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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Endometriose ist eine hormonabhängige Erkrankung, bei der sich Gebärmutterschleimhaut (En-

dometrium) außerhalb der Gebärmutterhöhle (Cavum uteri) befindet. Häufige Lokalisationen sind

hierbei das Peritoneum im kleinen Becken, die Haltebänder der Gebärmutter, die Eierstöcke (Ovarien)

und der Douglasraum. Je nach Lokalisation leiden die betroffenen Patientinnen an unterschiedlichen

Beschwerden. Mitunter können sie auch asymptomatisch sein. Leitsymptome sind eine schmerzhafte

Menstruation (Dysmenorrhö), Zyklusanomalien, wie Menorrhagie und Hypermenorrhö, Schmerzen

beim Geschlechtsverkehr (Dyspareunie) und vor allem chronische Unterbauchschmerzen. Oftmals

geht eine Infertilität mit der Erkankung einher. Aufgrund des Einflusses von Östrogen auf das hor-

monsensitive Endometriumgewebe manifestieren sich die Beschwerden hauptsächlich bei Frauen im

gebärfähigen Alter. Hohe Prävalenzen finden sich mit 25-50% bei infertilen Frauen, wobei von einer

weltweiten Prävalenz von 6-10% ausgegangen wird. Ätiologisch betrachtet gibt es verschiedene Theo-

rien, welche die Entstehung einer Endometriose erklären. Die geläufigste Theorie stammt dabei von

Sampson. Demnach wird durch retrograde Menstruation das Endometriumgewebe durch die Eileiter

(Tuben) in die Bauchhöhle transportiert und wächst dort an.

Nach neuesten Erkenntnissen sind hormonelle, immunologische und entzündliche Prozesse in der

Pathogenese der Endometriose von großer Bedeutung. Entsprechend weist sie Gemeinsamkeiten zu

Tumorerkrankungen auf, obwohl sie eine benigne Erkrankung ist. Ein entscheidender Prozess ist das

Wachstum von Gewebe (Proliferation) in Verbindung mit der Bildung neuer Blutgefäße (Angioge-

nese), denn für die Proliferation ist eine Versorgung mit Nährstoffen über die Blutgefäße essenziell.

Somit konzentriert sich die Endometriose-Forschung in den letzten Jahren zunehmend auf Behand-

lungsmöglichkeiten, welche anti-angiogene und anti-proliferative Therapieansätze beinhalten. Bereits

vorhandene anti-angiogene Medikamente, die auch zur onkologischen Behandlung eingesetzt werden,

weisen allerdings erhebliche Nebenwirkungen auf und können die weiblichen Reproduktionsorgane

stark beeinträchtigen. Ein Fokus liegt daher auf Phytosubstanzen, welche die proliferativen und an-

giogenen Signalwege signifikant hemmen können und meist besser verträglich sind.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Wirkungen der Phytosubstanzen Ellagsäure (ES) und Indol-

3-Carbinol (I3C) auf das Wachstum und die Angiogenese von Endometrioseherden im Mausmodell

zu untersuchen. Hierzu wurden uterine Gewebeproben aus Spendermäusen syngen in die Bauchhöhle

von BALB/c-Mäusen transplantiert. Während des gesamten Untersuchungszeitraumes erhielten die

Tiere täglich eine intragastrale Substanzapplikation. Die Wirkung der Phytosubstanzen auf die En-

dometrioseherde wurde jeweils in zwei Experimenten mit einem Untersuchungszeitraum von 7 und

28 Tagen analysiert. Über einen Zeitraum von 28 Tagen wurde einmal wöchentlich die Größenent-
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wicklung der Endometrioseherde sonographisch analysiert. Danach wurden die Herde exzidiert und

für weitere histologische, immunhistochemische und molekularbiologische Untersuchungen aufberei-

tet. Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbungen ermöglichten dabei die Beurteilung der Gewebemorphologie.

Mittels cluster of differentiation (CD)31-Färbung wurde die Blutgefäßdichte der Endometrioseher-

de bestimmt. Zusätzliche Ki67-Färbungen dienten der Quantifizierung proliferierender Stroma- und

Drüsenzellen und Ki67/CD31-Doppelfärbungen der Bestimmung proliferierender Endothelzellen in

den Endometrioseherden. Zur Beurteilung von anti-angiogenen, anti-inflammatorischen und anti-

proliferativen Effekten wurde außerdem die Expression verschiedener Proteine mittels Western Blot

bestimmt.

In einem ersten Studienabschnitt wurde die Wirkung von ES auf das transplantierte Uterusgewebe

untersucht. Hierbei zeigte sich eine verringerte Wachstumsrate der induzierten Endometrioseherde

nach 21 Tagen im Ultraschall. Zurückzuführen ist dies auf eine Hemmung der stromalen Proliferation

nach 7 Tagen und eine Tendenz zur Inhibition der Angiogenese nach 28 Tagen. Es konnte dabei eine

erhöhte Expression von vascular endothelial growth factor (VEGF) und vascular endothelial growth

factor receptor (VEGFR)2 in den ES-behandelten Tieren nachgewiesen werden. Dies kann als nega-

tive Rückkopplung des Gewebes auf die Unterdrückung der Angiogenese durch ES gedeutet werden.

Des Weiteren ist es denkbar, dass ES die Apoptose förderte und somit zur Wachstumshemmung der

Endometrioseherde beitrug, da eine erhöhte Expression von nuclear factor-kappa B (NF-κB) in den

ES-behandelten Tieren nachgewiesen wurde.

