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1. Zusammenfassung

Die Endometriose ist eine der haufigsten gynékologischen Krankheiten von Frauen im ge-
schlechtsreifen Alter. Es handelt sich dabei um eine chronische, gutartig verlaufende Erkran-
kung, die bei bis zu 50% aller infertilen Patientinnen als Ursache angesehen werden kann.
Trotz ihrer Haufigkeit wird sie eher selten oder sehr spéat aufgrund ihrer unspezifischen Sym-
ptomatik diagnostiziert. Dabei leiden die Patientinnen vor allem an chronischen Unterbauch-
schmerzen. Histopathologisch ist die Endometriose definiert durch das Vorhandensein von
funktionsfahigem Endometrium aulRerhalb der Gebéarmutter, welches durch retrograde

Menstruation in die Bauchhdhle gelangen kann.

Inwieweit die Angiogenese, d.h. die Entwicklung neuer Blutgefél3e eine wichtige Vor-
aussetzung fir das dauerhafte Uberleben des versprengten Endometriums in der Bauchhoh-
le ist, ist bis heute nicht eindeutig geklart. Aus diesem Grund war es das Ziel der vorliegen-
den Studie, ein neues Modell zur Untersuchung der Angiogenese in der Pathophysiologie
und Therapie der Endometriose zu etablieren. Zu diesem Zweck wurden Endometrium-
Fragmente aus dem Uterus von Syrischen Goldhamstern isoliert, die anschlie3end autolog in
eine zuvor praparierte Ruckenhautkammer transplantiert wurden. Auf diese Weise war es
zum ersten Mal mdglich, die einzelnen Schritte der Angiogenese in Endometrioseherden in
vivo Uber einen Zeitraum von 14 Tagen repetitiv mit Hilfe der Technik der intravitalen Fluo-

reszenzmikroskopie zu analysieren.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Angiogenese der transplantierten Endometrium-
Fragmente in Abhangigkeit ihrer GréRe (grofRe und kleine Fragmente) und des Hormonstatus
(unbehandelt, synchronisiert, ovarektomiert) untersucht. Dabei zeigte sich, dass der Blutfluss
in den Gefallen der gréf3eren Herde erhoht war, was auf eine gesteigerte Aktivitat schlie3en
lasst. Des Weiteren fiihrte die Unterbindung der endogenen Ostrogenausschiittung durch
bilaterale Ovarektomie zu einer verzégerten Angiogenese und signifikant erniedrigten Blut-
flissen. Damit wird die essentielle Bedeutung ovarieller Ostrogene auf die Vaskularisierung

und Durchblutungsrate von Endometrioseherden deutlich.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der pro-angiogenen Wachstumsfaktoren
VEGF, FGF und PDGF auf die Angiogenese von Endometrioseherden analysiert. Hierbei
fuhrte die selektive Hemmung des Angiogenesefaktors VEGF nur zu einer geringen Abnah-
me der GefalRdichte in Endometrioseherden, wahrend die kombinierte Inhibition von VEGF,

FGF und PDGF die Entwicklung neuer BlutgefaRe und deren Ausreifung deutlich blockierte.

In einem weiteren Abschnitt der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Applikation
des Cyclooxygenase-2-Inhibitors NS398 zu einer Regression von Endometrioseherden fuhrt.
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Dies kann einerseits auf eine anti-angiogene Wirkung von NS398 zuriickgefihrt werden. So
war die Kapillardichte in NS398-behandelten Endometrioseherden im Vergleich zu Kontrollen
deutlich verringert, was mit einer reduzierten VEGF Expression einherging. Zusatzlich fuhrte
die Inhibition der Cyclooxygenase-2 zu vermehrter Apoptose und reduzierter Proliferation in
den Endometrioseherden. Aus diesem Grund konnte die Behandlung von Endometriose-
Patientinnen mit Cyclooxygenase-2-Inhibitoren einen vielversprechenden Behandlungsan-

satz darstellen.

Schlief3lich wurde in der Arbeit die Wirkung von Rapamycin auf Endometrioseherde
analysiert. Die Behandlung mit diesem Immunsuppressivum filhrte ebenfalls zu einer Reg-
ression der Herde, was erneut mit einer Inhibition der Angiogenese einherging. So waren die
Kapillardichte und die VEGF Expression in den behandelten Herden im Vergleich zur Kon-
trolle signifikant reduziert. Zusatzlich wurde die Zellproliferation gehemmt. Diese Ergebnisse
zeigen, dass Rapamycin in Zukunft neben seiner immunsuppressiven Wirkung durchaus
auch als ein potentieller Angiogenese-Inhibitor in der Therapie der Endometriose eingesetzt

werden konnte.

Zusammenfassend konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein neues Endometri-
ose-Modell etabliert werden, das es erstmals mdoglich macht, die Angiogenese in Endometri-
oseherden repetitiv in vivo zu analysieren. Es eignet sich hervorragend, neue Erkenntnisse
zur Pathophysiologie der Erkrankung zu gewinnen und neue anti-angiogene Therapiestrate-

gien in der Behandlung der Endometriose zu entwickeln.
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2. Summary

Endometriosis is one of the most frequent gynecological diseases of women in the reproduc-
tive age. It is a chronic, benign disease, which affects up to 50% of all patients suffering from
infertility. Despite its high incidence, endometriosis is often diagnosed relatively late due to its
unspecific pathology. Most often, patients suffer from chronic pelvic pain. Endometriosis is
histopathologically definded as the presence of functional endometrium outside the uterus,

which enters the peritoneal cavity by retrograde menstruation.

Angiogenesis, i.e. the development of new blood vessels, represents a major prere-
quisite for the long-term survival of the ectopic endometrium inside the peritoneal cavity.
Therefore, the aim of the present study was to establish a new model for the analysis of an-
giogenesis in the pathophysiology and therapy of endometriosis. For this purpose, endo-
metrial fragments were isolated from the uterus of Syrian golden hamsters. Subsequently,
they were transplanted autologously into a dorsal skinfold chamber. In doing so, it was pos-
sible to repetitively analyze in vivo the individual steps of the angiogenic process in endo-

metriotic lesions over a time period of 14 days by means of intravital fluorescence micros-
copy.

In the first part of this work, angiogenesis of transplanted endometrial fragments was
analyzed depending on their size (small versus large) and the hormonal stage of the animals
(untreated versus synchronized versus ovariectomized). Thereby, we could show that blood
perfusion was increased in blood vessels of larger lesions, indicating an enhanced activity.
Moreover, inhibition of endogenous estrogen release by bilateral ovariectomy resulted in a
delayed angiogenesis with a significantly reduced blood flow within the lesions. This demon-
strates the essential role of ovarian estrogens for the vascularization and blood perfusion of

endometriotic lesions.

In the second part of this work, we analyzed the effect of the pro-angiogenic growth
factors VEGF, FGF and PDGF on the angiogenic process of endometriotic lesions. Interest-
ingly, we found that the selective blockade of the pro-angiogenic factor VEGF resulted only in
a slighty decreased microvessel density within endometriotic lesions, whereas the combined
inhibition of VEGF, FGF and PDGF could effectively inhibit the development of new blood

vessels and their maturation.

In another part of this work, it could be shown that the application of the selective
cyclooxygenase-2-inhibitor NS398 results in the regression of endometriotic lesions. On the
one hand, this may be due to the anti-angiogenic effect of NS398. Accordingly, microvessel
density in NS398-treated endometriotic lesions was significantly decreased when compared
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to controls, which was associated with a reduced expression of VEGF. Furthermore, inhibi-
tion of cyclooxygenase-2 induced apoptotic cell death and reduced cell proliferation in endo-
metriotic lesions. Therefore, treatment of patients suffering from endometriosis with

cyclooxygenase-2-inhibitors may represent a promising therapeutic approach.

Finally, we analyzed the effect of rapamycin on endometriotic lesions. Treatment with
this immunosuppressive drug also resulted in the regression of the lesions, which again was
associated with an inhibition of angiogenesis. This was reflected by a significantly reduced
microvessel density and VEGF expression in rapamycin-treated lesions when compared to
controls. Moreover, cell proliferation was inhibited. These results suggest that besides its
indication as an immunosuppressive drug, rapamycin might be used as a potential angio-

genesis inhibitor in the future therapy of endometriosis.

In summary, a new endometriosis model was established, which allows for the first
time to repetitively analyze in vivo the angiogenesis in endometriotic lesions. Therefore, this
model has to be considered ideal to gain new insights in the pathophysiology of endometrio-
sis and to develop new anti-angiogenic therapeutic strategies for the treatment of this fre-

guent disease.
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3. Einleitung

Die Endometriose stellt zur Zeit eine der haufigsten gutartigen Erkrankungen in der Gynako-
logie dar. Etwa 10-15% der Frauen im geschlechtsreifen Alter sind davon betroffen. Die Pati-
entinnen leiden an Dysmenorrhoe, Dyspareunie sowie zyklischen Unterbauchschmerzen.
Des Weiteren fuhrt die Erkrankung in vielen Fallen zur Unfruchtbarkeit [Rawson, 1991]. Dar-
aus resultiert fur die betroffenen Frauen oft ein hoher Leidensdruck. Daneben verursacht die
Endometriose jahrlich erhebliche Kosten im Gesundheitssystem aufgrund haufiger Kranken-

hausaufenthalte der Patientinnen, zahlreicher Operationen und teurer medizinischer Thera-

pie.

Pathologisch-anatomisch wird die Endometriose durch den Nachweis des ektopen
Wachstums von endometrialen Driisen- und Stromazellen auf3erhalb des Uterus definiert
[Galle, 1989]. Man unterscheidet drei Formen der Endometriose, die ,Endometriosis genitalis
externa“ (ektope Endometrioseherde in den Organen des kleinen Beckens wie Ovarien und
Darm), die ,Endometriosis genitalis interna“ (Endometrioseherde im Myometrium der Ge-
barmutter) und die ,Endometriosis extragenitalis“ (Endometrioseherde ausserhalb des Klei-
nen Beckens wie Lunge und Gehirn).

Zur Entstehung der Endometriose werden verschiedene Theorien diskutiert. Schon
zu Beginn des letzten Jahrhunderts beschrieb Meyer seine ,Zdlom-Metaplasie-Theorie“. Er
ging davon aus, dass sich embryonales Zélomepithel unter bestimmten Bedingungen meta-
plastisch in Endometriumgewebe umwandelt [Meyer, 1919]. Auch Recklingenhausen [1896]
und Russel [1899] beschrieben, dass sich aus embryonalen Zellresten funktionelles Endo-
metrium differenzieren kann. Halban sah die Streuung einzelner Endometriumzellen tGber
Blut- und Lymphgefal3e als mdglichen Verbreitungsweg an [Halban, 1924]. Die zur Zeit je-
doch am meisten akzeptierte und durch viele tierexperimentelle Arbeiten gestitzte Theorie
ist die Implantationstheorie von Sampson [1927]. Er postulierte, dass Endometriumgewebe
wahrend der Menstruation retrograd durch die Eileiter in die Peritonealhthle gelangt und dort
unter ginstigen Bedingungen anwachst und proliferiert (Abbildung 1). Damit die Endometrio-
seherde auch aufRerhalb der Gebarmutter dauerhaft vital bleiben und mit Sauerstoff und
Nahrstoffen versorgt werden kénnen, ist die Angiogenese, d.h. die Entstehung neuer Blutge-

fale, eine wesentliche Vorraussetzung [Shifren et al., 1996; Smith, 1997; Taylor et al., 1997].
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Abbildung 1: Entstehung von Endometrioseherden auf3erhalb des Uterus nach der Implantationstheorie von
Sampson. Endometriumgewebe wird bei der Menstruation abgestof3en (1) und gelangt retrograd durch die Tuben
(2) in die Peritonealhthle, wo es am Peritoneum adhariert (3) und Anschluss an das Blutgefal3system erlangt (4).

Die Angiogenese ist ein komplexer dynamischer Prozess, der durch die Abfolge ver-
schiedener zellularer Interaktionen gekennzeichnet ist [Risau 1997; Carmeliet 2000]. Durch
Ausschittung pro-angiogener Faktoren werden Endothelzellen von bereits bestehenden
BlutgefaRen aktiviert und zur Proliferation stimuliert. Die Basalmembran der Gefalwand wird
abgebaut, so dass die Endothelzellen in Richtung des angiogenen Stimulus migrieren kon-
nen. Infolge bilden sich Gefal3sprossen, die in das umliegende Bindegewebe wachsen. Aus
ihnen entstehen tubulare Gefal3strukturen, in denen sich schliellich ein Lumen formt. Durch
die Anlagerung von weiteren Zellen wie Perizyten und Fibroblasten erfolgt dann die Stabili-

sierung der Gefallwand (Abbildung 2).

Abbildung 2: Die Entstehung eines neuen
BlutgefaRes erfolgt in charakteristischen Ent-
wicklungsstadien:  Stimulation  vorhandener
GefaRe durch Wachstumsfaktoren (1), Prolifera-
tion der Endothelzellen und Abbau der Basal-
membran (2), Ausbildung von Gefa3sprossen
(3), Formation eines Lumens (4) und Anlage-
rung wandstabilisierender Zellen (5).

Die Angiogenese spielt sowohl bei vielen physiologischen Vorgéngen im weiblichen
Reproduktionstrakt wie z.B. beim ovariellen Zyklus [Reynolds et al. 1992; Augustin et al.,
1995] als auch bei pathologischen Vorgangen wie z.B. bei der Wundheilung [Polverini et al.,
1977; Greenburg und Hunt, 1978; Banda et al., 1982] sowie bei Tumorwachstum und Me-
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tastasierung [Folkmann, 1985; Folkman, 1995] eine wesentliche Rolle. Aus der Tumorbiolo-
gie ist bekannt, dass die Entwicklung neuer BlutgefaRe einem Gleichgewicht angiogener
Stimulatoren und Inhibitoren unterliegt [Hanahan und Folkman, 1996]. In den vergangenen
Jahrzehnten konnte eine Vielzahl dieser pro- und anti-angiogenen Faktoren identifiziert wer-
den (Tabelle 1).

Pro-angiogene Faktoren

Anti-angiogene Faktoren

Angiogenin

Angiopoetin-1

Developmental Endothelial Locus-1 (Del-1)
Acid Fibroblast Growth Factor (aFGF)

Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
Follistatin

Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G- CSF)
Hepatocyte Growth Factor (HGF)

Interleukin-3 (IL-3)

Interleukin-8 (IL-8)

Leptin

Midkine

Placental Growth Factor (PIGF)
Platelet-Derived Endothelial Cell Growth Factor
(PD-ECGF)

Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)
Pleiotropin (PTN)

Proliferin

Transforming Growth Factor-alpha (TGF-alpha)
Transforming Growth Factor-beta (TGF-beta)
Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-alpha)
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Angiostatin (Plasminogen Fragment)
Antiangiogenic Antithrombin 111
Cartilage-Derived Inhibitor (CDI)
CD59-Complement Fragment
Endostatin (Collagen XVIII Fragment)
Fibronectin Fragment

Gro-beta

Heparinasen

Heparin Hexasaccaride Fragment
Human Chorionic Gonadotropin (HCG)
Interferon alpha, beta, gamma

Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPS)
2-Methoxyestradiol

Placental Ribonuclease Inhibitor
Plasminogen Activator Inhibitor
Platelet Factor 4 (PF4)

Prolactin 16kD Fragment

Retinoids

Tetrahydrocortisol-S
Thrombospondin-1 (TSP-1)
Transforming Growth Factor beta (TGF beta)
Vasculostatin

Vasostatin (Calreticulin Fragment)

Tabelle 1: Wichtige bisher identifizierte pro- und anti-angiogene Wachstumsfaktoren mit Abkiirzung (in alphabeti-
scher Reihenfolge).

Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene pro-angiogene Faktoren auch in der
Pathogenese der Endometriose eine wichtige Rolle spielen. So wird die Entwicklung neuer
BlutgefaRe in Endometrioseherden durch VEGF stimuliert [McLaren et al., 1996], einer der
potentesten pro-angiogenen Faktoren. Frauen, die an Endometriose erkranken, weisen deut-
lich hdhere VEGF Werte in der Peritonealflissigkeit auf [Shifren et al., 1996]. Shifren et al.
[1996] konnten in diesem Zusammenhang auch nachweisen, dass Endometrioseherde bei
milden Verlaufsformen der Erkrankung eine geringere VEGF Expression aufweisen als bei

schweren Krankheitsverlaufen.

Zusatzlich wurden inzwischen zahlreiche andere pro-angiogene Faktoren in der Pa-

thogenese der Endometriose nachgewiesen. Zu ihnen zahlen Relaxin [Unemori et al., 1999],
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Fibroblast Growth Factor [Ferriani et al., 1993], Interleukin-8 [lwabe et al., 1998], die Matrix-
metalloproteinasen-2 und -9 [Ueda et al., 2002], Hepatocyte Growth Factor [Osuga et al.,
1999; Khan et al., 2006], Erythropoietin [Matsuzaki et al., 2001b], Endometriosis Protein-1
[Sharpe et al., 1993], VEGF [Donnez et al., 1998] sowie Adrenomedullin [Nikitenko et al.,
2000], Interleukin-1 [Lebovic et al., 2000], Epidermal Growth Factor [Sandberg et al., 2001],
Platelet-Derived Endothial Cell Growth Faktor [Fujimoto et al., 1999] und Angiogenin [Suzu-
mori et al., 2004]. Auf3erdem ist bekannt, dass Endometrioseherde schneller anwachsen, je
besser die Durchblutung des umgebenden Gewebes ist und dass die dichter vaskularisierten
Herde auch die aktiveren sind [Vernon und Wilson, 1985]. Dabei sind die friihen Stadien der
Endometrioseherde durch ihre rétliche Farbung charakterisiert und werden daher auch als
.red lesions” bezeichnet. Donnez et al. [1998] konnte in diesen Stadien in der friihen sekreto-
rischen Zyklusphase eine signifikant héhere VEGF Expression und GefaRdichte nachweisen.
Spéatere Stadien, auch als ,black lesions* bezeichnet, weisen im Unterschied dazu niedrigere
Gefal3dichten aber dafir héhere GefaRdurchmesser auf [Nisolle et al., 1993; Matsuzaki et
al., 2001a].

