimenten und deren Charakteristika konnte eine klare
Heterogenitat zwischen MRKHS Typ | und Il aufzeigen. Einige Variablen wie der
MRKHS-Subtyp oder bestimmte assoziierte Fehlbildungen scheinen einen

Einfluss auf die Haufigkeit von Uterus-Rudimenten, deren Grofle sowie die
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Frequenz von endometrialen Gewebe zu haben. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit zukinftiger Forschung hinsichtlich der zugrunde liegenden
molekularen Signalwege sowie potenzieller Unterschiede zwischen MRKHS-
Subtypen. Hierbei muss bedacht werden, dass es sich um Daten aus einem
einzelnen Zentrum mit Patientinnen aus vorwiegend Zentraleuropa handelt, was
gerade angesichts moglicher geographischer Unterschiede zwischen
Patientenkohorten bei der Interpretation bedacht werden muss. Zudem konnte
der Prozentsatz an endometrialen Gewebe in dieser Arbeit die wirkliche
Haufigkeit des Endometriums unterschatzen aufgrund von zufalligen
Probenentnahmen wahrend der histopathologischen Aufarbeitung oder aufgrund
von vorausgehenden Probenentnahmen aus den Rudimenten flr

Forschungszwecke wie der Etablierung von Organoidkulturen.

Mit der in Kapitel 1.3.2 beschriebenen Moglichkeit der Uterus-Transplantation
steht Patientinnen mit MRKH-Syndrom erstmalig eine Form der kurativen
Therapie zur Verfugung. Wahrend der klinische Einfluss der in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse fur die Behandlung von MRKHS-Patientinnen
zunachst nebensachlich erscheint, ist es unklar, was die Zukunft mit sich bringen
wird. Erste Versuche von Boretto et al. (2017) konnten bereits zeigen, dass
Organoide aus Maus-Endometrium auch bei Re-Implantation in das Maus-Modell
Uberlebensfahig sind und bei Behandlung mit Ostrogen und Progesteron
proliferieren [9]. Es erscheint daher nicht unmoglich, dass sich auch aus
Organoiden eines Tages eine Therapie-Option fur Patientinnen mit MRKH-

Syndrom ergeben konnte.
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5 Zusammenfassung

Das Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser-Syndrom bezeichnet die ab der frihen
Embryonalphase bestehende Aplasie von Uterus und Vagina durch eine
ausbleibende Verschmelzung der Miullerschen Gange. Trotz ausgiebiger
Forschung konnte bisher flir den Grolteil der Patientinnen keine Ursache
identifiziert werden. Verschiedene Studien weisen jedoch auf eine gestorte
Funktion der Hormonrezeptoren im betroffenen Gewebe hin. So zeigt das
Endometrium in Gewebeschnitten eine deutlich eingeschrankte
Proliferationskapazitat und endometriale Stromazellen in Zellkulturexperimenten
eine inadaquate Reaktion auf hormonelle Stimulation. Unklar ist jedoch, inwiefern
dies auch auf das endometriale Epithel zutrifft. Ein Ziel dieser Arbeit war daher
die Etablierung von Zellkultur-Modellen, um die Eigenschaften und das Verhalten

des endometrialen Epithels bei MRKHS-Patientinnen zu untersuchen.

HierfUr wurden drei-dimensionale Organoid-Modelle aus dem Endometrium von
MRKHS-Patientinnen und Kontroll-Patientinnen etabliert, die das endometriale
Epithel der jeweiligen Patientin reprasentieren. Protokolle zur Verarbeitung und
Erhaltung der Organoid-Kulturen wurden entwickelt und etabliert. Im Rahmen
von Dezidualisierungsexperimenten wurden die Organoid-Kulturen mit Ostrogen
und Progesteron stimuliert und anschlieBend das Ansprechen Uber
Expressionsveranderungen von Markergenen wie PAEP mittels gPCR evaluiert.
Uber Farbungen verschiedener Marker erfolgte zudem eine Charakterisierung

der MRKHS-Organoide im Vergleich zu Organoiden von Kontroll-Patientinnen.

In der Kultur zeigten die MRKHS-Organoide eine regelrechte Proliferation und
lichtmikroskopisch keine Unterschiede zu den Kontroll-Organoiden. Die
hormonelle  Stimulation  fUuhrte zu  vergleichbaren  morphologischen
Veranderungen, adaquaten Expressionsveranderungen von Marker-Genen
sowie Hochregulation von ERa und PR in den immunhistochemischen
Farbungen. Zusammenfassend ergaben sich daher im Organoid-Modell keine
Hinweise auf eine gestdorte Hormonrezeptorfunktion der endometrialen
Epithelzellen bei MRKHS-Patientinnen.
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Dies konnte auf einen alleinigen Defekt der endometrialen Stromazellen
hindeuten oder aber der isolierten Kultivierung beider Zelltypen geschuldet sein,
die normalerweise in vivo eine enge Kommunikation hegen. Zuklnftig wird unser
Organoid-Modell auch durch modgliche Ko-Kultur-Experimente neue

Moglichkeiten fur die MRKHS-Forschung eroffnen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war der Gewinn neuer Erkenntnisse Uber die
Eigenschaften und Zusammensetzung der Uterus-Rudimente von MRKHS-
Patientinnen, unter anderem hinsichtlich maoglicher Zusammenhange mit
assoziierten Fehlbildungen. Hierfir erfolgte die Auswertung von OP- und
Pathologie-Berichten einer grol3en Kohorte von MRKHS-Patientinnen, die an

unserer Klinik operiert wurden.

Hierbei zeigte sich eine klare Heterogenitat zwischen MRKHS Typ | und Il auf.
Variablen wie der MRKHS-Subtyp oder assoziierte Malformationen waren sowohl
mit einer unterschiedlichen Haufigkeit von Uterus-Rudimenten als auch mit einer
unterschiedlichen Rudiment-Gréfe sowie Frequenz von Endometrium assoziiert.
Dies unterstreicht die Notwendigkeit weiterer Forschung hinsichtlich der
zugrunde liegenden molekularen Pathways sowie moglicher Unterschiede
zwischen MRKHS-Subtypen.
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