In einem zweiten Studienabschnitt wurde die Wirkung von I3C auf das transplantierte Uterusgewebe

untersucht. Hierbei konnte ebenfalls eine frühe Hemmung der Proliferation stromaler Endometri-

umzellen an Tag 7 festgestellt werden. Des Weiteren inhibierte I3C an Tag 7 die endotheliale Zell-

proliferation, was folglich zu einer geringeren Gefäßdichte an Tag 28 führte. Als anti-proliferativer

Wirkmechanismus konnte hierbei die Hemmung des phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)-Signalwe-

ges durch I3C nachgewiesen werden. Dieser Signalweg ist ein zentraler Regulator der Zellproliferation.

Des Weiteren wurde in Western Blot-Analysen sowohl eine verringerte Expression von VEGFR2 als

auch des nachgeschalteten Targets phosphorylated extracellular-signal regulated kinase (pERK) in

I3C-behandelten Endometrioseherden gefunden. Dieses Ergebnis zeigt, dass I3C ein wirksamer Inhibi-

tor dieses Signalweges ist, welcher bekanntermaßen die Angiogenese in Endometrioseherden reguliert.

Diese Ergebnisse zeigen erstmalig, dass ES und I3C die Größenprogredienz von Endometrioseherden

in vivo hemmen, indem beide Substanzen die Zellproliferation und Angiogenese über unterschiedliche

Mechanismen inhibieren. Somit stellen beide Substanzen vielversprechende Kandidaten zur zukünf-

tigen Behandlung der Endometriose dar.
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2 Summary

Endometriosis is a hormone-dependent disease, in which endometrial tissue (endometrium) is found

outside the uterine cavity (cavum uteri). Common localizations are the peritoneum in the pelvis, the

ligaments of the uterus, the ovaries and the pouch of Douglas. The symptoms vary depending on

the localization. Sometimes patients may also be asymptomatic. However, the main symptoms are

painful menstruation (dysmenorrhea), cycle abnormalities, such as menorrhagia and hypermenorrhea,

pain during intercourse (dyspareunia), infertility and, above all, chronic pelvic pain. Due to the in-

fluence of estrogens on the hormone-sensitive endometrial tissue, the symptoms are mainly found in

women of childbearing age. High prevalence rates of 25-50% are found in infertile women, assuming

a worldwide prevalence of 6-10%. From an etiological point of view, there are various theories that

can be responsible for the development of the disease. The most common theory is from Sampson.

According to his theory, a retrograde menstruation is suspected, during which endometrial cells are

carried along the fallopian tubes into the abdominal cavity, where they start to grow.

According to the latest findings, hormonal, immunological and inflammatory processes are of major

importance in the pathogenesis of endometriosis. Therefore, it shares similarities to the development

and progression of tumor diseases, although it represents a benign disease. A crucial process is the

growth of tissue (proliferation) in connection with the formation of new blood vessels (angiogenesis),

because the supply of nutrients via blood vessels is essential for proliferation. Thus, in recent years,

endometriosis research has increasingly focused on treatment options that include anti-angiogenic

and anti-proliferative therapeutic approaches. However, existing anti-angiogenic drugs, which are also

used for oncological treatment, have considerable side effects and can strongly influence the female

reproductive organs. This problem may be overcome by the use of phytosubstances, which can signi-

ficantly suppress proliferative and angiogenic signaling pathways and are usually better tolerated in

terms of their side effects.

Therefore, the aim of this thesis was to investigate the effects of the phytosubstances ellagic acid

(ES) and indole-3-carbinol (I3C) on the growth and angiogenesis of endometriotic lesions in a mouse

model. For this purpose, uterine tissue samples were syngeneically transplanted into the abdominal

cavity of BALB/c mice. During the entire study period, the animals received a daily intragastric ap-

plication of the compounds. Over a period of 28 days, the size of the newly developing endometriotic

lesions was analyzed sonographically once a week. At the end of the experiments, tissue samples

were excised and further processed for histological, immunohistochemical and molecular biological

investigations. Hematoxylin-eosin (HE) staining enabled the analysis of tissue morphology. By means

of cluster of differentiation (CD)31 stainings the microvessel density of endometriotic lesions was
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assessed. In addition Ki67 stainings were used to quantify proliferating stromal and glandular cells

and Ki67/CD31 double stainings to determine proliferating endothelial cells within the lesions. For

the assessment of anti-angiogenic, anti-inflammatory or anti-proliferative effects, the expression of

various proteins was determined by means of Western blot.

In the first section of this thesis, the effect of ES on the transplanted uterine tissue samples was

examined. After 21 days, a reduced growth rate of the induced endometriotic lesions was detected

by means of ultrasound. This was due to the inhibition of stromal proliferation after 7 days and a

tendency towards the suppression of angiogenesis after 28 days. An increased expression of vascular

endothelial growth factor (VEGF) and vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR)2 was

detected in animals treated with ES. This may be interpreted as a negative feedback loop of the

tissue as reaction to the suppression of angiogenesis by ES. Furthermore, it is conceivable that ES

promotes apoptosis by upregulating the expression of nuclear factor-kappa B (NF-κB) and thus,

contributes to the growth inhibition of endometriotic lesions, as an increased expression of NF-κB

was detected in ES-treated animals.

In the second section of this thesis, the effect of I3C on the transplanted uterine tissue samples was

investigated. An early inhibition of the proliferation of stromal endometrial cells was found on day 7.

Furthermore, I3C inhibited the proliferation of endothelial cells on day 7, which resulted in a lower

microvessel density on day 28. Two different signaling pathways can be considered as a possible anti-

proliferative mechanism of action of I3C. On the one hand, I3C inhibits the PI3K signaling pathway

and on the other hand, I3C downregulates VEGFR2, whereby the extracellular-signal regulated kinase

(ERK) signaling pathway is also inhibited.