Aufgrund dieser Ergebnisse wird die Endometriose inzwischen zu der Gruppe der
angiogenen Erkrankungen gezéhlt, zu der auch Krebs gehort. Aus der Krebsforschung ist
bekannt, dass Tumorzellen und aktivierte Zellen in ihrer Umgebung in der Lage sind, ver-
schiedene pro-angiogene Substanzen zu bilden [Bicknell und Harris, 2004]. Obwohl die En-
dometriose nicht zu den malignen Erkrankungen z&hlt, weist sie einige Charakteristika eines
malignen Phanotyps auf. Fir das Wachstum von ektopem Endometrium sind die Adhé&sion
und die Invasion von Epithel mit gleichzeitiger Gewebedestruktion eine Vorraussetzung [Ko-
bayashi, 2000]. Fernabsiedlung und Multifokalitdt von Endometriumgewebe sind klinisch
nachweisbar [Ueki, 1991]. Ein direkter Zusammenhang zwischen Endometriose und der Ent-
stehung von klarzelligen Ovarialkarzinomen wurde inzwischen ebenfalls beschrieben [Tamu-
ra et al., 1998; Yoshikawa et al., 2000]. Entsprechend kdnnte eine anti-angiogene Therapie,
wie sie heute schon in der Onkologie zur Behandlung von Tumoren eingesetzt wird, eine

alternative Behandlungsstrategie bei der Endometriose darstellen.

Da die Endometriose eine dstrogenabhéngige Erkrankung ist, ist neben der chirurgi-
schen Entfernung der Herde die Therapie der Wahl zur Zeit die Reduktion der endogenen
Ostrogenausschiittung. Hier kommen GnRH-Analoga, Gestagene oder orale Kontrazeptiva
zum Einsatz [Ryan and Taylor, 1997; Grio et al., 1997; Kaminski et al., 2001; Vercellini et al.,
2007]. Die Applikation dieser Medikamente zur Reduktion der Ostrogenausschiittung und zur
Unterbindung der Endometriose-assoziierten Schmerzen ist zwar sehr effektiv [Moghissi,

1999; Nothnick und D"Hooghe, 2003], bietet jedoch keinen kausalen Therapieansatz, so
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dass hierbei eine klinische Rezidivrate von bis zu 50% beschrieben ist [Becker et al., 2004].
AuBBerdem kénnen diese Medikamente eine Vielzahl von Nebenwirkungen wie
Gewichtszunahme, Hitzewallungen, depressive Verstimmungen oder iatrogen induzierte

Osteoporose hervorrufen [Sagsveen et al., 2003].

Durch neue anti-angiogene Therapieformen konnten die Nebenwirkungen anti-
hormoneller Behandlungsmethoden gegebenenfalls vermieden werden. Hierzu ist es jedoch
notwendig zu klaren, welche Rolle verschiedene pro-angiogene Wachstumsfaktoren in der
Pathogenese der Endometriose spielen, um gegebenenfalls die Effektivitdt einer anti-
angiogenen Therapie durch die kombinierte Blockade mehrerer relevanter Wachstumsfakto-
ren zu verbessern. Daneben sollte geklart werden, ob anti-angiogene Substanzen, welche
bereits in verschiedenen Tumormodellen vielversprechende Ergebnisse lieferten, nicht auch
in Endometrioseherden die Entwicklung neuer Blutgefal3e reduzieren kbénnen. Hierzu zéhlen
die selektiven Angiogenese-Inhibitoren SU5416 [Fong et al., 1999] und SU6668 [Mendel et
al., 2000; Hoeckman, 2001]. AuBerdem konnte flr bereits etablierte Medikamente mit den
verschiedensten Wirkansatzen zuséatzlich eine anti-angiogene Wirkung nachgewiesen wer-
den. Vertreter aus dieser Gruppe sind die Cyclooxygenase-2-Inhibitoren [Tuettenberg et al.,
2005], die hauptsachlich analgetisch und anti-entztindlich wirken, und Rapamycin [Bruns et

al., 2004], welches als Immunsuppressivum eingesetzt wird.

Um die genaue Rolle bestimmter pro-angiogener Wachstumsfaktoren in der Pathogenese
der Endometriose bzw. die Effektivitat anti-angiogener Substanzen zur Behandlung dieser
Erkankung analysieren zu kénnen, werden geeignete tierexperimentelle Modelle bendétigt.
Aus diesem Grund, war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, ein neues tierexperimentelles
Endometriose-Modell zu etablieren, was es zum ersten Mal erlaubt, die Entwicklung neuer
BlutgefalRe in ektopem, transplantiertem Endometrium direkt zu visualisieren und schrittwei-
se zu untersuchen, um so die Wirkungen verschiedener anti-angiogener Substanzen auf

Endometrioseherde analysieren zu kénnen.

Als Empfangergewebe fiir das transplantierte Endometrium diente die freipraparierte,
guergestreifte Skelettmuskulatur in der Rickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters
[Endrich et al., 1980]. Mit diesem Tiermodell ist es mdglich, unter Verwendung der Technik
der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie die Ausbildung neuer Gefal3netzwerke in Endo-
metrioseherden Uber einen Zeitraum von 14 Tagen in vivo qualitativ und quantitativ zu unter-
suchen. Wichtige Parameter zur Quantifizierung der Angiogenese sind hierbei Netzwerkgro-
Re, funktionelle Kapillardichte, Durchflussgeschwindigkeit und Durchmesser von neugebilde-

ten Kapillaren. Histologische, immunhistochemische und molekularbiologische Untersuchun-
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gen geben zusatzlich Aufschluss tber die Gewebemorphologie der Transplantate innerhalb
der Ruckenhautkammer, die Funktionalitét verschiedener Zellkomponenten und die Expres-

sion angiogener Wachstumsfaktoren, sowie Proliferations- und Apoptosemarker.
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4. Ziel der Studie

Das Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit war es, ein leicht reproduzierbares Modell
zur Untersuchung der Angiogenese in Endometrioseherden zu etablieren. Hierzu wurden
isolierte Endometrium-Fragmente autolog in die Rickenhautkammer Syrischer Goldhamster

transplantiert.

Die folgenden Fragestellungen sollten auf diese Weise naher analysiert werden:

1. Welchen Einfluss hat die GroRe der isolierten Endometrium-Fragmente auf die Ent-

wicklung neuer Blutgeféal3e in den erzeugten Endometrioseherden?

2. Welchen Einfluss hat eine bilaterale Ovarektomie auf die Entwicklung neuer Blutge-

falle in den erzeugten Endometrioseherden?

3. Welche Bedeutung kommt den pro-angiogenen Wachstumsfaktoren VEGF, FGF und
PDGF bei der Angiogenese von Endometrioseherden zu?

4. Kann durch den selektiven Cyclooxygenase-2-Inhibitor NS398 die Angiogenese in

Endometrioseherden gehemmt werden?

5. Kann durch das Immunsuppressivum Rapamycin die Angiogenese in Endometriose-

herden gehemmt werden?
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5. Material und Methodik

5.1. Versuchstiere

Alle Untersuchungen wurden an weiblichen Syrischen Goldhamstern mit einem Koérperge-
wicht von ca. 80g durchgeflihrt. Sowohl die Spender- als auch die Empfangertiere befanden
sich in einem geschlechtsreifen Alter von ca. 8-10 Wochen. Die Tiere stammten aus eigener
Inzucht (Institut fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie, Universitdt des Saarlandes, Hom-
burg/Saar) und wurden unter klimatisierten Bedingungen mit einem 12stindigen Tag-
/Nachtrhythmus gehalten. Wahrend der Versuche waren die Tiere in Einzelkafigen unterge-
bracht und erhielten freien Zugang zu Standardlaborfutter (Altromin, Lage) und Trinkwasser

ad libitum.

Die Tierversuche waren gemaly dem Tierschutzgesetz durch das Landratsamt der

Stadt Homburg/Saar genehmigt.

5.2. Modell

5.2.1. Mikrozirkulationsmodell Riickenhautkammer

Zur Untersuchung der Angiogenese in Endometrioseherden wurde das Modell der Rucken-
hautkammer des Syrischen Goldhamsters (Mesocricetus auratus) gewahlt. Die Rickenhaut-
kammerpraparation besteht aus quergestreifter Muskulatur, subkutanem Gewebe und Haut.
Mit diesem Modell, erstmals 1980 von Endrich et al. am Hamster beschrieben [Endrich et al.,
1980], kénnen verschiedene mikrozirkulatorische Parameter am wachen Versuchstier Uber
einen Zeitraum von 2-3 Wochen untersucht werden. Durch die intravenése Gabe von Fluo-
reszenzfarbstoffen ist es madglich, mittels Fluoreszenz-Auflicht-Mikroskopie die gesamte Mi-
krozirkulation der freipraparierten Rickenhautmuskulatur und der in der Kammer befindli-
chen Gewebetransplantate darzustellen und so den Prozess der Angiogenese schrittweise
zu verfolgen. Die mikroskopischen Bilder werden auf Videoband aufgezeichnet und kénnen
nach Beendigung des Versuchs durch ein entsprechendes Bildverarbeitungssystem quantifi-

ziert werden.

5.2.2. Implantation der Rlickenhautkammer
Fur die Implantation der Riickenhautkammer wurde das Versuchstier durch intraperitoneale
Injektion von Pentobarbital (50mg/Kg KG; Narcoren, Merial, Hallbergmoos) narkotisiert, an-

schlieRend die gesamte Rickenpartie rasiert (Elektra Il GH204, Aesculap, Tuttlingen) und
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danach noch vorhandene Behaarung durch chemische Depilation (Plica med Creme, Asid
Bonz, Boblingen) vollstandig entfernt. Nach der Reinigung der enthaarten Korperpartie mit
warmen Wasser und der Desinfektion mit 70%igen Alkohol konnte mit der eigentlichen Pra-
paration begonnen werden. Hierzu wurde das Versuchstier in Bauchlage gebracht und an
zwei Haltefaden entlang der Rickenmittellinie aufgespannt. Auf diese Weise konnte unter
Gegenlichtkontrolle der rickwartige Teil der Rickenhautkammer, die aus zwei symmetri-
schen Titan-Rahmen besteht (Abbildung 3), entlang des Oberrandes der Hautfalte mit 5.0
Seide-Nahten angebracht werden. Zur Fixierung des vorderen Rahmens wurden anschlie-
Rend zwei kleine Inzisionen an der Hautfaltenbasis prapariert, wobei darauf geachtet wurde,
dass dabei die zwei Hauptgefallstdmme der Rickenhaut nicht verletzt wurden. Durch die
beiden Inzisionen konnten dann die Verbindungsschrauben des hinteren Titanrahmens
durch die Rickenhautfalte nach vorne geflihrt werden, die dort zunachst mit zwei Klemm-
chen fixiert wurden. Danach wurden die Haltefaden entfernt und das Tier in Seitenlage ge-
bracht. Unter einem Operationsmikroskop (Wild M650; Leitz, Schweiz) schloss sich die mik-
rochirurgische Entfernung der vorderseitigen Hautschicht mit zugehdriger Subkutis, der
quergestreiften Unterhautmuskulatur, sowie der beiden Schichten des Retraktormuskels in

einem kreisrunden Bereich von ca. 15mm an.

Abbildung 3: A: Aufnahme einer préparierten Titankammer auf dem Riicken eines Syrischen Goldhamsters.
B: Nahaufnahme der Riickenhautkammer (A: — 1,4mm; B: — 0,8mm).

Dabei wurde die GréfRe des eigentlichen Beobachtungsfensters der Kammer (Durchmesser
11mm) absichtlich Gberschritten, um eine Gewebekompression und damit eine Beeintrachti-
gung der Blutversorgung nach Anbringen des vorderen Rahmens zu vermeiden. Nach Spi-
lung der verbliebenen Schichten, bestehend aus der gegeniberliegenden quergestreiften
Hautmuskulatur, Subkutis und Haut, mit steriler Kochsalzldsung, wurde der vorderseitige
Kammerrahmen auf die Verbindungsschrauben gesetzt und mit Muttern fixiert. Anschlies-

send konnte das Deckglas des Beobachtungsfensters durch Adhasion auf den freipraparier-
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ten Hautmuskel aufgebracht und mit einem Sprengring im vorderseitigen Kammerrahmen
fixiert werden.

AbschlieRend wurde der vordere Rahmen an seinen dafur vorgesehenen Fixations-
bohrungen mittels 5.0 Seiden-Nahten an der Hautfalte angenaht. Nach Beendigung der Pra-
paration wurden die Tiere wieder in ihren Kafig gelegt und konnten sich dort fir 48 Stunden
von der Anasthesie und dem chirurgischem Trauma erholen. Die Tiere tolerierten die Ru-
ckenhautkammer sehr gut, was sich an einer normalen Aktivitdt und Nahrungsaufnahme

zeigte.

5.2.3. Hormonelle Synchronisierung

Weibliche Hamster weisen unter physiologischen Bedingungen einen regelmaligen 4-
Tages-Zyklus auf. Die Geschlechtsreife tritt in einem Alter von 6-8 Wochen ein. Daher eigne-
te sich der Hamster fiir die vorliegende Studie als Versuchstier sehr gut. Um zu gewabhrleis-
ten, dass sich fur die Versuche alle Tiere einer Untersuchungssgruppe im gleichen Zyklus-
stadium befanden, wurden die Tiere zunachst hormonell synchronisiert. Dadurch befanden
sich alle Tiere zum Zeitpunkt der Entnahme und Transplantation des Endometriums im
Ostrus.

Die hormonelle Synchronisierung erfolgte nach der Methode von Grof3 [1977] durch
zwei subkutane Injektionen von Ostradiol (55ug/kg KG) im Abstand von 24 Stunden. Wie-
derum 20 Stunden spater erhielten die Tiere Progesteron (7,5mg/kg KG) subkutan appliziert.
Durch diese Injektion wurde der erste Ostrus iatrogen induziert. 4 Tage spater setzte der

erste natiirliche Ostrus ein.

5.2.4. Isolierung von Endometrium

Nagetiere haben im Gegensatz zu Saugetieren einen Uterus duplex, d.h. sie besitzen einen
getrennt angelegten Uterus mit zwei Uterushornern. Dies ermdglicht eine Wurfgrof3e von ca.
5-15 Jungtieren. In der vorliegenden Studie wurde bei allen Versuchstieren standardisiert nur
Endometrium aus dem rechten Uterushorn isoliert und transplantiert, um den operativen Zu-
gangsweg auf eine MindestgroRe zu reduzieren und so die Tiere moglichst wenig zu be-
lasten.

Der Zugang zur Bauchhdhle erfolgte median Uber die Linea alba. Daflr wurde das
Versuchstier mit Pentobarbital (50mg/kg KG) narkotisiert und der Bauch rasiert. Nach Desin-
fektion der Haut mit 70%igem Alkohol wurde ein Bauchschnitt von ca. 6mm in der Linea alba
durchgefihrt. Mit Hilfe eines Stereo-Operationsmikroskops (Wild M650; Leitz, Schweiz) wur-
de dann das rechte Uterushorn mit Tube und Ovar identifiziert und zur Praparation aus dem
Bauch ausgelagert. Nach Setzen von Ligaturen am distalen und proximalen Ende des Ute-

rushornes konnte dieses unter Blutstillung mittels Elektrokauter enthnommen werden. An-
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schlielRend wurde der Bauch mit physiologischer Kochsalzlésung gespult und die mediane
Laparotomie mittels 5.0 Seide-Faden in fortlaufender Naht wieder verschlossen. Der gesam-
te Eingriff dauerte nur wenige Minuten.

Das isolierte Uterushorn wurde in eine Petrischale transferiert (Abbildung 4). Sie ent-
hielt neben 37°C warmen Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (10% Fetales Kal-
berserum; 0,1mg/mL Gentamycin), den Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid (H33342;
200mg/ml; Molekulargewicht (MG) 562, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) zur Chromatinfar-
bung. Zur Isolierung des Endometriums wurde das Uterushorn unter dem Stereo-
Operationsmikroskop zunachst in Langsrichtung mittels einer Mikroschere aufgeschnitten
und dann auf einer kleinen Korkplatte aufgespannt. Auf diese Weise war es moglich, vorsich-
tig Myometrium-freie Endometrium-Fragmente unterschiedlicher GréRe aus dem Uterushorn
zu isolieren. Diese wurden in eine zweite Bisbenzimid-freie Petrischale mit DMEM Uberfihrt,

wo sie in Gewebefragmente vergleichbarer Grofie (0,1mm? bzw. 0,5mm?) geschnitten wur-

den.

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Aufnahmen eines isolierten Uterushorns (A). Nach longitudinaler Eréffnung
des Horns kann das Endometrium gut identifizert werden (B,C). Dieses wird in einem weiteren Schritt mittels
einer Mikroschere vorsichtig vom Myometrium abprépariert (D).(A: — 2mm; B: — 1,6mm; C: — 1,0mm; D: — 2mm).
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5.2.5. Transplantation von Endometrium

Zur autologen Transplantation von Endometrium wurden die Tiere mit Rickenhautkammer in
eine speziell konstruierte Plexiglasréhre gelegt, die auf einer Plexiglasblihne fixiert werden
konnte. Dies erméglichte den freien Zugang und die optimale seitliche Lagerung der Ri-
ckenhautkammer zur Transplantation. Hierzu wurde der Sprengring des Beobachtungsfens-
ters entfernt, das Deckglas gel6st und das Kammergewebe zunachst mit physiologischer
Kochsalzlésung gespdlt. Nun wurden unter operationsmikroskopischer Sicht vier zuvor iso-
lierte Endometrium-Fragmente des gleichen Tieres auf die quergestreifte Hautmuskulatur
platziert. Anschlielend wurde die Kammer mit einem neuen Deckglas und dem Sprengring

wieder verschlossen.

5.2.6. Ovarektomie

Um in der vorliegenden Arbeit den Einfluss des ovariellen Steroidhormons Ostrogen auf die
Angiogenese in Endometrioseherden naher untersuchen zu koénnen, wurde in einer Ver-
suchsgruppe eine bilaterale Ovarektomie durchgefiihrt. Daflir wurden die Tiere nach intrape-
ritonealer Injektion von Pentobarbital (50mg/kg KG) in der Ruckenlage fixiert. Der Bauch
wurde zuvor rasiert, gewaschen und mit 70%igem Alkohol desinfiziert. Dann erfolgte die Er-
offnung des Bauches median in der Linea alba. Mittels Operationsmikroskop wurden zuerst
das rechte Uterushorn und das rechte Ovar dargestellt. Die Arteria und Vena ovarica dextra
wurden mittels 4.0 Polyethylene-Faden ligiert. Kleinere Anastomosen zwischen Ovar und
Tube bzw. Ovar und Uterus konnten durch Elektrokauterisation verschlossen werden. Nach
vollstandiger Unterbindung des Blutflusses konnte das Ovar in toto enthnommen werden. Auf
gleiche Weise wurde die Entfernung des linken Ovars durchgefiihrt. SchlieRlich erfolgte die
Spulung des Bauchraumes mit physiologischer Kochsalzlésung und ein Wundverschluss der
Operationswunde mittels 5.0 Seide-Faden in fortlaufender Naht. Die Tiere konnten sich an-
schlielRend fir 1 Woche von dem Eingriff erholen, bevor die eigentlichen Transplantations-

versuche durchgeflihrt wurden.