These findings demonstrate for the first time that ES and I3C reduce the growth of endometriotic

lesions in vivo, because both substances inhibit proliferation and angiogenesis via different mecha-

nisms. Accordingly, they represent promising candidates for the future treatment of endometriosis.
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3 Einleitung

3.1 Endometriose

3.1.1 Definition und Epidemiologie

Die Endometriose ist eine hormonabhängige, gynäkologische Erkrankung, welche gehäuft bei Frauen

im gebärfähigen Alter auftritt. Sie basiert auf dem Vorkommen von Endometriumgewebe außerhalb

der Gebärmutterhöhle, das sich vorwiegend in der Bauchhöhle ansammelt [AWMF, 2013]. Dieses

ektope Endometriumgewebe wird als Endometrioseherd bezeichnet. Die Endometrioseherde führen

dabei zu einer chronischen Entzündungsreaktion [Weyerstahl und Stauber, 2007]. Weltweit liegt die

Prävalenz der Erkrankung bei 6-10%, wobei von allen infertilen Frauen 25-50% betroffen sind [Bulletti

et al., 2010]. Allerdings wird aufgrund häufiger asymptomatischer Verläufe eine viel höhere Prävalenz

vermutet [Rawson et al., 1991]. Die weiblichen Geschlechtshormone Östrogen und Progesteron tragen

zum Progress der Endometrioseherde bei [Dizerega et al., 1980]. Jenseits des Klimakteriums sowie bei

präpubertären Frauen tritt die Endometriose daher eher seltener auf [Weyerstahl und Stauber, 2007].

Einen fördernden Einfluss auf die Erkrankung haben Risikofaktoren, wie z. B. eine frühe Menarche,

eine kürzere Zykluslänge (< 27 Tage), ein verlängerter Menstruationsfluss sowie erhöhter Koffein-

und Alkoholkonsum [Cramer und Missmer, 2002]. Außerdem tritt die Endometriose auch gehäuft bei

verwandten Personen und Asiatinnen auf, dafür aber weniger bei dunkelhäutigen Frauen. Dahinge-

gen sollen eine erhöhte Parität und eine Verringerung der Östrogenspiegel, z. B. durch regelmäßiges

körperliches Training, das Risiko, an einer Endometriose zu erkranken, reduzieren [Cramer und Miss-

mer, 2002]. Die Behandlung der Endometriose stellt eine große wirtschaftliche Herausforderung dar.

Angesichts von 5-Jahres-Rezidivraten von 40-50% sind vor allem die langjährige Behandlungsdauer

und die damit verbundenen Kosten ein wichtiger wirtschaftlicher Aspekt [Guo, 2009].

3.1.2 Einteilung und Symptomatik

Die Einteilung der Endometriose erfolgt in Abhängigkeit verschiedener Kriterien. Anhand der Lo-

kalisation unterscheidet man zwischen einer Endometriosis genitalis interna, Endometriosis genitalis

externa und Endometriosis extragenitalis [Albrecht, 1955]. Die Endometriosis genitalis interna wird

auch als Adenomyosis uteri bezeichnet und bezieht sich nur auf Endometriumgewebe im Myometrium

und im Abgangsbereich der Tuben. Die Endometriosis genitalis externa beschreibt Endometrioseher-

de in den weiblichen Geschlechtsorganen, wie Ovarien, Tuben, Vagina und Vulva, ebenso wie in den

Sakrouterinbändern, im Perineum, im Douglas-Raum und dem Peritoneum (Abb. 1). Alle weiteren

Lokalisationen der Endometriose, wie beispielsweise in Harnblase, Darm mit Appendix vermiformis,
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Bauchnabel, Retroperitoneum, Zwerchfell, Lunge, Muskel und Gehirn, werden unter dem Begriff der

Endometriosis extragenitalis zusammengefasst [Suginami, 1991; Sarma et al., 2004; Saberi et al.,

2009]. Die häufigsten Lokalisationen finden sich mit 67% im Ovar, 46% in den Sakrouterinbändern,

32% in der Fossa ovarica, 30% im Douglas-Raum und 21% an der Harnblase [Audebert et al., 2018].

Abbildung 1: Mögliche Lokalisationen von Endometrioseherden [Breckwoldt et al., 2008].

Neben der Einteilung anhand der Lokalisation lässt sich die Endometriose auch in eine oberflächlich-

peritoneale, eine ovarielle und eine tief-infiltrierende Endometriose gliedern. Zudem besteht die Mög-

lichkeit, Endometrioseherde nach ihrer Farbe und Aktivität in rote, braunschwarze und weiße Herde

oder gemischte Erscheinungsformen einzuteilen [AWMF, 2013]. Gut vaskularisierte Endometrioseher-

de erscheinen makroskopisch rot. Im Gegenteil dazu stellt eine braunschwarze Läsion eine inaktive

Form dar, bei der vor allem hämosiderintragende Makrophagen zum Erscheinungsbild beitragen. Die

nachfolgende Fibrose aufgrund der entzündlichen Reaktion führt schließlich zu weißlich aussehenden,

vernarbten Herden [Donnez et al., 2013]. Zu dem typischen Erscheinungsbild einer Endometriose ge-

hören auch die bräunlichen Teer-/Schokoladenzysten im Ovar, welche Menstrualblut enthalten und

sich sonographisch als homogene Zysten darstellen [Kupfer et al., 1992].

Generell können Patientinnen asymptomatisch sein oder sehr unspezifische Symptome aufweisen.