5.3. Intravitale Fluoreszensmikroskopie

Zur Durchfihrung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie erhielten die Tiere am Tag der
Transplantation sowie am 2., 4., 7., 10. und 14. Tag eine intraperitoneale Injektion mit Pen-
tobarbital (50mg/kg KG) zur Anasthesie. Anschliel3end erfolgte die retrobulbare Injektion der
Fluoreszenzfarbstoffe 5%Fluoreszein-Isothiocyanat-markiertes Dextran (FITC-Dextran; 0,1ml
i.v.; MG: 150.000 D; Sigma), welches zur Kontrastverstarkung durch die Anfarbung des Blut-
plasmas benutzt wurde, und Rhodamin-6G (0,1ml i.v.; 0,1%; MG: 479; Sigma), mit dem in
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vivo die Leukozyten markiert werden konnten. Beide Farbstoffe wurden hierzu im Verhaltnis

1:1 gemischt.

Zum Mikroskopieren wurden die Tiere in einer Plexisglasréhre immobilisiert. Die RU-
ckenhautkammer wurde in horizontaler Lage auf einer Plexiglasbihne befestigt und unter
das Mikroskop platziert. Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie erfolgte an einem modifizier-
ten Leitz-Orthoplan-Mikroskop (Leitz GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit Auf- und Durchlicht-
Einrichtung. Fur die Auflicht-Technik wurde eine 100W Quecksilber (HBO) Lichtquelle (Leitz)
an ein Ploemo-Pak llluminator System gekoppelt. Durch zwischengeschaltete Filterblocke
erfolgte eine Anregung und Filterung des Lichts mit verschiedenen Wellenlangen. Fur Uber-
sichtsaufnahmen wurden ein 4x Objektiv (Olympus; Graz, Osterreich) und 6,3x Objektiv mit
langem Arbeitsabstand (Zeiss; Jena, Deutschland) verwendet. Fir die Detailaufnahmen der
neugebildeten Gefallnetzwerke innerhalb der Transplantate diente ein 10x und 20x Objektiv
mit langem Arbeitsabstand (Zeiss; Jena, Deutschland). Zur Aufzeichnung wurde eine Char-
ge-Coupled Device (CCD) Videokamera (CF8/1 FMC; Kappa Messtechnik GmbH, Gleichen,
Deutschland) verwendet, welche die Aufnahme von 50 Halbbildern pro Sekunde ermdglichte.
Uber einen Videotimer (VTG 33, FOR-A; Japan), gekoppelt an ein Video-Recorder-System
(Panasonic AG7350; Japan) wurden die Aufnahmen auf Videoband unter Vermerk der Ver-

suchstiernummer und des Untersuchungszeitpunkts aufgezeichnet (Abbildung 5).

Abbildung 5: Schematischer

Aufbau des Arbeitsplatzes zur
E intravitalen Fluoreszenzmikrosko-
pie mit (A) Plexisglasbiihne, auf
der das Versuchstier gelagert ist,
(B) Mikroskop, (C) Videokamera,
(D) Video-Timer, (E) Monitor und
(F) Videorecorder.

5.3.1. Mikrozirkulatorische Parameter

Die Auswertung der intravitalmikroskopischen Bilder erfolgte durch die quantitative Analyse
verschiedener mikrozirkulatorischer Parameter off-line, d.h. nach Beendigung der Versuche
mittels eines Computer-gestitzten Bildverarbeitungssystems (Caplmage; Dr. Zeintl Ingeni-

eurblro Heidelberg, Deutschland). Im 4x oder 6,3x Objektiv wurden die Grof’e der Trans-
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plantate und die Flache der neu entstandenen Gefallnetzwerke ermittelt. Die funktionelle
Kapillardichte der neu entstandenen Gefalde, ihre Durchmesser und die Blutzellgeschwindig-

keit wurden im 20x Objektiv ausgewertet.

5.3.1.1. Flache

Zur Messung der TransplantatgroRe und der revaskularisierten Gewebeareale der transplan-
tierten Endometrium-Fragmente wurden die entsprechenden Bereiche am Auswertebild-
schirm durch Umrandung markiert und durch Erfassung aller sich darin befindlichen Bild-
punkte der Flacheninhalt in mm? bestimmt. Um hierzu die Endometrium-Fragmente vom
Empfangergewebe der Rickenhautkammer abgrenzen zu koénnen, wurden sie vor der
Transplantation in DMEM mit dem Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid H33342 gefarbt (siehe
auch 5.2.4.). Dieser markiert Zellkerne durch Anlagerung an die DNS, wobei die Fluoreszenz
bei lebenden unfixierten Zellen (iber mehrere Zellgenerationen erhalten bleibt. Die revasku-
larisierte Flache der Transplantate (in %) wurde an den einzelnen Versuchszeitpunkten als
das Verhaltnis zwischen der jeweils gemessenen mikrovaskularen Netzwerkflache und der

Transplantatgréfl3e berechnet.

5.3.1.2. Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte beschreibt die Lange der von Erythrozyten perfundierten Kapil-
laren pro Beobachtungsfeld. lhre Messung erfolgte durch digitales Nachzeichnen der perfun-
dierten Kapillaren am Live-Bild in einem definierten Beobachtungsareal. Der Quotient aus
der Gesamtlange der nachgezeichneten Kapillaren und der Flache des Beobachtungsareals

ergab die funktionelle Kapillardichte in cm/cm?.

5.3.1.3. Kapillardurchmesser

Zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten wurden jeweils 10 Durchmesser neu gebildeter
GefalRe in den Transplantaten erfasst. Die Auswahl der Gefalde erfolgte standardisiert durch
das Auflegen einer Folie auf den Auswertebildschirm, auf der ein Achsenkreuz gezeichnet
war. Es wurden nur die Kapillaren gemessen, die entweder die vertikale oder die horizontale
Linie dieses Achsenkreuzes schnitten. Aus diesen 10 Einzeldurchmessern wurde das arith-
metische Mittel gebildet. Die Messung erfolgte in um. Sie war dadurch méglich, dass der
Plasma-Marker FITC-Dextran den Erythrozyten-freien Plasmasaum von GefalRen darstellt,
und damit durch die Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskopie die Gefallgrenzen erfasst werden

konnten.
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5.3.1.4. Blutzellgeschwindigkeit

Die Messung der Blutzellgeschwindigkeit erfolgte an den Gefalen, an denen bereits der
Durchmesser erfasst wurde. Sie erfolgte durch die computer-assistierte Line-Shift-
Diagramm-Methode [Klyscz et al., 1997]. Nach dieser Methode wird eine zentral im Lumen
gelegene Messlinie entlang der Blutflussrichtung definiert. Dann wird das Videoband fir 10
Sekunden in Echtzeit abgespielt. Fir jedes Halbbild wird dabei entlang der Messlinie ein
Grauwertprofil erstellt und im Bildspeicher aufgezeichnet. Daraus erstellt der Computer dann
ein Line-Shift-Diagramm, in dem helle und dunkle schragverlaufende Linien zu erkennen
sind, wenn sich wahrend der Messung Plasmallcken bzw. Erythrozyten entlang der Messli-
nie bewegt haben. Aus der Steigung dieser Linien kann die Blutzellgeschwindigkeit in um/s

errechnet werden.

5.3.1.5. Mikrovaskulérer Blutfluss
Aus der Blutzellgeschwindigkeit (v) und dem Gefallidurchmesser (d) war es mdglich, den

mikrovaskularen Blutfluss individueller Mikrogefaf3e zu berechnen:

Mikrovaskulérer Blutfluss = 1 x (d/2)? x v/K

K steht hierbei fuir den sogenannten Baker-Wayland-Faktor [Baker und Wayland, 1974], der
das parabole Geschwindigkeitsprofil des Blutes in Mikrogefalien beriicksichtigt.

Allgemein wird fir die Berechung des Blutflusses in groReren Gefalien die Blutzellge-
schwindigkeit einfach mit dem GefalRquerschnitt multipliziert. In der vorliegenden Arbeit war
dies aber nicht mdglich, da hier Mikrogefalte mit parabolem Geschwindigkeitsprofil analysiert
wurden. Aus diesem Grund wurde der Korrekturfaktor (K) eingesetzt, der den Unterschied
zwischen den gemessenen Blutzellgeschwindigkeiten im Zentralstrom und der durchschnitt-
lichen Blutzellgeschwindigkeit ausgleicht. Entsprechend der hier analysierten Durchmesser-
grélken von ~5-20um wurde nach Lipowsky und Zweifach ein Faktor von 1,3 eingesetzt
[1978].

5.4. Histologie

5.4.1. Konventionelle Histologie

Am Ende der jeweiligen Versuchsreihen wurden von den Empfangertieren exzidierte Ri-
ckenhautkammer-Praparationen in 4%-iger Formaldehydlésung bei 4°C fur 24 Stunden fi-
xiert. Nach der anschlieBenden Einbettung in Paraffin konnten Serienschnitte von 4um

Schnittdicke angefertigt werden.
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Die Schnitte wurden mittels Hdmatoxylin-Eosin nach Standardprotokoll gefarbt. Dabei
farbt Hamatoxylin alle sauren/basophilen Strukturen blau an (DNA, Zellkern), wahrend Eosin
alle basischen/acidophilen Strukturen (Zellplasmaproteine) markiert. Die Schnitte wurden
unter einem Lichtmikroskop (BX60 Olympus, Hamburg, Deutschland) analysiert. Zeigte ein
solcher Schnitt einen Endometrioseherd, so wurde der vorherige und nachfolgende Schnitt

fir immunhistochemische Farbungen verwendet.

5.4.2. Immunhistochemie

Zur Darstellung proliferierender Zellen wurden Schnitte immunhistochemisch gegen ,Prolife-
rating Cell Nuclear Antigen“ (PCNA) gefarbt. In anderen Studien hat sich PCNA als ein zu-
verlassiger Marker der Proliferationsaktivitat erwiesen. Es kann durch direkte Immunhisto-
chemie mit einem monoklonalen Maus-anti-PCNA-Antikérper (1:200; Amersham, Freiburg,
Deutschland) markiert werden. Dieser ist mit 3,3-Diaminobenzidin gekoppelt und kann somit
nach entsprechender Gegenfarbung mit Hamalaun nach Mayer unter einem Lichtmikroskop
sichtbar gemacht werden.

Zur Darstellung von Perizyten wurden Schnitte immunhistochemisch gegen Desmin
gefarbt. Daflir wurde als Primarantikérper ein monoklonaler Maus-anti-Desmin-Antikdrper
(1:50; Dako, Hamburg, Deutschland) verwendet, als Sekundarantikérper diente ein Ziege-
anti-Maus-Antikorper (1:200; Amersham, Freiburg, Deutschland). Als Chromogen zum
Nachweis der Antigen-Antikdrperreaktion diente 3,3-Diaminobenzidin. Nach Gegenfarbung

mit Hdmalaun nach Mayer konnten die Schnitte lichtmikroskopisch beurteilt werden.

5.5. Western Blot

Als Western Blot bezeichnet man eine Ubertragung von Proteinen auf eine Tragermembran.
Es handelt sich um eine quantitative Methode zur Ermittlung der Proteinexpression in einer
Gewebeprobe. Die Bezeichnung ,Western-Blotting“ wurde erstmals von Burnette et al.
[1981] eingeflhrt.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse der Proteinexpression von PCNA,
VEGF, Caspase-3 und aktivierter Caspase-3 in eutopem oder transplantiertem Endometri-
um. Hierzu wurde das isolierte Gewebe in Flussigstickstoff konserviert. Fir die Proteinextrak-
tion wurden die Proben in einem Lysis-Puffer homogenisiert (10mMTris pH 7,5; 10mM NacCl;
0,1mM Ethylendieamintetraessigsaure, 0,5% Triton-X 100; 0,02% NaNj; 0,2mM Phenyl-
methylsulfonylflourid und Protease-Inhibitor Cocktail (1:100 v/v; Sigma)), 30min auf Eis inku-
biert und anschlieRend 30min bei 16000g (4°C) zentrifugiert. Der Uberstand (Gesamtzellly-

sat) wurde dann abpipettiert und zur Proteinbestimmung eingesetzt.
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Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach Lowry et al. [1951]. Diese Me-
thode beruht auf der Farbreaktion mit Folin-Ciocalteu’s Phenol-Reagenz und Kupfersulfat.
Der entstandene Farbkomplex wurde photometrisch gemessen und die Proteinkonzentration
mit Hilfe einer BSA-Standard Kurve ermittelt. Danach wurden pro Bande je 60ug des Prote-
ins auf ein Polyacrylamid-Gel aufgebracht und im elektrischen Feld nach Molekulargewicht
aufgetrennt. Durch das gerichtete elektrische Feld wanderten die Proteine aus dem Gel auf
eine Polyvinyldiflourid Membran (BioRad, Munchen, Deutschland). Das Ziel dabei war es, die
an die Membran gebundenen Proteine mit Hilfe von spezifischen Antikérpern zu quantifizie-
ren. Die hier eingesetzten Primarantikbrper waren ein monoklonaler Maus-anti-PCNA-
Antikorper (1:500; Dako, Hamburg, Deutschland), ein polyklonaler Kaninchen-anti-aktivierter-
Caspase-3-Antikorper (1:800; Cell Signaling, Frankfurt, Deutschland) und ein monoklonaler
Maus-anti-VEGF-Antikérper (1:100; Dako, Hamburg, Deutschland). Dann wurde ein HRP
(horseradish peroxidase)-konjugierter Sekundar-Antikérper (1:5000; Amersham Biosciences,
Freiburg, Deutschland) aufgebracht. Zur Detektion wurde ein Chemilumineszenz-Substrat
eingesetzt, das enzymatisch zu einem Licht emittierenden Produkt umgesetzt wurde. Die
Aufzeichnung erfolgte durch Autoradiographie auf einem Roéntgenfilm (Hyperfilm, ECL; A-
mersham Biosciences, Freiburg, Deutschland). Zur Kontrolle der Proteinbeladung und des
Proteintransfers wurde der monoklonale Maus-anti-B-Aktin-Antikérper (1:5000; Sigma,
Deutschland) als interner Standard eingesetzt. In allen Western-Blot-Analysen wurde die
densitometrisch ermittelte optische Dichte x Flache (mm?) auf die gleiche B-Aktin-
Konzentration korrekturgerechnet. Die Auswertung der Rontgenfilme erfolgte mit einem Gel-
Dokumentationssystem (Gel-Doc; BioRad, Minchen, Deutschland) und entsprechendem

Quantifizierungsprogramm (Quantity one, BioRad, Minchen, Deutschland).

5.6. Aorten-Ring-Assay

Zur in vitro Analyse der anti-angiogenen Potenz von Rapamycin wurde in der vorliegenden
Arbeit zusatzlich zu den in vivo Versuchen ein Aorten-Ring-Assay durchgefiihrt. Hierzu er-
folgte die Isolierung der thorakalen Aorta aus drei Spenderhamstern. Die Aorta wurde in eine
Petrischale mit DMEM transferiert, dort von Bindegewebsresten gesaubert und zur Entfer-
nung von Blutkoageln mit Medium durchgespiilt. AnschlieRend wurden aus der Aorta jeweils
acht Aortenringe mit einer Hohe von ca. 1mm geschnitten. Diese wurden in 200ul Matrigel
(Basement Matrix™ BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) eingebettet, das bei 37°C
und 5% CO, fur 30min polymerisierte. AnschlieRend wurden die Ringe mit 800yl DMEM be-
deckt, das entweder mit 30uM Rapamycin (gel6st in Dimethylsulfoxid (DMSO)) oder DMSO
(1:1000; Kontrolle) angereichert war. Die Ringe lagerten konstant bei 37°C und 5% CO, fur 7

Tage im Brutschrank. Der Austausch des Mediums erfolgte jeden zweiten Tag. Die Aorten-
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ringe wurden jeden Tag unter einem Durchlicht-Phasenkontrast-Mikroskop kontrolliert. Zur
quantitativen Auswertung des Aorten-Ring-Assays, wurden die Ringe am 7. Tag mit Hilfe
eines Videosystems (TEC-470, SI GmbH, Gilching, Deutschland) auf Videoband aufgenom-
men und anschlieRend mit Hilfe des computer-assistierten Bildverarbeitungssystems Capl-
mage analysiert. Die Auswertung umfasste die Bestimmung der Gesamtflache aller aus dem

Aortenring gewachsenen Gefaldsprossen (in mm?) und die maximale Lange der Sprossen

(Hm).

5.7. Experimentelles Protokoll

5.7.1. Versuchsablauf
Um zu gewahrleisten, dass sich fur die Versuche alle Tiere im gleichen Zyklusstadium be-
fanden, wurden die Tiere zunachst wie in Abschnitt 5.2.3. beschrieben hormonell synchroni-
siert. Nach Praparation der Riickenhautkammer konnten sich alle Versuchstiere fir 48 Stun-
den erholen. Im Anschluss erfolgte die Transplantation des Endometriums. Das Aussehen
der Rickenhautkammer und der darin befindlichen Transplantate wurde makroskopisch tag-
lich qualitativ beurteilt und dokumentiert.

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie erfolgte am Tag der Transplantation (Tag 0)
sowie am 2., 4., 7., 10. und 14. Tag. Alle Tiere erhielten jeweils direkt vor der Mikroskopie
eine retrobulbare Injektion der Fluoreszenzfarbstoffe FITC Dextran (5%) und Rhodamin-6G

(0,1%) (siehe 5.3.). Folgende Parameter konnten somit untersucht werden:

1.) Transplantatgréf3e (siehe 5.3.1.1.)

2.) Flache der revaskularisierten Gewebeareale (siehe 5.3.1.1.)
3.) Funktionelle Kapillardichte (siehe 5.3.1.2.)

4.) Kapillardurchmesser neu gebildeter GefaR3e (siehe 5.3.1.3.)
5.) Blutzellgeschwindigkeit (siehe 5.3.1.4.)

6.) Mikrovaskulérer Blutfluss (siehe 5.3.1.5.)

7.) FlieBverhalten der Leukozyten (5.3.)

Am 14. Tag der jeweiligen Versuchsreihen wurden die Tiere mit einer Uberdosis Pento-
barbital euthanasiert. Von den Rlckenhautkammer-Praparationen wurden anschlief3end his-

tologische Schnitte angefertigt.
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5.7.2. Versuchsgruppen

5.7.2.1. Bedeutung von Hormonstatus und Endometrium-Fragmentgré3e

Das Ziel dieser Versuchsreihe war es, die Angiogenese in Endometrioseherden in Abhan-
gigkeit des Hormonstatus der Tiere und der GroéRe der transplantierten Endometrium-
Fragmente zu untersuchen.