Dadurch wird die Diagnose der Endometriose häufig erschwert, sodass Jahre zwischen dem Auftre-

ten der ersten Symptome und der endgültigen Diagnosestellung vergehen können [Hadfield et al.,

1996]. Die Beschwerden korrelieren dabei nicht mit dem Ausprägungsgrad der Endometriose, son-

dern sind eher von der Lokalisation der Endometrioseherde abhängig [Gruppo Italiano per lo Studio

dell’ Endometriosi, 2001]. Kennzeichnende Symptome dieser Erkrankung sind Zyklusanomalien, wie

Menorrhagie und Hypermenorrhö, sowie die Dysmenorrhö, welche mit einer Häufigkeit von 60-88%
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ein Leitsymptom ist [Ballard et al., 2008; Ebert, 2008]. Zusätzlich leiden die Patientinnen meist an

zyklusunabhängigen Beschwerden, wie z. B. chronischen Unterbauchschmerzen, Gliederschmerzen

oder Dysurie [Stratton und Berkley, 2011]. In Assoziation zur Endometriose lässt sich auch häu-

fig eine Infertilität sowie ein erhöhtes Risiko für eine Extrauteringravidität als Folge einer gestörten

Ovarialfunktion feststellen [Jarrell, 2004; Rana et al., 2013; Donnez et al., 2016]. Charakteristisch

ist auch die Dyspareunie, welche auf die Reizung von Nervenfasern, die in den Endometrioseherden

nachgewiesen werden können, zurückzuführen ist [Mechsner et al., 2007]. Ab der Menopause bes-

sern sich die Beschwerden oftmals, da die Endometrioseherde aufgrund des Östrogenmangels weniger

aktiv sind [Cumiskey et al., 2008].

3.1.3 Diagnostik und Klassifikation

Trotz intensiver Suche nach neuen Biomarkern mit besonderem Fokus auf verschiedene Zytokine

existiert bisher keine eindeutige, nichtinvasive Diagnostik der Endometriose [Coutinho et al., 2019].

Je nach Lokalisation lässt sich ein Herd mittels Ultraschall (Abb. 2A) oder in der Magnetreso-

nanztomographie (MRT) nachweisen. Für die eindeutige Bestimmung ist der histologische Nachweis

aber unabdingbar, wofür eine Biopsie während einer Laparoskopie oder Laparotomie notwendig ist

(Abb. 2B) [Walter et al., 2001; Stratton et al., 2003].

Abbildung 2: Erscheinungsbild verschiedener Endometrioseherde. A: Sonographische Darstellung einer Endometriose
des Ovars (Stern) [Montanari et al., 2020]. B: Laparoskopische Aufnahme von Endometrioseherden am Peritoneum
(Pfeile) [Juhasz-Böss et al., 2014].

Die operative Untersuchung ist zudem eine Voraussetzung für eine korrekte Stadieneinteilung dieses

Krankheitsbildes. Dazu werden vier Klassifikationssysteme unterschieden. Die international am häu-

figsten verwendete Stadieneinteilung ist die der revised American Society for Reproductive Medicine

(rASRM), früher American Fertility Society (AFS) genannt. Mit Hilfe eines Punktesystems werden

hierbei die Anzahl, Größe, Lokalisation und Verwachsungen der Endometrioseherde in die Stadien I-IV

eingeteilt [American Society for Reproductive Medicine, 1997]. Jedoch berücksichtigt diese Klassifi-

kation nicht die tief-infiltrierenden Endometrioseherde, weshalb bei diesen Formen auf den ENZIAN-

Score zurückgegriffen wird. Dieser wird ebenfalls in vier Stadien eingeteilt, fokussiert jedoch haupt-

sächlich auf die retroperitoneale Endometriose [Tuttlies et al., 2005]. Der Endometriosis Fertility

Index (EFI) beinhaltet eine genauere Voraussage zur Schwangerschaftsrate, wenn sich unfruchtbare
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Frauen mit Endometriose einer chirurgischen Operation unterziehen [Adamson und Pasta, 2010].

Zusätzlich gibt es noch die vereinfachte Endometrioseeinteilung nach der Endoscopic Endometriosis

Classification (EEC), bei dem die Stadieneinteilung anhand des schwerwiegendsten endoskopischen

Befundes erfolgt [Steck et al., 2004].

3.1.4 Ätiologie

Das Krankheitsbild der Endometriose wurde erstmals 1690 von dem deutschen Mediziner Daniel

Shroen erwähnt, wobei er von „Geschwüren“ berichtete, die sich zwischen Blase, Darm und den Ute-

rusbändern verteilten [Knapp, 1999]. Ende des 19. Jahrhunderts wurden dann derartige Geschwüre

von Thomas Cullen und Carl von Rokitansky als eine Form der „Adenomyosis“ bezeichnet, ebenso

wie die von Friedrich von Recklinghausen gefolgerte Theorie zur Entstehung der Adenomyome aus

„Überbleibseln des Wolffischen Körpers“ [Von Rokitansky, 1860; Cullen, 1896; Von Recklinghausen,

1896]. Weitere Ausführungen folgten 1903, in denen Robert Meyer von einer Narbenendometriose

sowie einer Endometriose im Dickdarm und in einem Lymphknoten berichtete [Meyer, 1919]. Erst

im Jahr 1925 etablierte Oskar Frankl den Begriff der „Adenomyosis Uteri“ und grenzte somit die

Adenomyose von der klassischen Endometriose ab [Benagiano et al., 2014]. Bisher ist die genaue Ur-

sache der Endometriose noch nicht ausreichend geklärt. Über die Jahre wurden jedoch verschiedene

Theorien zur Entstehung postuliert.

So stellte bereits 1899 William W. Russel die sogenannte Embryonalrest-Theorie auf. Darin vermutet

er, dass die Entdeckung von endometrialem Gewebe in den Ovarien auf dem Vorhandensein von un-

typischen Anteilen des Müller-Gangs beruht [Russel, 1899]. Ähnliche Überlegungen kommen auch bei

der Coelom-Metaplasie-Theorie nach Robert Meyer zum Tragen. Diese bezieht sich auf die embryo-

nalen Zellen des Coelom-Epithels, welche zur späteren Tunica Serosa der Pleura-/Peritonealhöhle

differenzieren. Infolge verschiedener Stimuli, beispielsweise hormoneller Faktoren oder einem inflam-

matorischen Prozess, könne dieses Epithel laut Meyer zu endometrialen Zellen metaplasieren [Meyer,

1919; Samartzis et al., 2012]. Die Lymphatische Metastasierung nach Halban wurde 1925 etabliert.

Diese Theorie besagt, dass das Endometrium infolge lymphogener Streuung zu den jeweiligen Orga-

nen gelangt [Halban, 1925]. Javert entwickelte außerdem die sogenannte Kombinationstheorie, bei

der es sich um einen Zusammenschluss aus einigen der oben genannten Theorien handelt. Hierbei

soll sowohl die lymphatische und hämatogene Streuung als auch die direkte retrograde Exfoliati-

on endometrialer Zellen in die Bauchhöhle zur Ausbreitung des endometrialen Gewebes beitragen

[Javert, 1949]. Aus dem Jahr 1955 stammt die Induktionstheorie von Levander. Diese besagt, dass

chemische Botenstoffe aus dem Endometrium durch verschiedene Umweltfaktoren undifferenzierte

Zellen zur Bildung von Endometrium aktivieren können [Levander und Normann, 1955]. Die En-

dometriotic-Disease-Theorie nach Koninckx postuliert, dass vor allem das inflammatorische Milieu,
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welches in der Peritonealflüssigkeit von Patientinnen nachweisbar ist, fördernd für die Entstehung

von Endometrioseherden ist [Koninckx et al., 1998]. Nachdem in einer Studie eine Überexpression

des Enzyms Aromatase in Endometrioseherden gefunden wurde, wurde auch das Aromatase-Konzept

nach Bulun aufgestellt. Dieses hebt hervor, dass es vor allem infolge der Aromatase-Überexpression

zur lokal verstärkten Östrogensynthese und dadurch zu einer vermehrten Zellproliferation innerhalb

der Endometrioseherde kommt [Bulun et al., 2004]. Auf Grundlage der kurz zuvor veröffentlichten

Archimetratheorie, bei der sich endometriale Zellen aufgrund einer Dysfunktion der Archimetra aus

der Basalschicht herauslösen und außerhalb des Cavum uteri anwachsen, wurde die Tissue Injury And

Repair-Theorie (TIAR) nach Leyendecker entwickelt [Leyendecker et al., 1998]. Basierend auf den

autonomen Muskelkontraktionen des Uterus vermutete Leyendecker, dass die Hyperperistaltik der

Uterusmuskulatur Mikrotraumen verursacht, aus denen herausgelöste Endometriumzellen an andere

Lokalisationen verschleppt werden. Infolge physiologischer Reparationsmechanismen und lokal erhöh-

ten Östrogenspiegeln kommt es dort zu einem infiltrierenden Wachstum der Zellen mit chronischer

Inflammation [Leyendecker et al., 2009].

Die heutzutage wohl gängigste und weltweit am meisten verbreitete Theorie wurde 1927 als Im-

plantationstheorie von Sampson aufgestellt. Hierbei postulierte er, dass abgestoßenes Endometrium

infolge einer retrograden Menstruation über die Tuben in den Bauchraum gelangt und schließlich

an verschiedenen Stellen der Bauchhöhle adhäriert [Sampson, 1927]. Für diese Hypothese sprechen

mehrere Beobachtungen. Zum einen konnte Menstruationsblut bei Patientinnen mit Endometriose in

der Peritonealflüssigkeit nachgewiesen werden [Halme et al., 1984]. Zum anderen entspricht die ana-

tomische Verteilung der Endometrioseherde in Bezug auf deren Prädilektionsstellen dem retrograden

Menstruationsfluss. Weiterhin ist eine Endometriose bei Frauen mit Uterusanomalien häufiger, was

die Vermutung nahelegt, dass das Menstruationsblut in diesen Fällen schlecht vaginal abfließen kann

und sich daher eher den retrograden Weg über die Tuben sucht [Burney und Giudice, 2012].

3.1.5 Pathogenese

Ausgehend von Sampsons Implantationstheorie lässt sich bei ca. 90% aller Frauen Menstruationsblut

im Peritonealraum feststellen [Halme et al., 1984]. Jedoch entwickelt nicht jede Frau eine Endo-

metriose. Es wird daher angenommen, dass bei den meisten Frauen das Immunsystem mit seinen

zellulären peritonealen Abwehrmechanismen das ektope Endometriumgewebe im Menstrualblut ent-

fernen kann [Koninckx et al., 1998]. Bei einer herabgesetzten Immunität in Form einer reduzierten

Aktivität von natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und einer verminderten Anzahl an T-Zellen in der

Peritonealflüssigkeit ist dies jedoch möglicherweise beeinträchtigt [Steele et al., 1984; Oosterlynck

et al., 1991]. Hieraus resultiert eine chronische Inflammation mit einer erhöhten Anzahl an Makro-

phagen und erhöhten Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen, wie dem tumor necrosis
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factor (TNF)-α [Badawy et al., 1984; Halme, 1989].