Hierzu wurden die folgenden Versuchsgruppen analysiert:

1) Gruppe ,unbehandelt*. In 5 nicht synchronisierte Tiere wurden 17 Endometrium-
Fragmente transplantiert

2) Gruppe ,hormonell synchronisiert’. In 8 hormonell synchronisierte Tiere wurden 19
Endometrium-Fragmente transplantiert

3) Gruppe ,bilateral ovarektomiert®: In 6 bilateral ovarektomierte Tiere wurden 19 Endo-

metrium-Fragmente transplantiert

Entsprechend ihrer durchschnittlichen Gréfke konnten die Transplantate innerhalb der 3 Ver-

suchsgruppen wiederum in 2 Untergruppen unterschieden werden:

1) TransplantatgroRe ~0,1mm?

2) TransplantatgroRe ~0,5mm?

5.7.2.2. Bedeutung der pro-angiogenen Faktoren VEGF, FGF und PDGF

Das Ziel dieser Versuchsreihe war es, den Einfluss der pro-angiogenen Wachstumsfaktoren
VEGF, FGF und PDGF auf die Angiogenese in Endometrioseherden zu untersuchen. Hierzu
wurden die Tyrosinkinase-Inhibitoren SU5416 und SU6668 eingesetzt. SU5416 hemmt se-
lektiv die Wirkung von VEGF, wahrend SU6668 ein multipotenter Inhibitor von VEGF, FGF
und PDGEF ist [Vajkoczy et al.,1999; Laird et al., 2000; Bergers et al., 2003].

Folgende Versuchsgruppen wurden analysiert:

1) Gruppe ,SU5416“ In 8 hormonell synchronisierten Tieren, die taglich mit SU5416
(25mg/kg KG i.p. gelost in 150yl DMSO) behandelt wurden, erfolgte die autologe
Transplantation von 25 Endometrium-Fragmenten

2) Gruppe ,SU6668“ In 4 hormonell synchronisierten Tieren, die taglich mit SU6668
(75mg/kg KG i.p. gelost in 150pl DMSO) behandelt wurden, erfolgte die autologe
Transplantation von 15 Endometrium-Fragmenten

3) Gruppe ,Kontrolle“: In 5 hormonell synchronisierten Tieren, die taglich mit DMSO
(150ul DMSO) behandelt wurden, erfolgte die autologe Transplantation von 18 En-

dometrium-Fragmenten
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5.7.2.3. Einfluss des selektiven Cyclooxygenase-2-Inhibitors NS398

Das Ziel dieser Versuchsreihe war es, die Wirkung des selektiven Cyclooxygenase-2-
Inhibitors NS398 auf die Angiogenese, das Zellwachstum und die Apoptose in Endometrio-
seherden zu untersuchen.

Hierzu wurden folgende Versuchsgruppen analysiert:

1) Gruppe ,NS398“ In 7 hormonell synchronisierten Tieren, die taglich mit dem selekti-
ven Cyclooxygenase-2-Inhibitor NS398 (5mg/kg KG i.p. geldst in 150ul DMSO) be-
handelt wurden, erfolgte die autologe Transplantation von 28 Endometrium-
Fragmenten

2) Gruppe ,Kontrolle”: In 6 hormonell synchronisierten Tieren, die taglich mit DMSO
(150ul DMSO) behandelt wurden, erfolgte die autologe Transplantation von 24 En-

dometrium-Fragmenten

5.7.2.4. Einfluss des Immunsuppressivums Rapamycin

Das Ziel dieser Versuchsreihe war es, die Wirkung des Immunsuppressivums Rapamycin
auf die Angiogenese, das Zellwachstum und die Apoptose in Endometrioseherden zu unter-
suchen.

Hierzu wurden folgende Versuchsgruppen analysiert:

1) Gruppe ,Rapamycin®: In 7 hormonell synchronisierten Tieren, die taglich mit dem Im-
munsuppressivum Rapamycin (1,5mg/kg i.p. gelést in 150ul DMSO) behandelt wur-
den, erfolgte die autologe Transplantation von 28 Endometrium-Fragmenten

2) Gruppe ,Kontrolle®: In 5 hormonell synchronisierten Tieren, die taglich mit DMSO
(150ul DMSO) behandelt wurden, erfolgte die autologe Transplantation von 20 En-

dometrium-Fragmenten

Neben den Riickenhautkammer-Versuchen wurde in dieser Versuchsreihe zusatzlich ein

Aorten-Ring-Assay durchgefihrt (siehe 5.6.).
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5.8. Statistik

Samtliche Daten werden als Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes (xtSEM) ange-
geben. Dabei rekrutieren sich die Mittelwerte der einzelnen mikrozirkulatorischen Parameter
an den jeweiligen Untersuchungstagen aus der Anzahl der transplantierten Endometrium-

Fragmente.

Bei Normalverteilung der Werte erfolgte der Vergleich zwischen zwei Gruppen an den
einzelnen Untersuchungstagen mittels Student’s t-Test fir den unverbundenen Paarver-
gleich. Im Fall von mehreren Gruppen, erfolgte der Vergleich mittels ,one way analysis of
variance® (ANOVA) gefolgt vom Bonferroni-t-Test. Signifikante Unterschiede von Werten
innerhalb einer Gruppe wurden mit Hilfe des gepaarten Student’s t-Test und Korrektur des

alpha-Fehlers nach Bonferroni fur wiederholte Messungen gepruft.

Falls eine Normalverteilung der Werte ausgeschlossen werden konnte, erfolgte der
Gruppenvergleich mit der Kruskal Wallis Varianzanalyse und der paarweise Vergleich mit
dem Mann-Withney-U-Test. Entsprechend wurden signifikante Unterschiede innerhalb einer
Gruppe durch die Friedman Rangvarianz Analyse, gefolgt vom Wilcoxon Paar Test mit Kor-

rektur des alpha-Fehlers fur statistische Berechnungen bei Messwiederholungen bestimmt.

Samtliche statistische Tests erfolgten unter Verwendung des Software Pakets Sig-
maStat (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA). Bei Prifung wurden Unterschiede mit

p<0,05 als signifikant angesehen.



ERGEBNISSE 27

6. Ergebnisse

6.1. Bedeutung von Hormonstatus und Endometrium-Fragmentgréi3e

6.1.1. Entwicklung der Transplantate

In dieser Versuchsreihe wurden zunachst grof3e und kleine Endometrium-Fragmente, welche
in die Rickenhautkammer von unbehandelten, hormonell synchronisierten oder ovarekto-
mierten Hamstern transplantiert wurden, untersucht. Um eine Beeinflussung der Angiogene-
se aufgrund der GréRRe individueller Transplantate auszuschlieRen, wiesen die Transplantate
der jeweiligen Gruppen zu Beginn der Untersuchungen eine vergleichbare Grélke auf. Die
groRen Transplantate hatten eine initiale GroRe von 0,55+0,04mm? (unbehandelte Tiere),
0,55+0,06mm? (synchronisierte Tiere) und 0,50+0,04mm? (ovarektomierte Tiere). Im Gegen-
satz dazu zeichneten sich die kleinen Transplantate durch eine initiale Groélke von
0,11+0,01mm? (unbehandelteTiere), 0,13+0,01mm? (synchronisierte Tiere) und 0,11+
0,01mm? (ovarektomierte Tiere) aus.

Die transplantierten Endometrium-Fragmente wurden Uber einen Zeitraum von 14
Tagen analysiert. Dabei konnte fiur das Grélkenwachstum der Transplantate zwischen den
unbehandelten, synchronisierten und ovarektomierten Tieren kein statistisch signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Die groRen Fragmente wiesen innerhalb des Beobach-
tungszeitraums eine GroRenzunahme um ~60-70% auf, bei den kleinen Endometrium-

Fragmenten konnte sogar eine GréRenzunahme von ~80-90% beobachtet werden.

6.1.2. Mikrovaskuldres Netzwerk

In der Gruppe der unbehandelten und hormonell synchronisierten Tiere erfolgte die Re-
vaskularisierung der groen und kleinen Endometrium-Fragmente bereits ab dem 2. Tag
nach Transplantation in die Rlickenhautkammer (Abbildung 6 und 7). Die beginnende Angio-
genese war zunachst durch die Vasodilatation einzelner Kapillaren des Ruckenhautmuskels
im Bereich um die Transplantate gekennzeichnet. Des Weiteren bildeten sich ausgehend
von diesen Kapillaren einzelne Gefal3sprossen aus, die in die Transplantate einwuchsen und
dort in den Folgetagen zur Ausbildung neuer mikrovaskularer Netzwerke flhrten. Durch ihre
glomerulum-artige Angioarchitektur konnten sie sehr gut von den parallel angeordneten Ka-
pillaren der quergestreiften Rlickenhautmuskulatur unterschieden werden (Abbildung 6). Die

GefaRnetzwerke erreichten am 14. Tag eine Dichte von ~300-400cm/cm? (Tabelle 2).
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Abbildung 6: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines gro8en Endometrium-Fragments am Tag 0
(A), Tag 2 (B) und Tag 10 (C) nach Transplantation in die Riickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters. Die
Pfeile markieren jeweils die Grenzen des Endometriums. (A) Am Tag O ist das Transplantat noch avaskuléar. (B)
Am 2. Tag ist bereits in einem Bereich des Transplantats ein neugebildetes Gefél3netzwerk sichtbar, wdhrend ein
groer Teil (Sternchen) noch nicht von neuen Blutgefd3en durchwachsen ist. (C) Am 10. Tag weist das Trans-
plantat schliel8lich ein vollstdndiges glomerulum-artiges GeféBnetzwerk auf (Kontrastverstdrkung mit FITC-
Dextran in Blaulicht-Epi-lllumination; A,B,C : — 200um).
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Abbildung 7: Revaskularisierte Fldche (%) in groBen (A) und kleinen (B) Endometrium-Fragmenten nach Trans-
plantation in die Riickenhautkammer von unbehandelten (o), synchronisierten (e) und ovarektomierten Syrischen
Goldhamstern (A). Mittelwerte + SEM; *P<0,05 vs. synchronisisierte Tiere; #P<0,05 vs. unbehandelte Tiere;
4P<0,05 vs. Tag 0; °P<0,05 vs. Tag 0 und 2; °P<0,05 vs. Tag 0, 2 und 4.

Gruppe Tag 2 Tag 4 Tag 7 Tag 10 Tag 14
GroRe Tx (~0,5mm?)

Unbehandelt 231+ 35 330 + 44° 416 + 227 363 + 24° 360 + 22°
Synchronisiert 282 +15 370 + 24° 374 + 18° 411 +£17° 410 + 34°
Ovarektomiert 115 + 40* 270 + 44° 405 + 37" 388 + 37" 343 + 24"
Kleine Tx (~0,1mm°)

Unbehandelt 306 + 29 375+ 26 362 + 34 284 + 36 383+ 34
Synchronisiert 198 + 40 346 + 34° 333 + 36° 346 + 19° 380 + 21°
Ovarektomiert 0+0* 301 + 82° 405 + 47° 376 + 46° 361 + 44°

Tabelle 2: Funktionelle Kapillardichte (cm/cmz) neugebildeter GefédBnetzwerke in groRen und kleinen Endometri-
um-Fragmenten, die in die Riickenhautkammer von unbehandelten, synchronisierten und ovarektomierten Syri-
schen Goldhamstern transplantiert wurden. Mittelwerte + SEM; *P<0.05 vs. synchronisierte Tiere; #P<0,05 VS.
unbehandelte Tiere; °P<0,05 vs. Tag 2; bP<0,05 vs. Tag 2 und 4.

Im Gegensatz dazu erfolgte die Revaskularisierung von Endometrium-Fragmenten, die
in die Rickenhautkammer von ovarektomierten Tieren transplantiert wurden, deutlich verzé-
gert. So wiesen die groRen Endometrium-Fragmente der ovarektomierten Tiere im Vergleich
zu den beiden anderen Gruppen am 2. Tag eine signifikant reduzierte revaskularisierte Fla-
che auf (Abbildung 7). Dieser Unterschied war im Falle der kleinen Transplantate noch aus-
gepragter, die in den ovarektomierten Tieren zu diesem Zeitpunkt noch keine neuen Gefalle
zeigten (Abbildung 7). Erst in den Folgetagen kam es hier zu einer verzégerten Angiogenese
mit neugebildeten Blutgefalien, die initial jedoch noch keine Perfusion aufwiesen (Abbildung
8). Des Weiteren waren die Gefalinetzwerke der groen und kleinen Endometrium-
Fragmente in der ovarektomierten Gruppe wahrend der ersten Beobachtungstage durch eine

signifikant erniedrigte funktionelle Kapillardichte gekennzeichnet (Tabelle 2).
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Abbildung 8: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von kleinen Endometrium-Fragmenten am Tag 4
nach Transplantation in die Riickenhautkammer eines unbehandelten (A) und ovarektomierten (B) Syrischen
Goldhamsters. Die Aufnahme des ovarektomierten Tieres zeigt eine verzégerte Angiogenese mit einer deutlich
reduzierten revaskularisierten Fldche (B, Sternchen) am 4. Tag. Bereits vorhandene, aber noch nicht perfundierte
Kapillaren erscheinen in der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie zu diesem Zeitpunkt als schwarze Geféal3struktu-
ren (B, Pfeile). (Kontrastverstérkung mit FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumination; A,B: — 125um).

6.1.3. Mikrohdmodynamik

Im Rahmen der Angiogenese findet sich im Zeitverlauf normalerweise eine Reduktion der
Durchmesser neugebildeter Gefalle durch Stabilisierung der GefalRwandstruktur. Dieser
Prozess konnte in allen 3 Versuchsgruppen beobachtet werden. So reduzierten sich die Ka-
pillardurchmesser wahrend des Beobachtungszeitraums kontinuierlich von ~12-17uym am
Tag 2 auf ~10-11um am Tag 14 (Tabelle 3).

Transplantate Tag 2 Tag 4 Tag 7 Tag 10 Tag 14
GroRe Tx (~0,5mm®)

Unbehandelt 16,9 + 1,3 14,5 + 1,4 10,9 + 0,3" 10,6 + 0,5 10,9 + 0,6"
Synchronisiert 16,4 + 1,4 14,2+0,9 123+0,7° | 11,7+02° | 10940,3°
Ovarektomiert 14,6 £+ 0,2 14,1 + 0,9 10,2+ 0,5 | 10,1+0,4*® | 10,3+0,3"
Kleine Tx (~0,2mm?)

Unbehandelt 12,0 + 1,0* 11,7+ 0,7 9,2 +0,5*° 9,0 +0,6° 9,7+ 0,8
Synchronisiert 17,1+1,9 12,56+ 0,6° | 12,2+0,6° 10,3 + 0,3° 10,0 + 0,2°
Ovarektomiert - 11,2+0,5 10,6 + 0,6 10,7 £ 0,5 9,9+0,6

Tabelle 3: GefédBdurchmesser (um) von neugebildeten Kapillaren in groen und kleinen Endometrium-
Fragmenten, die in die Riickenhautkammer von unbehandelten, synchronisierten und ovarektomierten Syrischen
Goldhamstern transplantiert wurden. Mittelwerte + SEM; *P<0,05 vs. synchronisierte Tiere; °P<0,05 vs. Tag 2;
bP<0,05 vs. Tag 2 und 4; °P<0,05 vs.Tag 2, 4 und 7; dP<0, 05vs. Tag 2, 4, 7 und 10.

Die Blutzellgeschwindigkeit, die in den neugebildeten GefalRen der Transplantate
gemessen wurde, nahm bis zum 14. Tag in den unbehandelten und synchronisierten Tieren
auf ~400um/s in den grofRen Fragmenten bzw. ~260um/s in den kleinen Fragmenten zu (Ab-
bildung 9). Auch hier zeigte sich ein deutlicher Unterschied in der Gruppe der ovarektomier-
ten Hamster. So war hier die Blutzellgeschwindigkeit im Vergleich zu den beiden anderen

Gruppen sowohl in den grofRen als auch in den kleinen Endometrium-Fragmenten signifikant
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reduziert. In den groRen Transplantaten konnte eine Maximalgeschwindigkeit von nur

~140um/s am 14. Tag nach Transplantation beobachtet werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Blutzellgeschwindigkeit (um/s) in groBen (A) und kleinen (B) Endometrium-Fragmenten nach
Transplantation in die Riickenhautkammer von unbehandelten (o), synchroms:erten () und ovarektomierten (A )
Syrlschen Goldhamstern Mittelwerte + SEM; *P<0,05 vs. synchronisierte Tiere; *p<0,05 vs. unbehandelte Tiere;
@P<0,05 vs. Tag 2; P<0,05 vs. Tag 2 und 4; °P<0,05 vs. Tag 2, 4 und 7.

Entsprechend unterschieden sich die einzelnen Gruppen auch bezlglich des mikro-
vaskularen Blutflusses. So wiesen die groften Transplantate in den unbehandelten und syn-
chronisierten Tieren am 14. Tag einen mikrovaskularen Blutfluss von ~25pl/s auf, wahrend in
den grolen Transplantaten der ovarektomierten Tiere zu diesem Zeitpunkt ein signifikant
erniedrigter Blutfluss von nur ~8pl/s messbar war (Abbildung 10). Zusatzlich war der mikro-
vaskulare Blutfluss auch in den kleinen Transplantaten der ovarektomierten Tiere im Ver-

gleich zur unbehandelten und synchronisierten Gruppe deutlich reduziert (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Mikrovaskulérer Blutfluss (pl/s) in groRen (A) und kleinen (B) Endometrium-Fragmenten nach
Transplantation in die Riickenhautkammer von unbehandelten (o), synchroms:erten () und ovarektomierten (A)
Syrischen Goldhamstern Mittelwerte + SEM; *P<0,05 vs. synchroms:erte Tiere; *P<0,05 vs. unbehandelte Tiere;
4P<0,05 vs. Tag 2; °P<0,05 vs. Tag 2 und 4; °P<0,05 vs. Tag 2, 4 und 7; °P<0,05 vs. Tag 2, 4, 7 und 10.
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6.1.4. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Durch die retrobulbare Gabe des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin-6G war es mdglich, das
FlieRverhalten der Leukozyten in den neugebildeten GefaRen der Endometrium-
Transplantate zu untersuchen. Dabei konnte gezeigt werden, dass nahezu alle Leukozyten
(>95%) die neugebildeten GefalRnetzwerke ohne eine nachweisbare Interaktion mit dem Ge-

faRendothel passierten. Dies zeigt, dass die Transplantate in der Rickenhautkammer keine

Entziindungs- bzw. AbstoRungsreaktion induzierten (Abbildung 11).