Zusätzlich ist der Eisenstoffwechsel bei Patientinnen mit Endometriose verändert. So konnten ein

Eisenüberschuss und höhere Hämoglobinkonzentrationen in der Peritonealflüssigkeit von Endome-

triose-Patientinnen nachgewiesen werden [Van Langendonckt et al., 2002]. Eisen ist ein Induktor

für oxidativen Stress, welcher durch ein Ungleichgewicht von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und

Antioxidantien entsteht und wiederum eine Inflammation begünstigt. Dadurch wird der Progress des

Krankheitsbildes gefördert [Scutiero et al., 2017].

Des Weiteren lassen sich im ektopen Endometrium generell unterschiedliche Isoformen von Östro-

gen- und Progesteronrezeptoren als im eutopen Endometrium nachweisen [Brandenberger et al.,

1999; Attia et al., 2000]. So finden sich in Endometrioseherden oftmals höhere Expressionen der

Östrogenrezeptoren (ER)β sowie eine Aromatase-Überexpression, infolgedessen sich lokal erhöhte

Östrogenkonzentrationen ergeben, die ebenfalls das Wachstum des ektopen Endometriums fördern

[Zeitoun et al., 1998; Bulun et al., 2012]. Aus diesem Grund ist möglicherweise auch das Risiko einer

malignen Entartung bei Frauen mit Endometriose erhöht [Kobayashi et al., 2011].

Das Wachstum von Endometrioseherden ist ein komplexer Prozess, der vielen molekularen Mecha-

nismen unterliegt und durch verschiedene Faktoren gefördert werden kann. Neben der chronischen

Inflammation und den lokal erhöhten ER-Spiegeln ist vor allem die Angiogenese von zentraler Be-

deutung für das Wachstum der Endometrioseherde. Angiogenese bezeichnet die Entwicklung neuer

Blutgefäße durch Sprossung aus bereits bestehenden Blutgefäßen und ist für die Versorgung des Ge-

webes mit Nährstoffen essenziell [Adair und Montani, 2010]. In Endometrioseherden wird die Angio-

genese durch pro- und anti-angiogene Faktoren reguliert [Carmeliet, 2000]. Nach Verschleppung von

Endometriumgewebe in die Bauchhöhle kommt es oft zur chronischen Inflammation durch aktivierte

peritoneale Makrophagen. Diese schütten proinflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-1β aus,

wodurch Stromazellen des Endometriums zur Expression angiogener Wachstumsfaktoren angeregt

werden [Chung und Han, 2022]. Einer der bedeutendsten Faktoren ist vascular endothelial growth

factor (VEGF). Dieser wird vorwiegend durch die Stromazellen des Endometriumgewebes sezerniert

und bindet an vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR)2 auf den Endothelzellen, infolge-

dessen intrazelluläre pro-angiogene Signalwege stimuliert werden [Laschke et al., 2006b]. So konnte

bereits nachgewiesen werden, dass bei Endometriose-Patientinnen erhöhte VEGF-Konzentrationen in

der Peritonealflüssigkeit sowie im ektopen Endometriumgewebe vorhanden sind [Donnez et al., 1998].

Weitere angiogene Wachstumsfaktoren mit einem signifikanten Einfluss auf die Endometriose sind

fibroblast growth factor (FGF), transforming growth factor (TGF)-β, platelet-derived growth fac-

tor (PDGF), hepatocyte growth factor (HGF), Erythropoietin (EPO) und insulin-like growth factor

(IGF)-1 [Surrey und Halme, 1991; Ferriani et al., 1993; Küpker et al., 1998; Matsuzaki et al., 2001;
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Sokolov et al., 2005; Khan et al., 2006]. Die pro-angiogenen Signalwege bewirken schließlich eine

Endothelzellproliferation und -migration. Dabei kommt es zu einer Auflösung der Basalmembran und

der extrazellulären Matrix bereits vorhandener Blutgefäße [Folkman, 1984]. Die Endothelzellen dieser

Gefäße migrieren in das Interstitium, was zur Bildung von Gefäßsprossen führt. Die Endothelzellen

hinter dem migrierenden Endothel der Sprossen proliferieren und führen so zu einer Verlängerung

des Gefäßsprosses. Anschließend stabilisieren Perizyten die Wand des neu entstandenen Blutgefäßes

[Laschke et al., 2006b; Wagener und Müller, 2010]. Eine Hemmung dieses angiogenen Prozesses

stellt einen vielversprechenden Therapieansatz zur Behandlung der Endometriose dar.

3.1.6 Therapie

Nach den Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaf-

ten (AWMF) richtet sich die Therapieempfehlung nach der Lokalisation der Endometriose [AWMF,

2013].

Zu Beginn der Therapie stehen an erster Stelle konservative bzw. pharmakologische Behandlungsan-

sätze. So ist in der frühen Phase der Erkrankung meist die rein symptomatische Behandlung mit nicht

steroidalen Antiphlogistika (NSAID) die medikamentöse Therapie der ersten Wahl. Diese haben zwar

keinen direkten Einfluss auf die Endometrioseherde, zeigen jedoch eine gute analgetische Wirkung bei

Dysmenorrhö [Halis et al., 2006]. Eine Alternative bieten endokrine Therapieoptionen. Dazu zählen

orale Kontrazeptiva, wie z. B. Dienogest oder Desogestrel, welche eine Suppression des Östrogen-

spiegels bewirken und so zu einer Wachstumshemmung der Endometrioseherde führen [Nothnick et

al., 2010]. Östrogen-Gestagen-Präparate senken das Risiko einer proliferierenden Endometriose, in

dem sie zu einem gleichbleibend niedrigen Östrogenspiegel beitragen [Hali et al., 2006]. Gestagene

in Form der Minipille oder Hormonspirale können ebenso verabreicht werden. Diese bewirken eine

Atrophie des Endometriums und eine Verdickung des Zervixsekrets, wobei sie die Ovulation in der