Abbildung 11: A: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Endometrium-Fragments (Sternchen)
am Tag 10 nach Transplantation in die Riickenhautkammer eines unbehandelten Syrischen Goldhamsters. Das
Transplantat ist direkt neben einer groBen Sammelvenole (v) lokalisiert und weist zu diesem Untersuchungszeit-
punkt bereits ein dichtes mikrovaskuldres Netzwerk auf. B: Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Rhodamin-6G
kénnen die Leukozyten innerhalb des Gefdl3netzwerkes dargestellt werden. Dabei zeigt sich, dass nur wenige
Leukozyten am Geféendothel adhdrieren (Pfeile), wéhrend die meisten Leukozyten das Gefdl3netzwerk frei
passieren (A: Kontrastverstdrkung mit FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumination; B: Rhodamin-6G-Férbung der
Leukozyten in Griinlicht-Epi-lllumination; A,B: — 125um).

6.1.5. Histologie und Immunhistochemie

Die histologische Analyse der Ruckenhautkammerpraparationen am 14. Tag zeigte, dass
sich aus den transplantierten Endometrium-Fragmenten typische Endometrioseherde ent-
wickelt hatten. Diese waren histomorphologisch charakterisiert durch zystisch erweiterte
Drisenformationen, die von einem dicht vaskularisierten Stroma umgeben waren (Abbildung
12). Die Drusenformationen konnten auch in der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie darge-
stellt werden, da sich der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-6G im Driisenepithel anreicherte
(Abbildung 12).

Durch die immunhistochemische Darstellung von PCNA konnte in den Endometrio-
seherden ein vermehrtes Zellwachstum im Drisenepithel, im Stroma sowie im Endothel der
neuen Blutgefalle nachgewiesen werden (Abbildung 12). Dies bestatigte die Ergebnisse der
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie, bei der eine Grélkenzunahme der Transplantate ge-

messen wurde.
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Abbildung 12: A: Histologisches Schnittpréparat eines groBen Endometrium-Fragments am Tag 14 nach Trans-
plantation auf die quergestreifte Muskulatur (Pfeile) in der Riickenhautkammer eines unbehandelten Syrischen
Goldhamsters. B: Die hohere VergréBerung zeigt die typischen histomorphologischen Merkmale eines Endo-
metrioseherdes mit zystisch erweiterten Driisen (Sternchen), die von einem stark vaskularisierten Stroma mit
vielen neugebildeten Blutgefél3en (Pfeilspitzen) umgeben sind. C: Durch den immunhistochemischen Nachweis
des Proliferationsmarkers PCNA kénnen proliferierende Zellen im Driisenepithel (Pfeile), im Stroma (Pfeilspitzen)
und im Endothel der neugebildeten Blutgefd3e (Doppelpfeile) nachgewiesen werden. D: Intravitalfluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen eines Endometrium-Fragments am Tag 14 nach Transplantation in die Riickenhaut-
kammer eines ovarektomierten Syrischen Goldhamsters. In Griinlicht-Epi-lllumination kénnen die Grenzen von
drei Endometriumzysten (Sternchen) dargestellt werden, da der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-6G im Driisene-
pithel (Pfeile) akkumuliert (A,B: Hdmatoxylin-Eosin-Férbung; C: Immunhistochemischer Nachweis von PCNA; D:
Intravitale Fluoreszenzmikroskopie in Griinlicht-Epi-lllumination; A: — 230um; B: — 70um; C: — 120um; D: —
200um).

6.2. Bedeutung der pro-angiogenen Faktoren VEGF, FGF und PDGF

6.2.1. Entwicklung der Transplantate

Die transplantierten Endometrium-Fragmente dieser Versuchsreihe hatten eine initiale Grolie
von 0,56+0,05mm?, 0,550,10mm? und 0,48+0,01mm?in den Tieren, die mit SU5416 (Inhibi-
tion von VEGF), SU6668 (Inhibition von VEGF, FGF und PDGF) und DMSO (Kontrolle) be-
handelt wurden. Entsprechend lagen zu Beginn der Versuche keine signifikanten GréRenun-
terschiede zwischen den Versuchsgruppen vor, die zu einer moglichen Beeintrachtigung der

angiogenen Reaktion des Empfangergewebes auf die Transplantate hatten fihren kénnen.
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Wahrend des Beobachtungszeitraums von 14 Tagen nahm die Grdl3e der Transplantate in
der DMSO und SU5416 Gruppe auf etwa 80% der AusgangsgroRe ab (Abbildung 13). Diese
Grdélkenabnahme war in der SU6668 Gruppe wesentlich starker ausgepragt, so dass hier die

Transplantate am 14. Tag nur noch etwa 55% der AusgangsgrofRe aufwiesen (Abbildung 13).

100
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TransplantatgréRe (%)

Abbildung 13: Transplantatgré3e (in % zur Ausgangs-
20 - gréBe) der Endometrium-Fragmente am Tag 14 nach
Transplantation in die Rlickenhautkammer von Syrischen
Goldhamstern, denen taglich DMSO (Kontrolle), SU5416
0 oder SU6668 appliziert wurde. Mittelwerte £+ SEM.

Kontrolle SU5416 SU6668

6.2.2. Mikrovaskuléres Netzwerk

In allen drei Gruppen zeigten sich in den Transplantaten bereits am 2. Tag erste Zeichen der
Angiogenese. Hierzu zahlten GefalRsprossen und neugebildete, sinusoidal erweiterte Blutge-
fale. Im weiteren Verlauf entwickelten sich daraus glomerulum-artige Gefal3netzwerke, die
in der Kontrollgruppe und der Gruppe der SU5416-behandelten Tiere bereits am 4. Tag na-
hezu vollstandig ausgebildet waren (Abbildung 14). Dagegen wiesen die Transplantate in
den SU6668-behandelten Tieren eine signifikant reduzierte revaskularisierte Flache von ~55-
70% auf, die wahrend des 14-tdgigen Beobachtungszeitraums nicht mehr weiter zunahm
(Abbildung 14).

Die neugebildeten Gefallnetzwerke der Kontrollgruppe hatten eine funktionelle Kapil-
lardichte von ~300cm/cm? (Abbildung 14). Wahrend die Gefalinetzwerke in den SU5416-
behandelten Tieren am 4. Tag eine vergleichbare Dichte aufwiesen, kam es an den spateren
Untersuchungstagen zu einer signifikanten Reduktion der Gefaldichte auf ~220cm/cm?2. Die
Abnahme der funktionellen Kapillardichte war in den SU6668-behandelten Tieren noch star-
ker ausgepragt, deren GefalRnetzwerke am 14. Tag nur noch eine Dichte von ~180cm/cm?
erreichten (Abbildung 14).
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Abbildung 14: (A) Revaskularisierte Fldche (%) und (B) funktionelle Kapillardichte (cm/cm ) von Endometrium-
Fragmenten nach Transplantation in die Riickenhautkammer Syrischer Goldhamster, denen taglich DMSO (Kon-
trolle, A), SU5416 (o) oder SU6668 (e) appIIZIert wurde. Mittelwerte + SEM. *P<0,05 vs. Kontrolle; *P<0,05 vs.
SU5416-behandelte Tiere; °P<0,05 vs. Tag 0; ®P<0,05 vs. Tag 0 und 2.

6.2.3. Mikrohdmodynamik

Die Kapillardurchmesser neugebildeter Gefale reduzierten sich in der Kontrollgruppe und
der SU5416-Gruppe von ~16-17um am 2. Tag auf ~11um am 14. Tag (Tabelle 4). Dagegen
wiesen die Gefalte in der SU6668-Gruppe wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums
einen konstanten Durchmesser von ~16-17um auf und waren interessanterweise durch sinu-
soidale GefalBwandaussackungen gekennzeichnet (Tabelle 4, Abbildung 15).

Die Blutzellgeschwindigkeit erreichte am Tag 2 einen Wert von ~20-45um/sec und
steigerte sich bis zum Tag 14 auf ~130-200um/sec ohne signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen (Tabelle 4). Entsprechend nahm der mikrovaskulare Blutfluss von 4-9pl/sec am
2. Tag bis auf 10-15pl/sec am 14. Tag zu (Tabelle 4).

Tag 2 Tag 4 Tag 7 Tag 10 Tag 14
GefalRdurchmesser
Kontrolle 156+02 | 141+05 | 11,9+0,3" 11,1 £ 0,4° 11,2 +0,1°
SU5416 16,8+0,7 | 13,5+05° | 12,4+0,4° 12,6 + 0,5° 10,8 + 0,2°
SU6668 176+13 | 171+1,7" 17,1 +25% | 16,7 +2,3* 15,8 + 2,6*"
Blutzellgeschwindig-
keit
Kontrolle 33,8+ 6,4 | 118,8+25,87| 168,9+ 30,37 | 141,7 + 23,0° | 141,1 + 11,8°
SU5416 458+12,3| 70,0+26,0 | 834+214 | 104,2+39,8 | 132,3 + 56,1
SU6668 240+872 | 138,7+38,1 | 192,0 +20,6° | 168,4 + 12,0° | 197,7 + 38,4°
Blutfluss
Kontrolle 59+1,6 12,1 +272 15,1+ 2.4 12,6 +1,8 99+1,0
SU5416 8,6+0,8 10,1 + 3,5 12,8 +1,7 14,4 + 36 14,5+ 4,0
SU6668 37+13 16,0 + 4,3° 16,4 + 1,6° 12,9+ 1,5 15,0 + 2,8°

Tabelle 4: GefdBdurchmesser (um), Blutzellgeschwindigkeit (um/s) und mikrovaskulérer Blutfluss (pl/s) von En-
dometrium-Fragmenten nach Transplantation in die Riickenhautkammer Syrischer Goldhamster, denen téglich
DMSO (Kontrolle), SU5416 oder SU6668 appl:z:ert wurde. Mittelwerte + SEM. *P<0,05 vs. Kontrolle; *P<0,05 vs.
SU5416-behandelte Tiere; °P<0,05 vs. Tag 2; P<0,05 vs. Tag 2 und 4.
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Abbildung 15: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von revaskularisierten Endometrium-Fragmenten
am Tag 7 nach Transplantation in die Riickenhautkammer Syrischer Goldhamster, denen DMSO (A, Kontrolle)
bzw. SU6668 (B) appliziert wurde. A: Das Transplantat des Kontrolltieres ist bereits vollstandig vaskularisiert und
weist eine typische glomerulum-artige Gefél3netzwerkstruktur auf. B: Dagegen sind im Transplantat des SU6668-
behandelten Tieres noch avaskuldre Bereiche (Sternchen) sichtbar. Die neugebildeten Gefd3e sind hier durch
groBe Gefdl3durchmesser und sinusoidale GeféBwandaussackungen charakterisiert (Kontrastverstdrkung mit
FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumination; A,B: — 150um ).

6.2.4. Histologie und Immunhistochemie

Histologisch konnten am 14. Tag nach Transplantation der Endometrium-Fragmente in die
Ruckenhautkammer in allen drei Gruppen typische Endometrioseherde mit Drisen und
vaskularisiertem Stroma nachgewiesen werden (Abbildung 16).

Durch den immunhistochemischen Nachweis von Desmin wurde gezeigt, dass die
neugebildeten Gefale in der Kontrollgruppe und in der SU5416-Gruppe von Perizyten um-
geben waren, wahrend diese Zellen in der SU6668-Gruppe nicht nachgewiesen werden
konnten (Abbildung 16). Da sich Perizyten normalerweise zur Stabilisierung der GefalRwand
im Laufe der Angiogenese an neugebildete Blutgefale anlagern, zeigt dieses Ergebnis, dass

die Reifung neuer Gefalle durch die Behandlung mit SU6668 blockiert wurde.

Abbildung 16: A: Histologisches Schnittprdparat eines Endometrium-Fragments am 14. Tag nach Transplantati-
on in die Riickenhautkammer eines Kontrolltieres. Das Transplantat hat sich zu einem typischen Endometriose-
herd entwickelt mit zystisch erweiterten Driisen (g), die von vielen neuen Blutgefd3en (Sternchen) umgeben sind.
B,C: Der immunhistochemische Nachweis von Desmin zeigt, dass die neuen Blutgefd3e im Endometrioseherd
des Kontrolltieres (B) genauso von Perizyten (Pfeilspitzen) umgeben sind wie die Blutgefdl3e des Empfédngerge-
webes unterhalb des Riickenhautmuskels (m), wéhrend die Geféle (Sternchen) im Endometrioseherd eines
SU6668-behandelten Tieres (C) keine Perizyten aufweisen (A: Hdmatoxylin-Eosin-Férbung; B,C: Immunhisto-
chemischer Nachweis von Desmin; A: — 120um; B,C: — 80um).
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6.3. Einfluss des selektiven Cyclooxygenase-2-Inhibitors NS398

6.3.1. Entwicklung der Transplantate

Zu Beginn der Versuchreihe wiesen die Endometrium-Transplantate in der DMSO-
behandelten Kontrollgruppe und in der NS398-behandelten Gruppe eine vergleichbare initia-
le GréRe von 0,50+0,02mm? bzw. 0,57+0,04mm? auf. Wahrend des Beobachtungszeitraums
von 14 Tagen veranderte sich die Grofle der Transplantate in der Kontroligruppe im Ver-
gleich zur AusgangsgroéfRe nur geringflgig (Abbildung 17). Die Behandlung mit dem selekti-
ven Cyclooxygenase-2-Inhibitor NS398 flhrte dagegen zu einer signifikanten Reduktion der

Transplantatgrofie auf ~57% der Ausgangsgrofe (Abbildung 17).
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6.3.2. Mikrovaskuldres Netzwerk

Die Entwicklung neuer Blutgefale innerhalb der Endometrium-Fragmente begann in beiden
Untersuchungsgruppen bereits am 2. Tag nach Transplantation in die Rickenhautkammer.
Allerdings erfolgte die Revaskularisierung in den NS398-behandelten Tieren verzogert mit
signifikant reduzierten Werten fir die revaskularisierte Flache am Tag 4 und 7 (Abbildung
18). Am Ende des Versuchs waren die Transplantate in beiden Gruppen zu ~90-100%
vaskularisiert.

Daneben war in den NS398-behandelten Tieren auch die funktionelle Kapillardichte
der neugebildeten Gefallnetzwerke zwischen Tag 7 und 14 im Vergleich zu den DMSO-
behandelten Kontrolltieren signifikant erniedrigt (Abbildung 18). So wiesen die Kontrolltiere
am Tag 14 eine funktionelle Kapillardichte von ~300cm/cm? auf, die NS398-behandelten Tie-

re dagegen nur von ~200cm/cm?.



ERGEBNISSE 38

120

N
o
S

100 +
300 -
80 -

60 - 200

40 A

100 -
20 A

Revaskularisierte Flache (%)

Funktionelle Kapillardichte (cm/cm?)

0 2 4 7 10 14 0 2 4 7 10 14
Tage nach Transplantation Tage nach Transplantation

Abbildung 18: (A) Revaskularisierte Fldche (%) und (B) funktionelle Kapillardichte (cm/cmz) von Endometrium-
Fragmenten nach Transplantation in die Riickenhautkammer Syrischer Goldhamster, denen téaglich DMSO (Kon-
trolle, o) oder NS398 (e) appliziert wurde. Mittelwerte + SEM. *P<0,05 vs. Kontrollgruppe; ?P<0,05 vs. Tag 0;
bP<0, 05 vs. Tag 0 und 2; °P<0,05 vs. Tag 0, 2 und 4.

Abbildung 19: A,B: Intravitale Fluoreszenzmikroskopie von Endometrium-Fragmenten am Tag 14 nach Trans-
plantation in die Riickenhautkammer Syrischer Goldhamster, die mit DMSO (A) oder NS398 (B) behandelt wur-
den. Die Pfeile kennzeichnen jeweils die Transplantatrénder. A: Das Transplantat der Kontroligruppe weist ein
dicht vaskularisiertes Netzwerk auf. B: Die Behandlung mit NS398 fiihrt zu einer deutlich verminderten revaskula-
sierten Fldche mit reduzierter Geféd3dichte (Kontrastverstdrkung mit FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumination;
A,B: — 80um).

6.3.3. Mikrohdmodynamik

Die Kapillardurchmesser der neugebildeten Gefalde innerhalb der transplantierten Endo-
metrium-Fragmente reduzierten sich in beiden Gruppen von ~16-19um am 2. Tag auf ~11-
13um am 14. Tag (Tabelle 5). Die Blutzellgeschwindigkeit stieg in der Kontrollgruppe von
~20um/s am 2. Tag kontinuierlich auf ~176um/s am 14. Tag an (Tabelle 5). Im Vergleich
dazu war die Blutzellgeschwindigkeit in der NS398-Gruppe am 4. und 7. Tag signifikant re-
duziert, erreichte jedoch am 14. Tag wieder einen vergleichbaren Wert von ~170um/s (Tabel-
le 5). Fir den mikrovaskularen Blutfluss konnte ein Anstieg von ~4pl/s am 2. Tag auf ~14-
17pl/s am 14. Tag ohne signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen errechnet
werden (Tabelle 5).
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Tag 2 Tag 4 Tag 7 Tag 10 Tag 14
GefalRdurchmesser
NS398 18,7+ 1,1 16,1+0,7 13,8 + 0,5™* 12,9 +0,5° 13,1 +0,8°
Kontrolle 16,2+ 0,8 14,7+0,6 11,8+ 0,3 11,6 + 0,4 11,3+0,2°
Blutzellgeschwindigkeit
NS398 21,2+8,1 | 61,3+10,7* | 131,9+ 10,3 | 182,5+ 14,7°| 170,8 + 19,9"
Kontrolle 242+6,6 |1421+334%| 197,9+13,8° |179,6 +16,3° | 176,5 + 16,3°
Blutfluss
NS398 41+14 96+1,8 14,6 +1,4° 17,6 +1,3° 16,7+ 1,4
Kontrolle 40+11 17,3 + 3,6° 16,5+ 1,4° 149+2,1° 13,7 +1,4°

Tabelle 5: GefdBdurchmesser (um), Blutzellgeschwindigkeit (um/s) und mikrovaskulérer Blutfluss (pl/s) von En-
dometrium-Fragmenten nach Transplantation in die Riickenhautkammer Syrischer Goldhamster, denen téglich
DMSO (Kontrolle) oder NS398 appliziert wurde. Mittelwerte + SEM. *P<0,05 vs. Kontrolle; °P<0,05 vs. Tag 2;
P<0,05 vs. Tag 2 und 4; °P<0,05 vs. Tag 2, 4 und 7.

6.3.4. Western Blot

Die Western Blot Analyse zeigte, dass in den Endometrium-Fragmenten der NS398-Gruppe
die Expression des Proliferationsmarkers PCNA und des pro-angiogenen Wachstumsfaktors
VEGF am 2. und 14. Tag nach Transplantation in die Rickenhautkammer im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant reduziert waren (Abbildung 20).