Regel nicht verhindern [Fedele et al., 2001]. Eine weitere Therapieoption bieten die Gonadotropin-

Releasing-Hormon (GnRH)-Agonisten, wie z. B. Buserelin oder Goserelin [Brown et al., 2010]. Hierbei

werden durch eine Überstimulation der Hypophyse weniger follikelstimulierendes Hormon (FSH) und

luteinisierendes Hormon (LH) in die Blutbahn freigesetzt, wodurch die Ovarien weniger Östrogene se-

zernieren [Halis et al., 2006]. Als relevante Nebenwirkung dieser Präparate ist vor allem die Abnahme

der Knochendichte zu erwähnen, weshalb zusätzlich eine Add-back Therapie erfolgen sollte, bei der

niedrig dosierte Östrogene substituiert werden [Edmonds, 1996]. GnRH-Antagonisten, wie Cetrore-

lix, führten in ersten klinischen Studien ebenfalls zu einer Regression von Endometrioseherden und

zeigten weniger Nebenwirkungen bei den Patientinnen [Küpker et al., 2002]. Eine früher sehr gängige

Therapieform der Endometriose war das Testosteronpräparat Danazol. Es führte zu einer Atrophie

des Endometriumgewebes bei Senkung des Östradiolspiegels und gleichzeitigem Anstieg des Testo-
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steronspiegels [Floyd, 1980]. Aufgrund häufiger androgener Nebenwirkungen, wie Gewichtszunahme,

Hirsutismus und Akne, ist die Anwendung dieses Präparates zunehmend in den Hintergrund gerückt

[Farquhar, 2007].

Sollten die oben genannten medikamentösen Therapieformen erfolglos sein, folgt die operative, vor-

zugsweise laparoskopische, Entfernung der Endometrioseherde [AWMF, 2013]. Langfristig zeigt sich

dabei ein verbessertes Therapieergebnis in Bezug auf die Schmerzen der Patientinnen [Jacobson

et al., 2009]. Allerdings gewährleistet eine chirurgische Intervention keine absolute Beschwerdefrei-

heit, da hierdurch weitere Komplikationen, wie postoperative Verwachsungen oder Fisteln, entstehen

können [Minelli et al., 2009]. Weitere mögliche Operationsstrategien, die vor allem der Schmerzlin-

derung dienen, sind die laparoscopic uterine nerve ablation (LUNA) oder die präsakrale Neurektomie

(PSN) [Proctor et al., 2005]. Im Hinblick auf die dauerhaften Erfolge hat sich jedoch die Drei-

Phasen-Therapie bewährt. Hierbei erfolgt eine initiale Laparoskopie mit daran anschließender drei-

bis sechsmonatiger endokriner Therapie und finaler Re-Laparoskopie zur Endsanierung [Mettler und

Schmutzler, 2007].

3.2 Forschung

In der Endometrioseforschung wird nach weiteren Therapieoptionen zur Behandlung der Erkrankung

gesucht. So wurden in den letzten Jahren vermehrt Aromatase-Inhibitoren der 3. Generation in kli-

nischen Studien getestet. Diese eignen sich vor allem bei älteren Patientinnen als gezielte Therapie,

da das Enzym Aromatase größtenteils im Fettgewebe von postmenopausalen Frauen und in hohen

Konzentrationen in ektopen Endometrioseherden zu finden ist [Slopien und Mczekalski, 2016]. Aller-

dings zeigen sich auch bei dieser Therapieform die typischen, durch Östrogenmangel hervorgerufenen

Nebenwirkungen, wie beispielsweise die Abnahme der Knochendichte [Bulun et al., 2004]. Des Wei-

teren konnte in Tierversuchen bereits eine Größenreduktion von Endometrioseherden durch selektive

Östrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM) erzielt werden. Je nachdem, welcher Generation der jewei-

lige SERM angehört, bindet dieser vermehrt an ERα oder ERβ und kann dadurch abhängig vom

Zielgewebe entweder eine östrogene oder anti-östrogene Wirkung hervorrufen. Allerdings ist die An-

wendung von SERM in klinischen Studien bislang noch wenig erforscht [Khine et al., 2018].

Aufgrund der Vielzahl an hormonellen Nebenwirkungen während einer endokrinen Therapie, die durch

eine Verringerung des Östrogenserumspiegels ausgelöst werden, konzentriert sich die Forschung in

den letzten Jahren vermehrt auf alternative Behandlungsmöglichkeiten. So befassen sich z. B. meh-

rere Studien mit Immunmodulatoren zur Behandlung der Endometriose [Kotlyar et al., 2019]. Hierzu

zählen Lipoxin A4, Rapamycin und Pentoxifyllin [Laschke et al., 2006a; Vlahos et al., 2010; Xu et

al., 2012]. Weiterhin wurde bereits für Wachstumsfaktor-Inhibitoren, wie z. B. SU6668 und Beva-
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cizumab, in tierexperimentellen Studien untersucht, ob sie einen anti-angiogenen Effekt auf Endo-

metrioseherde ausüben [Laschke et al., 2006b; Ricci et al., 2011]. Weitere Studien analysierten den

Einfluss von Endostatin, 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase-Inhibitoren, wie Simvas-

tatin, und Dopaminagonisten, wie Cabergolin, auf die Entwicklung von Endometrioseherden [Nap et

al., 2004; Bruner-Tran et al., 2009; Delgado-Rosas et al., 2011; Feng et al., 2012]. Auch Inhibitoren

der Proteinkinase CK2, von Enzymen, wie Cyclooxygenase (COX)-2, und Inhibitoren des Peroxisom-

Proliferator-aktivierten Rezeptors zeigten in tierexperimentellen Studien bereits eine hemmende Wir-

kung auf das Wachstum von chirurgisch-induzierten Endometrioseherden in Nagetieren [Laschke et

al., 2007; Olivares et al., 2011; Feng et al., 2012]. Viele der genannten Substanzen haben eine anti-an-

giogene Wirkung. Allerdings kann diese anti-angiogene Wirkung das weibliche Fortpflanzungssystem

stören, da die Bildung neuer Blutgefäße als physiologischer Prozess beim Erwachsenen hauptsäch-

lich in den weiblichen Reproduktionsorganen stattfindet [Reynolds et al., 1992]. Daher fokussiert

sich die Forschung vermehrt auf Alternativen, die ein günstigeres Nebenwirkungsprofil aufweisen.