Daneben fihrte die Behandlung mit dem selektiven Cyclooxygenase-2-Inhibitor
NS398 am 2. Tag zu einer signifikant gesteigerten Expression der aktivierten Caspase-3,
wahrend die Expression der Caspase-3 in beiden Gruppen vergleichbar war (Abbildung 20).
Dieses Ergebnis weist nach, dass die Endometrium-Fragmente, die mit dem Cyclooxygena-
se-2-Inhibitor behandelt wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe initial einen hdheren Anteil
an apoptotischen Zellen aufwiesen. Nach 14 Tagen konnte in den Endometrium-Fragmenten
der NS398-Gruppe jedoch nur noch eine sehr geringe Expression der aktivierten Caspase-3
nachgewiesen werden, die sich zu diesem Zeitpunkt nicht mehr von der Kontrollgruppe un-
terschied (Abbildung 20).

6.3.5. Histologie

Die histologischen Untersuchungen der Riickenhautkammer-Praparationen der Kontroll- und
NS398-behandelten Tiere zeigten, dass sich aus den Endometrium-Transplantaten am Tag
14 typische Endometrioseherde mit zystisch erweiterten Drisenformationen und einem stark
vaskularisierten Stroma entwickelt hatten (Abbildung 21). Histomorphologisch konnten keine

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden.
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Abbildung 20: A,B: Western Blot Analyse der Expression (optische Dichte * mm? von VEGF, PCNA, Capase-3
und aktivierter Caspase-3 in Endometrium-Fragmenten am Tag 2 (A) und Tag 14 (B) nach Transplantation in die
Riickenhautkammer von hormonell synchronisierten Syrischen Goldhamstern, die entweder mit DMSO (Kontrolle,
weille Balken) oder NS398 (schwarze Balken) behandelt wurden. Mittelwerte + SEM; *P<0,05 vs. Kontrolle.

Abbildung 21: A,B: Histologische Schnittprdparate von Endometrium-Fragmenten am Tag 14 nach Transplanta-
tion auf die quergestreifte Muskulatur (Pfeilspitzen) in der Riickenhautkammer eines DMSO-behandelten Kontroll-
tieres (A) und eines Syrischen Goldhamsters, der mit NS398 behandelt wurde (B). In beiden Schnitten sieht man
typische Endometrioseherde mit zystisch erweiterten Driisen (Sternchen), die von einem vaskularisierten Stroma
umgeben sind (A,B: Hdmatoxylin-Eosin-Férbung; A,B: — 120um).



ERGEBNISSE 41

6.4. Einfluss des Immunsuppressivums Rapamycin

6.4.1. Entwicklung der Transplantate

Die transplantierten Endometrium-Fragmente hatten in der Kontrollgruppe und in der Rapa-
mycin-behandelten Gruppe am Tag der Transplantation eine vergleichbare Ausgangsgrofie
von 0,49+0,02mm? und 0,52+0,07mm?. Wahrend sich die TransplantatgréRe in der Kontroll-
gruppe im Beobachtungszeitraum von 14 Tagen nicht veranderte, fuhrte die Behandlung der
Tiere mit dem Immunsuppressivum Rapamycin zu einer signifikanten GrofRenreduktion der

Endometrium-Transplantate auf ~52% der Ausgangsgrofe (Abbildung 22 und 24).
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6.4.2. Mikrovaskuldres Netzwerk

In beiden experimentellen Gruppen konnte die Entwicklung neuer BlutgefaRe in den
transplantierten Endometrium-Fragmenten beobachtet werden. Bereits am 2. Tag nach
Transplantation bildeten sich ausgehend von den Kapillaren und Venolen der
Ruckenhautmuskulatur Gefallsprossen aus, die in die Transplantate einwuchsen und dort
schlieBlich zur Ausbildung neuer mikrovaskularer Netzwerke fuhrten.

Am 7. Tag waren die Endometrium-Transplantate beider Gruppen zu 100%
revaskularisiert (Abbildung 23). Interessanterweise fuhrte jedoch die Behandlung mit dem
Immunsuppressivum Rapamycin in den Folgetagen wieder zu einer leichten Regression der
Gefalnetzwerke innerhalb der Transplantate mit einer im Vergleich zur DMSO-behandelten
Kontrollgruppe signifikant reduzierten revaskularisierten Flache von 87% am Tag 14
(Abbildung 23). Zusatzlich wiesen die Gefalinetzwerke in den Rapamycin-behandelten
Tieren eine signifikant reduzierte funktionelle Kapillardichte von 170cm/cm? im Vergleich zur
Kontrollgruppe (300cm/cm?) auf (Abbildung 23 und 24).
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Abbildung 23: (A) Revaskularisierte Flache (%) und (B) funktionelle Kapillardichte (cm/cm?) von Endometrium-
Fragmenten nach Transplantation in die Riickenhautkammer Syrischer Goldhamster, denen téglich DMSO (Kon-
trolle, o) oder Rapamycin (e) appliziert wurde. Mittelwerte + SEM. *P<0,05 vs.Kontrollgruppe; °P<0,05 vs. Tag 0;
bp<0,05 vs. Tag 0 und 2; °P<0,05 vs. Tag 0, 2 und 4.

Abbildung 24: A,B: Intravitale Fluoreszenzmikroskopie von Endometrium-Fragmenten am Tag 14 nach
Transplantation in die Riickenhautkammer Syrischer Goldhamster, die mit DMSO (A) oder Rapamycin (B)
behandelt wurden. Die gestrichelten Linien kennzeichnen jeweils die Transplantatrénder. A: Das Transplantat der
Kontrollgruppe weist ein dicht vaskularisiertes Netzwerk auf. B: Die Behandlung mit Rapamycin fiihrt zu einer
deutlich verminderten TransplantatgréBe mit reduzierter Netzwerkfldche und Gefddichte (Kontrastverstarkung
mit FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumination; A,B: — 60um).

6.4.3. Mikrohdmodynamik

In beiden Gruppen wiesen die neugebildeten Gefalke innerhalb der Endometrium-
Transplantate einen Gefaldurchmesser von ~16-17uym am 2. Tag auf (Tabelle 6). In den
Folgetagen kam es in der Kontrollgruppe zu einer kontinuierlichen Reduktion der Gefal-
durchmesser auf ~11uym am Tag 14. Im Gegensatz dazu blieben die GefaRdurchmesser in
der Rapamycin-Gruppe zwischen Tag 7 und 14 signifikant erhdht (Abbildung 25). Die Blut-
zellgeschwindigkeit zeigte einen Anstieg von ~20-50um/s am 2. Tag auf ~180-220um/s am
14. Tag ohne signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (Tabelle 6). Die errechne-
ten Werte fur den mikrovaskularen Blutfluss reichten in der Kontrollgruppe von 3pl/s am 2.

Tag bis 14pl/s am 14. Tag (Tabelle 6). Dagegen flihrte die Behandlung mit Rapamycin am
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Tag 14 zu einem erhdhten mikrovaskularen Blutfluss von ~22pl/s.

Abbildung 25: A,B: Intravitale Fluoreszenzmikroskopie von Endometrium-Fragmenten am Tag 14 nach Trans-
plantation in die Riickenhautkammer Syrischer Goldhamster, die mit DMSO (A) oder Rapamycin (B) behandelt
wurden. Die Pfeile kennzeichnen jeweils die Transplantatrdnder. A: Das Transplantat der Kontrollgruppe weist ein
dicht vaskularisiertes Netzwerk mit relativ kleinen Gefd3durchmessern auf. B: Die Behandlung mit Rapamycin
flihrt zu einer deutlichen VergréBerung der GefdBdurchmesser am Tag 14 (Kontrastverstarkung mit FITC-Dextran
in Blaulicht-Epi-lllumination; A,B: — 100um).

Tag 2 Tag 4 Tag 7 Tag 10 Tag 14
GefalRdurchmesser
Rapamycin 16,8+1,0 | 153+04° | 141+04% | 13,9+0,8° | 13,1+04%
Kontrolle 16,2 + 1,0 14,8+0,7 | 11,7403 | 115+04° | 11,3+02°
Blutzellgeschwindigkeit
Rapamycin 46,4+18,9 | 953+10,1 |172,8+16,4°|238,7+22,8°|215,6 + 28,3
Kontrolle 177+24 [117,9+28,2°[190,8 + 14,4° | 179,0 + 19,9° | 181,7 + 19,0°
Blutfluss
Rapamycin 6,5+ 2,0 128+15" | 213+22° | 279+55° | 222+1,9”
Kontrolle 3,0+0,6 147+3,0° | 156+1,3% | 147+26° | 142+1,6°

Tabelle 6: GefdBdurchmesser (um), Blutzellgeschwindigkeit (um/s) und mikrovaskuldrer Blutfluss (pl/s) von En-
dometrium-Fragmenten nach Transplantation in die Riickenhautkammer Syrischer Goldhamster, denen téglich
DMSO (Kontrolle) oder Rapamycin appliziert wurde. Mittelwerte + SEM. *P<0,05 vs. Kontrolle; °P<0,05 vs. Tag 2;
bP<0,05 vs. Tag 2 und 4; °P<0,05 vs. Tag 2, 4 und 7.

6.4.4. Aorten-Ring-Assay

Mit Hilfe des durchgefuhrten Aorten-Ring-Assays konnten die intravitalmikroskopischen Er-
gebnisse betatigt werden. So zeigte sich, dass auch in vitro die Entwicklung neuer Blutgefa-
Re durch das Immunsuppressivum Rapamycin inhibiert werden konnte. Im Vergleich zur
Kontrolle fiihrte die Inkubation von Aorten-Ringen mit Rapamycin zu einer signifikant redu-
zierten Flache und Maximalldange neugebildeter Gefallsprossen am Tag 7 nach Einbettung
der Aorten-Ringe in das Matrigel (Abbildung 26).
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Abbildung 26: A,B: Reprédsentative Aufnahmen von Aorten-Ringen mittels Phasen-Kontrastmikroskop, die fiir 7
Tage in DMSO- (A) oder Rapamycin-haltigem Medium (B) inkubiert wurden. Quantitative Analyse der Gesamtfla-
che (mm? und Maximalldnge (um) der Gefél83sprossen, die aus den Aorten-Ringen in das umliegende Matrigel
einwuchsen. Mittelwerte + SEM; *P<0,05 vs. Kontrolle.

6.4.5. Western Blot

Die Western Blot Analyse zeigte, dass in Endometrium-Fragmenten, die in Rapamycin-
haltigem DMEM kultiviert wurden, die Expression von PCNA und VEGF im Vergleich zur
Kontrolle signifikant reduziert war (Abbildung 27).

Kontrolle Rapamycin 16
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Abbildung 27: Western Blot Analyse der Expression (optische Dichte * mm? von PCNA, Capase-3 und VEGF in
Endometrium-Fragmenten, die fiir 48h in DMSO-haltigem (Kontrolle, weisse Balken) oder Rapamycin-haltigem
(schwarze Balken) DMEM kultiviert wurden. Mittelwerte + SEM; *P<0,05 vs.Kontrolle.

6.4.6. Histologie und Immunhistochemie
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Die histologischen Untersuchungen der Ruckenhautkammer-Préaparationen der Kontroll- und
Rapamycin-behandelten Tiere zeigten, dass sich aus den Endometrium-Transplantaten am
Tag 14 typische Endometrioseherde mit zystisch erweiterten Drisenformationen und einem
stark vaskularisierten Stroma entwickelt hatten (Abbildung 28). Die neugebildeten Blutgefalle
innerhalb der Herde wiesen eine normale Histomorphologie mit einem intakten Gefaflen-
dothel auf. Sie waren regelrecht mit Erythrozyten perfundiert. Mikrothromben oder Fibrinan-
sammlungen innerhalb der Gefalle waren nicht nachzuweisen.

Durch die immunhistochemische Farbung von PCNA konnten viele proliferierende
Stroma- und Endothelzellen in den Endometrioseherden der Kontrollgruppe nachgewiesen

werden (Abbildung 28). Dagegen wiesen die Endometrioseherde der Rapamycin-

behandelten Gruppe nur wenige proliferierende Zellen auf, die Uberwiegend im Stroma loka-
lisiert waren (Abbildung 28).

Abbildung 28: A: Histologisches Schnittpréparat eines Endometrium-Fragments am Tag 14 nach Transplantation
auf die quergestreifte Muskulatur in der Riickenhautkammer eines Rapamycin-behandelten Syrischen Goldhams-
ters. Man sieht einen typischen Endometrioseherd mit zystisch erweiterten Driisen (g), die von einem vaskulari-
sierten Stroma umgeben sind. B,C: Immunhistochemischer Nachweis von PCNA innerhalb eines Endometriose-
herdes eines Kontrolltiers (B) und eines Rapamycin-behandelten Tieres (C) am 14. Untersuchungstag. Im Kon-
trolltier sind viele proliferierende Endothelzellen (Pfeile) in der Wand eines neugebildeten GefédlRes und im umlie-
genden Stroma sichtbar. Im Gegensatz dazu sind im Rapamycin-behandelten Tier nur wenige proliferierende
Zellen sichtbar (A: Hdmatoxylin-Eosin-Férbung; B,C: Immunhistochemischer Nachweis von PCNA; A: — 200um;
B,C: — 30um).

6.5. Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden experimentellen in vivo Studie wurde ein neues Modell zur
Analyse der Angiogenese in Endometrioseherden, durch die Transplantation von Endometri-
umgewebe in die Rickenhautkammer Syrischer Goldhamster etabliert. Folgende Ergebnisse
Uber den Ablauf und die Steuerung der Angiogenese im Endometriumgewebe konnten erar-

beitet werden:

1. Die Ausbildung, der fiir die Endometriose typischen glomerulum-artigen Gefal3-
netzwerke lauft in charakteristischen Entwicklungsstufen ab. Bereits am 2. Tag nach Trans-
plantation von Endometrium in die Rickenhautkammer ist eine beginnende Angiogenese

durch erweiterte Gefalisinusoide und Aussprossung der Endothelzellen sowie die Bildung
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neuer einzelner BlutgefalRe erkennbar. Gekennzeichnet durch die Abnahme der Gefal3-
durchmesser und die Zunahme der funktionellen Kapillardichte entstehen im Folgenden
neue kapillare Netzwerke, die eine charakteristische glomerulum-artige Struktur entwickeln
und Uber Anastomosen mit den BlutgefalRlen des Empfangergewebes versorgt werden. Eine
vermehrte Leukozytenakkumulation und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion ist innerhalb

der Transplantate nicht erkennbar.

2. Die Revaskularisierung grof3er und kleiner Transplantate ist innerhalb weniger Ta-
ge abgeschlossen. Hierbei kann kein signifikanter Unterschied der GréRenentwicklung ge-
funden werden. Interessanterweise ist der mikrovaskulare Blutfluss in groRen Transplantaten
hoher als in kleinen Transplantaten. Bei der Transplantation in unterschiedlich vorbehandelte
Empfangertiere (unbehandelte, synchronisierte und ovarektomierte Syrische Goldhamster)
wurden jedoch deutliche Unterschiede sichtbar. Wahrend die Entwicklung der Endometrio-
seherde in den unbehandelten und synchronisierten Tieren ahnlich verlauft, kann in den ova-
rektomierten Tieren eine verzdgerte Revaskularisierung der Transplantate in den ersten
Entwicklungstagen festgestellt werden. Sie ist durch eine erniedrigte funktionelle Kapillar-

dichte und Blutzellgeschwindigkeit sowie mikrovaskularen Blutfluss gekennzeichnet.

3. Neue Gefalle entstehen unter dem Einfluss von pro-angiogenen Substanzen.
Wahrend in der vorliegenden Arbeit durch eine selektive Blockade von VEGF (SU5416) nur
eine maRige Inhibition der Angiogenese in Endometrioseherden erreicht werden konnte,
fuhrte die kombinierte Blockade (SU6668) von VEGF, FGF und PDGF zu einer signifikanten
Reduktion der TransplantatgroRe, der revaskularisierten Flache sowie der funktionellen Ka-
pillardichte. Des Weiteren wurde mit dieser Behandlung auch die Ausreifung neugebildeter
BlutgefaRe gehemmt, welches sich an signifikant erhohten GefalRdurchmessern und der Ab-

wesenheit von GefalRwand stabilisierenden Perizyten zeigte.

4. Die selektive Inhibition der Cyclooxygenase-2 fuhrt zu einer Reduktion der Angio-
genese in den Endometrioseherden. Dies bewirkt eine deutliche Verkleinerung der Trans-
plantatgrofRe. Hierbei ist die Expression von VEGF und PCNA im Endometrium reduziert,

wahrend die Expression von Caspase-3 gesteigert ist.

5. Die Behandlung von Endometrioseherden mit dem Immunsuppressivum Rapamy-
cin fuhrt zu einer Inhibition der Angiogenese mit einer signifikant reduzierten funktionellen
Kapillardichte. Des Weiteren hemmt Rapamycin die Zellproliferation, was zu einer deutlichen
Grofienreduktion der Herde fuhrt.
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7. Diskussion

7.1. Diskussion von Material und Methoden

7.1.1. Diskussion des Modells

Der Prozess der Angiogenese kann in verschiedenen tierexperimentellen Modellen analy-
siert werden. Dabei stellt die Implantation von ,Beobachtungskammern® eine der altesten
Methoden dar, die bisher zur Untersuchung und Quantifizierung angiogener Prozesse in
Maus, Ratte und Hamster genutzt wurden [Algire 1943; Greenblatt und Shubik 1968]. Mit
Hilfe der Kammermodelle in Kombination mit der Technik der intravitalen Fluoreszenzmikro-
skopie ist es mdglich, die Mikrozirkulation verschiedener Organe und Gewebe wie Hirn,
Herz, Lunge, Leber, Milz, Pankreas, Darm, Muskel und Knochen zu untersuchen [Wahl et
al., 1985; Winet, 1989; Schmidt et al., 1990; Menger et al., 1992b; Lehr et al., 1993; Vollmar
et al., 1995; Menger et al., 1996; Kuelbler et al., 1997; Vollmar et al., 1998].

Bei der Einteilung von tierexperimentellen Modellen kann man generell sogenannte
Akut-Modelle von chronischen Modellen unterscheiden. Zu den Akut-Modellen z&hlt das Me-
senterialfenster-Modell, bei dem das terminale Gefal3bett des Mesenteriums dargestellt und
untersucht wird [Zweifach, 1973]. Weitere Akut-Experimente kénnen am Omentum der Katze
[Intaglietta et al., 1970], am Cremastermuskel der Ratte [Prewitt und Johnson,1976, Thorla-
cius et al., 1997; Ley et al., 1998; Yamaki et al., 1998] oder der Backentasche des Hamsters
[Duling, 1973] durchgefiihrt werden. Diese Experimente dienen haufig zur Analyse der Wir-
kung von pharmakologischen Stimuli auf die Mikrozirkulation [Costa et al., 1994; Norrby,
1994; Wilson und Baldwin, 1998]. Vorteil dabei ist, dass auf Grund der Dlnne der praparier-
ten Gewebeschicht ein Lichtmikroskop verwendet werden kann [Jakobsson et al., 1994], und
dass das Gewebe zur intravitalmikroskopischen Untersuchung leicht zugénglich ist. Ein we-
sentlicher Nachteil der Akut-Modelle ist jedoch die kurze Beobachtungszeit, die nur auf we-
nige Stunden beschrankt ist. Des Weiteren kénnen die Narkose des Versuchstiers [Menger
und Lehr, 1993] und das chirurgische Trauma der Gewebepraparation [Fiebig et al., 1991]
zur Beeintrachtigung von gemessenen mikrohdmodynamischen Parametern, wie Kapillar-

durchmesser und Blutfluss, fuhren [Yamauchi et al., 1999].

Zu Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts wurden erstmalig chronische Untersuchun-
gen mit Beobachtungskammern durchgefiihrt. So beschrieb Sandison bereits 1924 ein
Kammer-Modell am Kaninchenohr. Dieses Modell wurde spéter von Algire (1943) noch wei-

terentwickelt. Ein wesentlicher Nachteil dieser frithen Kammer-Modelle war die Tatsache,
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dass damit vorwiegend Granulationsgewebe untersucht wurde, welches sich in den Kam-
mern ausbildete. In den neueren Kammer-Modellen werden die analysierten Parameter we-
der durch das Kammermaterial selbst, noch durch die Implantation der Kammer beeinflusst
[Menger et al., 2002]. Die Kammer wird hierbei in die Rickenhautfalte von Mausen, Ratten
und Hamstern implantiert [Papenfuss et al., 1979; Lehr et al., 1993; Torres Filho et al., 1995;
Endrich et al., 1980]. Die Erstbeschreibung der Riuckenhautkammer am Syrischen Gold-
hamster erfolgte durch Endrich et al. im Jahre 1980. Durch die Praparation des quergestreif-
ten Unterhautmuskels (Musculus panniculus carnosus) ist es mit diesem Modell mdglich,
mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie die gesamte Mikrozirkulation bestehend aus ter-
minalen Arteriolen, nutritiven Kapillaren, postkapillaren Venolen und Sammelvenolen darzu-
stellen und quantitativ zu analysieren. Die Ergebnisse der mikrohdmodynamischen Analysen
entsprechen dabei den Ergebnissen aus Untersuchungen an anderen Modellen [Burton und
Johnson, 1972; Endrich et al., 1980].

Ruckenhautkammern bestehen heute aus symmetrischen Titanrahmen, die sich
durch ein geringes Gewicht und eine hohe Gewebevertraglichkeit auszeichnen [Menger et
al., 2002]. Entsprechend kann die Belastung der Versuchstiere auf ein geringes Maf3 redu-
ziert werden. Nach der Implantation der Kammer kénnen sich die Tiere in der Regel fur 2-3
Tage erholen, bevor mit den eigentlichen Untersuchungen begonnen wird, um so einen ne-
gativen Einfluss des chirurgischen Traumas der Kammerpraparation auf die analysierten
Parameter auszuschlielBen [Yamauchi et al., 1999]. Generell bietet das Modell den groRRen
Vorteil, dass durch die Entfernung des Deckglases die Mdglichkeit besteht, verschiedene
Gewebearten in die Riickenhautkammer zu transplantieren und deren Neovaskularisierung
Uber einen Beobachtungszeitraum von 2-3 Wochen zu untersuchen. Daher ist dieses Modell
in besonderem Mal3 zur Erforschung von angiogenen Prozessen geeignet [Asaishi et al.,
1981; Endrich et al., 1982; Reinhold und Endrich, 1986]. Entsprechend wurde damit bereits
die Vaskularisierung von Tumoren, Knochen, Langerhans’schen Inseln, ovariellen Follikeln
und implantierten Biomaterialien untersucht [Funk et al., 1986; Menger et al., 1990; Leunig et
al., 1999; Vajkoczy et al., 2000; Kraft et al., 2000; Laschke et al., 2005 und 2008a, Rucker et
al., 2008].

In der vorliegenden Arbeit wurde das Riuckenhautkammer-Modell erstmalig dazu ge-
nutzt, um die Angiogenese in Endometrioseherden zu analysieren. Bisherige Studien zur
Endometriose wurden dagegen meistens im Modell der intraperitonealen Endometriose
durchgefuhrt [Vernon und Wilson,1985; Matsuzaki et al., 2004; Dogan et al., 2004; Becker et
al., 2005]. Hierbei werden isolierte Endometrium-Fragmente an das Peritoneum der Bauch-

wand fixiert, die dann dort anwachsen und typische Endometrioseherde ausbilden. Diese



DISKUSSION 50

kénnen beziglich ihrer GréRenentwicklung und Histomorphologie analysiert werden. Interes-
santerweise kann durch Einsatz von immundefizienten Mausen auf diese Weise auch im-
plantiertes humanes Endometrium untersucht werden [Awwad et al., 1999; Griummer et al.,
2001, Bruner et al., 1997; Eggermont et al., 2005; Hull et al., 2005]. Viele Studien, die am
Modell der intraperitonealen Endometriose bisher durchgefiihrt wurden, beschaftigten sich
auch mit der Angiogenese in Endometrioseherden [Benjamin et al., 1998; Hull et al., 2003;
Nap et al., 2004; Becker et al., 2005 und 2006; Dogan et al., 2004; Matsuzaki et al., 2004].
Allerdings konnte dabei der Prozess der Gefalineubildung nur ,invasiv‘, d.h. durch Entnah-
me von Gewebeproben und deren histologische Aufarbeitung, untersucht werden. Auf Grund
dieses Nachteils kombinierten Becker et al. (2006) die Technik der Biolumineszenz mit dem
Modell der intraperitonealen Endometriose, um auf diese Weise die Angiogenese in den
Herden auch nicht-invasiv und repetitiv untersuchen zu kdnnen. Allerdings bietet diese Me-
thode auf Grund ihrer Auflésung nicht die Moglichkeit, die Entwicklung einzelner Blutgefalie

im Detail zu visualisieren. Daneben sind hdmodynamische Messungen nicht mdglich.

Alternativ zum Modell der intraperitonealen Endometriose kann auch das Modell der Chorio-
allantoismembran dazu genutzt werden, um die Entwicklung neuer GefalRe in ektopem En-
dometrium-Gewebe zu untersuchen [Malik et al., 2000; Maas et al., 2001; Nap et al., 2003
und 2004]. So bilden sich im Rahmen der Entwicklung eines Hihnerembryos vier Fruchthul-
len (Amnion, Dottersack, Allantois und Chorion) im Hihnerei aus [Russe, 1998]. Zunéchst
entwickelt sich die Allantois am 3. Bebritungstag aus dem Endoderm. Diese Eihlille weitet
sich bis zum 10. Tag dann zur Allantoisblase aus, wobei die mesodermale Schicht der Allan-
tois mit der mesodermalen Schicht des Chorions fusioniert und so die sogenannte Chorioal-
lantoismembran ausbildet. Darin entwickelt sich ein Gefal3netzwerk [Ribatti et al., 2001], wel-
ches mit dem Hihnerembryo in Verbindung steht und diesen mit Sauerstoff und Nahrstoffen
versorgt. Nach Er6ffnung des Hihnereis kbnnen auf diese Membran zwischen dem 5. und
15. Bebritungstag sowohl solide Gewebefragmente als auch fliissige Faktoren mit pro- bzw.
anti-angiogener Wirkung aufgebracht und analysiert werden [Ribatti et al., 1996, 2000;
Nguyen et al., 1994; Sheu et al., 1998; Brooks et al., 1999; Yokoyama et al., 2000; Celerier
et al., 2002]. Da in der friihen Phase der Embryonalentwicklung noch kein ausgebildetes
Immunsystem vorhanden ist, bietet dieses Modell den Vorteil, dass es hierbei zu keiner Ab-
stofBungsreaktion kommt. Daneben zeichnet sich das Modell durch einfache Préparation und
geringe Kosten aus. Allerdings kann der Prozess der Angiogenese hiermit nur Gber einen
kurzen Zeitraum von maximal 10 Tagen untersucht werden. Des Weiteren muss bei der In-
terpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden, dass es sich bei diesem Modell um emb-
ryonales Gewebe handelt, das sich beziiglich seines Wachstumsfaktorprofils gegebenenfalls

stark von adultem Gewebe unterscheidet.
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Das in der vorliegenden Studie erstmals vorgestellte Modell zur Analyse der Angio-
genese in Endometrioseherden in der Rickenhautkammer bietet gegeniber den herkémmli-
chen Modellen einige wesentliche Vorteile. So ist es moglich, die Entwicklung neuer Blutge-
fale in Endometrioseherden repetitiv in vivo mit Hilfe der Technik der intravitalen Fluores-
zenzmikroskopie detailliert zu visualisieren und anschlieRend computer-assistiert zu analy-
sieren. Dabei ist sowohl die Quantifizerung von morphologischen (revaskularisierte Flache,
funktionelle Kapillardichte) als auch mikrohdmodynamischen Parametern (Gefal3durchmes-
ser, Blutzellgeschwindikgeit, Blutfluss) in der Mikrozirkulation von Endometrioseherden mog-
lich. Zusatzlich kénnen auch zellulare Prozesse, wie die Interaktion von Leukozyten mit dem

GefalRendothel, untersucht werden [Laschke et al., 2005].

7.1.2. Diskussion der Untersuchungstechniken

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie kombiniert mit der Epi-llluminationstechnik ermdglicht
eine direkte Visualisierung der Mikrozirkulation. Gerade fiir dynamische Prozesse, wie die
Entwicklung neuer BlutgefalRe, stellt sie eine ideale Untersuchungstechnik dar [Leunig et al.,
1992, Menger et al., 1994; Vajkoczy et al., 2000]. Andere Verfahren wie die Mikrosphéren-
Technik [Zwissler et al., 1991], die Partialdruckmessung des Gewebesauerstoffs [Conzen et
al., 1988, 1991], die Xenon-Clearance-Technik [Hendel, 1983], die photoelektrische
Plethysmographie [Webster und Patterson, 1976], die Thermographie [Saumet et al., 1986],
die Laser-Doppler-Flowmetrie [Chavez-Cartaya et al., 1995], Farbstofftechniken [Silverman
et al., 1972] oder Techniken zur Anfertigung von Mikrokorrosionspraparaten [Forsman and
McCormack, 1992] lassen nur indirekte Aussagen Uber die Mikrozirkulation zu und wéren

daher fir die vorliegende Studie ungeeignet gewesen.

Bei der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie besteht durch den Einsatz geeigneter
Fluoreszenzfarbstoffe die Moglichkeit, das FlieRverhalten einzelner Blutbestandteile, wie
Leukozyten und Blutplattchen, zu untersuchen [Menger et al., 1992; Hoffmann et al., 1999,
2000]. Daneben kénnen Zellschaden, wie Apoptose und Nekrose, visualisiert [Westermann
et al., 1999; Harris et al., 1997] und Verdnderungen der GefaRpermeabilitat [Pries, 1988]
analysiert werden. Mit Hilfe entsprechender Bildverarbeitungstechniken kdnnen die aufge-
zeichneten Bilder am Ende des Versuchs, d.h. ohne weitere Beeinflussung des Versuchstie-
res, quantitativ ausgewertet werden [Intaglietta und Tompkins, 1972; Pries, 1988; Klyscz et
al, 1997].

Bei der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie ist darauf zu achten, dass die Versuchs-
zeit so kurz wie mdglich gehalten wird, da phototoxische Effekte auf das untersuchende Ge-

webe bei dieser Technik moéglich sind. Diese entstehen in der Hauptsache in Kombination
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mit Fluoreszenz-Kontrastmittel als phototoxische Effekte durch die Bildung freier Sauerstoff-
radikale [Povlishock et al., 1983; Penning und Dubbelman, 1994]. Im Bereich der Mikrozirku-
lation kann dies zu Blutplattchenaktivierung mit Thrombusbildung [Rosenblum, 1978; Herr-
mann, 1983], Endothelzellschaden mit Erhéhung der GefaRwandpermeabilitat [Povlishock et
al., 1983; Reed und Miller, 1988], Vasospasmus [Saetzler et al., 1997], Reduktion der funkti-
onellen Kapillardichte [Friesenecker et al., 1994] oder vermehrter Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion [Gawlowski et al., 1989; Saetzler et al., 1997] fuhren. In der vorliegende Studie
wurden daher die nach Steinbauer et al. [2000] geforderten Untersuchungsbedingungen ein-
gehalten (max. Beobachtungszeit 20-30min., tbliche Dosierung fir Rhodamin-6G und FITC-

Dextran), um die beschriebenen phototoxischen Effekte zu vermeiden.

7.2. Diskussion der Ergebnisse

7.2.1. Bedeutung von Hormonstatus und Endometrium-Fragmentgrof3e

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit konnte ein neues Modell zur Untersuchung der
Entwicklung neuer Blutgefal3e in Endometrioseherden entwickelt werden, mit dem es erst-
mals mdglich ist, die einzelnen Stadien der Angiogenese mittels intravitaler Fluoreszenzmik-
roskopie schrittweise in vivo darzustellen. Dabei zeigte sich, dass die neu gebildeten Blutge-
falle in grofen Endometrioseherden eine hohere Blutzellgeschwindigkeit und mikrovaskula-
ren Blutfluss aufweisen als die Gefal3e in kleineren Herden. Aulerdem konnte gezeigt wer-
den, dass die Ovarektomie der Versuchstiere zu einer verzdgerten Vaskularisierung und re-

duzierten Perfusion der Endometrioseherde fihrte.

Es ist bekannt, dass eine Endometriose nur in Organismen spontan entstehen kann,
bei denen eine Menstruationsblutung stattfindet, d.h. in Primaten und Menschen. Unsere
histologischen Ergebnisse stimmen jedoch mit friheren Studien Uberein, die bereits zeigen
konnten, dass isolierte Endometrium-Fragmente Endometriose-ahnliche Lasionen ausbilden,
wenn sie heterotop transplantiert werden [Maas et al., 2001; Nap et al., 2003 und 2004;
Drenkhahn et al., 2004; Awwad et al., 1999; Somigliana et al., 1999; Zamah et al., 1984;
Brunner et al., 1997].

Bezuglich der Kapillardichte wiesen die analysierten Herde in der Gruppe der unbe-
handelten Tiere im Beobachtungszeitraum von 14 Tagen deutliche Schwankungen auf, die
jedoch nicht signifikant waren. Diese Beobachtung kénnte einerseits durch die physiologi-
sche Variabilitat oder andererseits durch den viertdgigen Menstruationszyklus der Ver-
suchstiere bedingt sein. So muss davon ausgegangen werden, dass sich nicht alle Tiere

dieser Gruppe im gleichen Zyklusstadium befanden. Fir diese Interpretation der Ergebnisse
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spricht auch die Tatsache, dass die Schwankungen der Kapillardichte in der Gruppe der
hormonell synchronisierten geringer waren. Dies zeigt, dass es wichtig ist, bei Untersuchun-

gen im vorliegenden Modell die Tiere zun&achst zu synchronisieren.

Zamabh et al. [1984] und Aoki et al. [1994] fanden in ihren Untersuchungen keinen Zu-
sammenhang zwischen der Ausbildung von Endometrioseherden und dem Vorhandensein
von weiblichen Sexualhormonen. In unserer Studie konnten jedoch deutliche Unterschiede
zwischen den unbehandelten und synchronisierten Tieren einerseits und den ovarektomier-
ten Tieren andererseits festgestellt werden. So konnte durch die Ovarektomie der Tiere in
den ersten Tagen nach der Implantation der Endometrioseherde eine deutlich verzdgerte
Vaskularisierung und reduzierte funktionelle Kapillardichte beobachtet werden. Dies ist
wahrscheinlich auf den Ostrogenmangel der Tiere infolge der Ovarektomie zuriickzufiihren.
In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass Ostrogen die Angiogenese
dadurch stimulieren kann, dass es die VEGF mRNA Expression hochreguliert [Shifren et al.,
1996; Huang et al., 1998; Cullinan-Bove et al., 1993; Hyder et al., 1996]. Unsere in vivo Er-
gebnisse zeigen nun deutlich, das die ovariellen Steroidhormone entscheidend bei der Blut-
gefalRneubildung in Endometrioseherden beteiligt sind. Diese Schlussfolgerung wird auch
durch die Beobachtung gestitzt, dass durch die Gabe von GnRH Analoga die Vaskularisie-

rung von Endometrioseherden reduziert wird [Ryan et al., 1997].

Neben einer hormonellen Regulation ist auch hypoxischer Stress im vorliegenden
Modell als wichtiger angiogener Stimulus zu bertcksichtigen. So wurden die isolierten En-
dometrium-Fragmente aller Gruppen frei in die Rickenhautkammer transplantiert. Entspre-
chend wiesen die Transplantate in den ersten Tagen nach Transplantation noch keine eige-
ne Blutversorgung auf und waren daher hypoxischem Stress ausgesetzt. Es ist bekannt,
dass Hypoxie die Angiogenese durch vermehrte VEGF-Bildung induzieren kann [Sheweiki et
al., 1992]. Daher war es in der vorliegenden Studie zu erwarten, dass auch die Endometrio-
seherde in den ovarektomierten Tieren im Beobachtungszeitraum von 14 Tagen vaskulari-
sierten. Die starke Zunahme der Vaskularisierung dieser Herde zwischen Tag 2 und 4 kann
dadurch erklart werden, dass die Herde im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen bis
zum 2. Tag wesentlich mehr Hypoxie ausgesetzt waren, weil sie eine geringere vaskularisier-
te Flache und Kapillardichte aufwiesen. Hypoxie-induzierte VEGF-Freisetzung spielt daher
im vorliegenden Modell wahrscheinlich eine wesentliche Rolle. Ostrogen hat dabei eine addi-
tive Wirkung auf die Vaskularisierung der Endometrioseherde, indem es den Vaskularisie-
rungsprozess noch beschleunigt.

Im Vergleich zu den unbehandelten und synchronisierten Tieren waren die Blutzell-

geschwindigkeit und der mikrovaskulare Blutfluss in den Endometrioseherden der ovarekto-
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mierten Tiere signifikant reduziert. Dies ist am ehesten auf eine reduzierte zellulare Aktivitat
aufgrund des Ostrogenmangels zuriickzufiihren, was einen niedrigeren Sauerstoff- und
Néahrstoffbedarf dieser Herde zur Folge hat. Entsprechend dieser Interpretation wiesen die
grol3en Herde, die durch ihre Gewebemasse einen hoheren metabolischen Bedarf haben, im

Vergleich zu den kleinen Herden eine erhéhte mikrovaskuléare Perfusion auf.

Da auch die Aktivierung des Immunsystems bei der Angiogenese von Endometriose-
herden eine Rolle spielen kdnnte [Kyama et al.; 2003], wurde im ersten Abschnitt der vorlie-
genden Arbeit die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in den Endometrioseherden analy-
siert. Dabei zeigte sich jedoch in allen Gruppen, dass es in den neu gebildeten GefalR3netz-
werken der Endometrioseherde nicht zu einer vermehrten Leukozytenakkumulation kam.
Daher kann man in diesem Modell die Freisetzung von angiogenen Faktoren aus Leukozyten

als wichtigen Stimulus fur die Angiogenese ausschlieRen.

7.2.2. Bedeutung der pro-angiogenen Faktoren VEGF, FGF und PDGF

In diesem Studienabschnitt wurde nachgewiesen, dass die kombinierte Blockade der pro-
angiogenen Faktoren VEGF, FGF und PDGF zu einer deutlichen Reduktion der Vaskularisie-
rung und GroRRe von Endometrioseherden fuhrt. Fur diese Untersuchungen wurden die zwei
Tyrosinkinase-Inhibitoren SU5416 und SU6668 eingesetzt, die in friheren Studien bereits
die Angiogenese und das Wachstum von Tumoren nachweislich hemmten [Vajkoczy et al.,
1999; Laird et al., 2000; Ning et al., 2002; Bergers et al., 2003]. Die Vorteile beider Inhibito-
ren liegen in ihrer lipophilen Struktur und dem niedrigen Molekulargewicht, so dass sie
schnell das GefaRendothel durchdringen und an die intrazellularen Domanen der Tyrosinki-
nase-Rezeptoren binden kdnnen [Fong et al., 1999]. Dabei wurden fir diese Arbeit Dosie-
rungen von SU5416 (25mg/kg) und SU6668 (75mg/kg) eingesetzt, fur die bereits in friheren
Studien eine gute Wirkung ohne Toxizitat nachgewiesen werden konnte [Fong et al., 1999;
Ning et al., 2002].

Die Behandlung der Versuchstiere mit SU6668 fulhrte zu einer signifikanten Redukti-
on der GrdlRe und Dichte neugebildeter GefalRnetzwerke innerhalb der Endometrioseherde.
Dabei ist zu beachten, dass SU6668 ein Angiogenese-Inhibitor ist, der im Gegensatz zu
SU5416 nicht nur den VEGF Rezeptor VEGFR-2 auf Endothelzellen blockiert, sondern auch
auf die Rezeptoren FGFR-1 und PDGFR-R auf Stromazellen und Perizyten wirkt. Daher zei-
gen unsere Ergebnisse, dass erst durch eine Hemmung der Interaktion zwischen Endothel
und perivaskularen Zellen die Vaskularisierung in ektopem Endometriumgewebe effektiv

reduziert werden kann [Laschke et al., 2006a].
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Ein wichtiger Schritt bei der Angiogenese ist die Ausreifung neugebildeter Kapillaren,
die durch Anlagerung von stabilisierenden Perizyten an die GefaRwand gekennzeichnet ist.
Bei diesem Vorgang ist insbesondere der pro-angiogene Faktor PDGF beteiligt [Sato et al.,
1993; Lindahl et al., 1997]. Die Inhibition von PDGF kann daher zu Perizytenmangel und
infolgedessen zur Instabilitdt der GefalRwand fuhren [Hellstrém et al., 2001; Papetti und
Herman, 2002]. Ubereinstimmend konnte in der vorliegenden Arbeit durch immunhistoche-
mische Farbung von Desmin nachgewiesen werden, dass in den Endometrioseherden der
SU6668-behandelten Tiere keine Perizyten an den neugebildeten Gefal3en angelagert wa-
ren. Dies fUhrte zu unreifen, massiv dilatierten GefaRen mit unregelmafiger Wandstruktur in
der intravitalmikroskopischen Darstellung. Im Gegensatz dazu wiesen die Kontrollgruppe und
die SU5416-behandelten Tiere homogene GefalRdurchmesser auf. Sie reduzierten sich im
Rahmen des angiogenen Prozesses wahrend des Beobachtungszeitraumes auf 11um, was

indirekt ein Nachweis fiir die Reifung der Gefalle darstellt.

In einer friheren Studie konnte gezeigt werden, dass die alleinige Inhibition von
VEGF zu einer deutlichen GroRenreduktion von Endometrioseherden fiihrte [Hull et al.,
2003]. Dieses Ergebnis konnte in der vorliegenden Studie nicht reproduziert werden. Durch
die Hemmung von VEGF kam es zwar zu einer signifikanten Abnahme der Gefal3dichte, die
GrolRe der revaskularisierten Flache zeigte jedoch in den SU5416-Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe interessanterweise keine signifikanten Unterschiede. Auch die Herdgrél3e war
in der SU5416- und in der Kontrollgruppe identisch. Dies bestatigt die Tatsache, dass in der
Pathogenese der Endometriose noch weitere pro-angiogene Faktoren eine wichtige Rolle
spielen missen [Huang und Yeh, 1994; Fujimoto et al., 1999; Piva und Sharpe-Timms, 1999;

Ryan et al., 1995], die in dieser Studie die Inhibition von VEGF kompensieren konnten.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieses Studienabschnitts, dass die kombi-
nierte Blockade der angiogenen Faktoren VEGF, PDGF und FGF wesentlich besser die
Vaskulariserung von Endometrioseherden hemmt als die einfache Inhibition von VEGF. Da-
her kdnnte die kombinierte Gabe von anti-angiogenen Substanzen, die zeitgleich auf unter-
schiedliche Mechanismen der Angiogenese einwirken, eine effektive neue Therapiestrategie

in der Behandlung der Endometriose darstellen.

7.2.3. Einfluss des selektiven Cyclooxygenase-2-Inhibitors NS398

In diesem Studienabschnitt konnte nachgewiesen werden, dass durch eine selektive Cycloo-
xygenase-2-Inhibition die GroRe und die funktionelle Kapillardichte von Endometrioseherden
deutlich reduziert werden kann. Die Cyclooxygenase spielt bei der Prostaglandinsynthese

eine wichtige Rolle. Seit 1972 ist bekannt, dass es 2 Formen der Cyclooxygenase, COX-1
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und COX-2, gibt [Smith and Lands, 1972; Lysz et al., 1982 und 1988; Simmons et al., 2004].
Zu Beginn der Neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts wurde die kristalline Struktur beider
Cyclooxygenasen aufgedeckt. Beide unterscheiden sich durch eine unterschiedliche Grol3e
und Lokalisation im Organismus. Im Gegensatz zur COX-1 findet man die COX-2 vorwie-
gend in den Endothelzellen proliferierender und arteriosklerotischer Gefal3e sowie in entzin-
detem Gewebe und Tumorgewebe [Sano et al., 1992; Schonbeck et al., 1999; Simmons et
al., 2004].

Aus friheren Studien ist bekannt, dass auch in Endometrioseherden vermehrt COX-2
hochreguliert ist [Deguchi et al., 2001; Ota et al., 2001; Chishima et al., 2002]. Daneben
konnte in Tumorstudien gezeigt werden, dass durch COX-2-Inhibition die Angiogenese ge-
hemmt werden kann [Williams et al., 2000]. Dabei werden generell zwei mdgliche Mecha-
nismen diskutiert. So fuhrt die Hemmung von COX-2 einerseits zu einer verminderten Aus-
schittung von pro-angiogenen Wachstumsfaktoren wie VEGF [Williams et al., 2000]. Ande-
rerseits ware es mdglich, dass eine COX-2-Inhibition zur Ausbildung von Mikrothrombosen
fuhrt [Mukherjee et al., 2001]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl
am Tag 2 als auch am Tag 14 nach Transplantation von Endometrium-Fragmenten in die
Ruckenhautkammer durch COX-2-Inhibition die VEGF-Expression in den Herden signifikant
reduziert wurde, was am ehesten die verminderte Kapillardichte der Herde zwischen Tag 7
und 14 erklaren kdnnte. Im Gegensatz hierzu konnten in den histologischen Praparaten kei-
ne Mikrothrombosen in den neu gebildeten GefalRen der Herde nachgewiesen werden. Da-
her kann dieser Mechanismus als Erklarung fur die schlechtere Vaskularisierung der Endo-
metrioseherde in der NS398-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe ausgeschlossen wer-
den [Laschke et al., 2007]

Daneben zeigte die Western Blot Analyse der Herde in der NS398-Gruppe am 2. Tag
eine reduzierte PCNA Expression und erhdhte Expression der aktivierten Caspase-3. Diese
Ergebnisse zeigen, dass durch eine Inhibition von COX-2 die Zellproliferation gehemmt und
gleichzeitig die Apoptose verstarkt wird. Ahnliche Ergebnisse konnten bereits im Tumormo-
dell beobachtet werden [Samaha et al., 1997; Tsujii et al., 1995; DuBois et al., 1996]. Inte-
ressanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nur am 2. Beobachtungstag ein
deutlicher Anstieg der Apoptose nachgewiesen werden. Am Tag 14 waren die Ergebnisse
dagegen mit der Kontrollgruppe vergleichbar. Dies kénnte dadurch bedingt sein, dass insbhe-
sondere in den ersten Tagen nach Transplantation der Endometrium-Fragmente in die RU-
ckenhautkammer Apoptose stattfand, weil zu diesem Zeitpunkt die Transplantate vermehrter

Hypoxie ausgesetzt waren.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Inhibition der COX-2 einen vielver-
sprechenden Ansatz in der Behandlung der Endometriose darstellt. Dabei kdnnten die Pati-
entinnen sowohl von der anti-proliferativen und anti-angiogenen Wirkung eines COX-2-
Inhibitors profitieren als auch von dessen analgetischer Wirkung. Ein weiterer wichtiger Vor-
teil von COX-2-Inhibitoren gegeniber der konventionellen medikamentdsen Endometriose-
Therapie ware, dass hierbei nicht in den Hormonhaushalt der Patientinnen mit all den assozi-

ierten Nebenwirkungen eingegriffen werden muf3te.

7.2.4. Einfluss des Immunsuppressivums Rapamycin

Rapamycin (Sirolismus) wurde vor 25 Jahren in einer Bodenprobe der Osterinsel ,Rapa Nui*
entdeckt [Morris, 1992]. Es gehort zur Gruppe der Makrolidantibiotika, welches aus dem
Bakterium Streptomyces hygroscopicus gewonnen wird. Rapamycin ist ein 31-gliedriges
Makrolid und gehort zu einer neuen Klasse therapeutischer Agentien mit immunsuppressiven
und anti-kanzerogenen Eigenschaften [Kirken und Wang, 2003; Guba et al., 2002, 2005b;
Yakupoglu und Kahan, 2003]. Rapamycin wird derzeit hauptsachlich zur Verhinderung der
OrganabstofRung nach einer Nieren-, Leber- und Herztransplantation in Kombination mit Cor-

ticosteroiden und Cyclosporin eingesetzt [Camardo, 2003].

Rapamycin wirkt Gber eine Komplexbildung mit dem mTOR-Protein (,mammalian
Target of Rapamycin®); [Abraham und Wiederrecht, 1996], einer 282kDa groBen Phospho-
inositid-3-Kinase. Dies hemmt die nachfolgende Aktivierung und anschlieBende
Proteinsynthese der S6-Kinase. Die Aktivierung des ribosomalen Protein S6 unterbleibt
dadurch. Durch die Hemmung von mTOR wird die Aktivierung der p34cdc2 Kinase gehemmt
und die Komplexbildung mit Cyclin E unterbleibt. Als Folge kénnen die T-Zellen nicht von der
G1-Phase in die S-Phase des Zellzykluses (ibergehen [Sigal und Dumont, 1992]. Weiterhin
kann durch die Blockade des mTor-Proteins Interleukin-2 nicht an seinen Rezeptor binden,
was eine Hemmung der Lymphozytenaktivierung zur Folge hat.

In diesem Studienabschnitt wurde die Wirkung von Rapamycin auf Endometrioseher-
de analysiert. Aus anderen Studien, die in Tumoren durchgefiihrt wurden, ist bekannt, dass
Rapamycin die VEGF Produktion und damit die Angiogenese hemmt [Guba et al., 2002].
Diesen Effekt untersuchten wir in vivo in den Endometrium-Fragmenten, welche in die RU-
ckenhautkammer transplantiert wurden. Dabei zeigte sich auch im Falle der Endometriose-
herde die anti-angiogene Wirkung des Rapamycins, was zu einer signifikant reduzierten
Netzwerkflache und funktionellen Kapillardichte in den Endometrium-Transplantaten nach 14
Tagen Beobachtungszeit fihrte. Des Weiteren konnte die anti-angiogene Wirkung in der vor-
liegenden Arbeit auch in vitro mit Hilfe des Aorten-Ring-Assays nachgewiesen werden
[Laschke et al., 2006D].
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Neben einer verminderten VEGF Expression konnte Guba et al. [2005b] im Tumor-
modell auch zeigen, dass die Behandlung mit Rapamycin zu einer vermehrten Mikrothrom-
bosierung von neugebildeten TumorgefalRen fiihrte. Dieses Ergebnis konnte im Falle der hier
untersuchten Endometrioseherde nicht beobachtet werden. So zeigte die histologische Ana-
lyse der Herde in Rapamycin-behandelten Tieren, dass die neugebildeten Blutgefal3e alle mit
Erythrozyten perfundiert waren ohne Anzeichen auf Plattchen- und Fibrinablagerungen in
den Gefalllumina. Daher ist davon auszugehen, dass die beobachtete anti-angiogene Wir-
kung des Rapamycins auf Endometrioseherde hauptséachlich durch eine verminderte Frei-
setzung von VEGF vermittelt wird. Da jedoch neben VEGF noch andere pro-angiogene
Wachstumsfaktoren in der Pathogenese der Endometriose beteiligt sind [Taylor et al., 2002],
konnte in der vorliegenden Arbeit die Vaskularisierung der Herde durch Rapamycin-

Behandlung nicht vollstandig gehemmt werden.

Interessanterweise wurden wahrend des 14-tagigen Beobachtungszeitraumes in den
Endometrioseherden der Rapamycin-Gruppe vergroRerte Kapillardurchmesser im Vergleich
zur Kontrollgruppe festgestellt. Dies kénnte einerseits durch eine mangelnde Ausreifung der
GefalRe verursacht werden. So kommt es normalerweise im Rahmen der Angiogenese zu
einer Abnahme der Durchmesser neugebildeter GefalRe im Zeitverlauf, da sich wandstabili-
sierende Perizyten an die GefalRe anlagern [Rissau, 1997; Carmeliet, 2000; Laschke et al.,
2002]. Falls dieser Prozess gestort ist, fuhrt dies jedoch zu WandunregelmaRigkeiten in den
GeféalRen, was in einer grol3en Heterogenitat der GefalRdurchmesser zum Ausdruck kommt
(siehe auch Abschnitt 7.2.2.). Diese Beobachtung konnte jedoch im Falle der Rapamycin-
behandelten Gruppe nicht gemacht werden. Daher scheint die beobachtete Vasodilatation
eher ein adaptiver Mechanismus zu sein, der wie bereits im Tumormodell beschrieben [Ry-
schisch et al., 2004] dazu fuhrt, dass die endotheliale Austauschflache fir Sauerstoff und
Nahrstoffe in den Endometrioseherden zunimmt und so die verschlechterte Vaskularisierung
teilweise kompensiert wird. Entsprechend wiesen die Gefal3e in den Endometrioseherden
der Rapamycin-Gruppe am Tag 14 im Vergleich zur Kontrolle auch einen erhéhten Blutfluss
auf. Dieser Effekt ist nicht spezifisch fir Endometrioseherde anzusehen, da er auch bei Tu-
moren beobachtet wird, die mit anti-angiogenen Substanzen behandelt werden [Vajkoczy et
al., 1999].

Neben der anti-angiogenen Wirkung des Rapamycins konnte in der vorliegende Studie an-
hand von Western Blot Analysen gezeigt werden, dass eine Rapamycin-Behandlung auch
die Zellproliferation in Endometrioseherden hemmt. Dabei zeigte die immunhistochemische
Farbung der Endometrioseherde, dass dies hauptsachlich fir stromale und endotheliale Zel-

len gilt. Dies ist ein Uberraschendes Ergebnis, da in friheren Studien eine anti-proliferative
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Wirkung des Rapamycins erst bei sehr hohen Dosen (100-400mg/kg/Tag i.p.) beschrieben
wurde [Wiederrecht et al., 1995; Eng et al., 1984]. In der vorliegenden Arbeit wurde dagegen
eine relativ niedrige Dosis von 1,5mg/kg KG verwendet, fur die bereits in Tumorstudien eine
optimale anti-angiogene Wirkung gezeigt werden konnte [Guba et al., 2005a]. Des Weiteren
berichtete Stephan et al. [2004] in einer Studie, dass Rapamycin in Pankreas-Tumorzellen
vermehrt Apoptose induzierte. Dies wurde jedoch im Falle der hier untersuchten Endometri-
oseherde nicht gezeigt. Aufgrund der diskrepanten Ergebnisse zu frilheren Studien kann
daher nicht ausgeschlossen werden, dass die Wirkung von Rapamycin auf Zellproliferation
und Apoptose insbesondere auch vom untersuchten Gewebetyp abhangig ist. In diesem Fal-
le kdnnte Rapamycin moéglicherweise als ein selektives anti-angiogenes Medikament einge-

setzt werden, sowohl fir die Behandlung von Tumoren als auch von Endometrioseherden.

7.2.5. Schlussfolgerung und klinische Perspektiven

Im Rahmen der vorliegenden experimentellen Arbeit konnte ein neues Modell zur Untersu-
chung der Angiogenese in Endometrioseherden etabliert werden. Mit diesem in vivo Modell
ist es erstmalig moglich, sdmtliche Schritte der Angiogenese in Endometrioseherden mittels
der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie repetitiv zu analysieren. Dabei kbnnen sowohl mor-
phologische und hdmodynamische als auch zellulare Aspekte systematisch untersucht wer-
den.

Aus den gewonnenen Erkenntnissen dieser Arbeit geht hervor, dass mit diesem Mo-
dell einerseits die Einflisse des Hormonsystems und andererseits die Bedeutung verschie-
dener pro-angiogener Wachstumsfaktoren in der Pathogenese der Endometriose untersucht
werden kdnnen. Des Weiteren eignet sich dieses Modell hervorragend dazu, die anti-
angiogene Wirkung verschiedener Medikamente, die bereits im klinischen Einsatz sind (wie
z.B. Cyclooxygenase-2-Inhibitoren oder Rapamycin), auf die Entwicklung von Endometriose-
herden zu analysieren. Daher kénnte dieses neue Endometriose-Modell zukinftig einen
wichtigen Beitrag dazu leisten, um neue anti-angiogene Therapiestrategien in der Behand-
lung der Endometriose zu entwickeln, die sich im klinischen Einsatz mdglicherweise durch
geringere Nebenwirkungen und héhere Effektivitat im Vergleich zu den konventionellen Be-

handlungsmethoden auszeichnen.
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