Hierzu wurden in den letzten Jahren vermehrt pflanzliche Extrakte und einzelne Phytosubstanzen

untersucht. Diese sind gut verträglich und in der Regel auch nebenwirkungsarm. Vor allem der anti-

inflammatorische und analgetische Wirkmechanismus pflanzlicher Arzneimittel ist in Bezug auf die

Endometriose von hohem Interesse [Wieser et al., 2007]. Beispielsweise übt das Polyphenol Resver-

atrol eine inhibitorische Wirkung auf die Expression angiogener Wachstumsfaktoren aus und hemmt

in vitro die Proliferation von Endometriosezellen [Bruner-Tran et al., 2011]. Entsprechend konnte

Resveratrol bereits in ersten klinischen Studien in Kombination mit oralen Kontrazeptiva erfolgreich

gegen Dysmenorrhoe eingesetzt werden [Maia et al., 2012]. Ebenfalls von hohem therapeutischen

Potenzial ist das Flavonoid Epigallocatechin-3-gallat, welches in verschiedenen in vitro und in vivo

Endometriosemodellen anti-angiogen wirkte, indem es die Expression von VEGF hemmte [Lasch-

ke et al., 2008]. Weitere Phytosubstanzen, wie Curcumin, Puerarin, Quercetin, Ginsenoside und

4-Hydroxybenzylalkohol, zeigten ebenfalls anti-angiogene, anti-inflammatorische oder anti-prolifera-

tive Effekte in tierexperimentellen Endometriosemodellen [Meresman et al., 2021]. Folglich konnte

in diesen Experimenten bereits ein vermindertes Größenwachstum der Endometrioseherde durch die

Applikation dieser Phytosubstanzen festgestellt werden. Daher wird der Einsatz dieser Substanzen

in zukünftigen klinischen Studien an Endometriose-Patientinnen diskutiert [Meresman et al., 2021].

Auch Ellagsäure (ES) und Indol-3-Carbinol (I3C) gehören zu den Phytosubstanzen und sind bisher

im Kontext der Endometriose in vivo wenig erforscht. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher,

den Einfluss von ES und I3C auf die Entwicklung und Vaskularisierung von Endometrioseherden im

Mausmodell zu untersuchen.
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3.3 Substanzen

3.3.1 ES

ES (Abb. 3) ist ein Polyphenol und entsteht durch Hydrolyse von Ellagitanninen mittels Ellagitannin-

Acylhydrolase. Ellagitannine sind eine der vier Hauptgruppen der Tannine, welche als phenolische

Verbindungen in Pflanzen vorkommen. Dabei liegt ES in den Pflanzen sowohl in seiner freien Form

als auch als Teil der Ellagitannine vor [Landete, 2011; Aguilar-Zárate et al., 2018]. ES findet man

z. B. in Granatäpfeln, Kakis, Himbeeren, Erdbeeren, Pfirsichen, Pflaumen, Walnüssen und Mandeln,

wobei ES auch in vielen Heilpflanzen, wie z. B. im Pflanzenextrakt des Blauen Eukalyptus (Euca-

lyptus globulus), nachweisbar ist [García-Niño und Zazueta, 2015; Derosa et al., 2016]. Bei dem

Verzehr wird ES im oberen Gastrointestinaltrakt absorbiert, über einen First-Pass-Effekt zu Methyl-

ester, Dimethylester und Glucuronide metabolisiert und schließlich über die Niere eliminiert [Kang et

al., 2016].

Bestehend aus vier Hydroxylgruppen und zwei Lactonen als hydrophile Einheit sowie zwei Kohlenwas-

serstoffringen als lipophile Einheit ist ES ein Chromendionderivat und daher schlecht wasserlöslich.

Allerdings ermöglichen diese Eigenschaften eine Wirkung als Antioxidans. ES eliminiert ROS und

hemmt die pro-oxidative Wirkung von Metallen, wie Eisen, durch einen Chelatbildungsprozess. So

werden freie Radikale von ES abgefangen und der oxidative Stress verringert [Ríos et al., 2018].

Abbildung 3: Strukturformel von ES.

Oxidativer Stress ist eng mit Inflammation verbunden [Biswas, 2016]. Bei der Entstehung inflamma-

torischer Prozesse ist der Transkriptionsfaktor NF-κB von großer Bedeutung. NF-κB liegt im Zytosol

ruhender Zellen oft in seiner inaktiven Form gebunden an Inhibitor-κB (IκB)-Proteine vor [Büchel,

2021]. Oxidativer Stress oder inflammatorische Zytokine, wie IL-1 oder TNF-α, stimulieren die Akti-

vierung von NF-κB. Dabei wird IκB phosphoryliert und degradiert, wodurch NF-κB in den Zellkern

transloziert und so die Transkription von Akute-Phase-Proteinen, weiterer pro-inflammatorischer Me-

diatoren, wie TNF-α, IL-6, COX-2, oder Wachstumsfaktoren, wie VEGF und PDGF, induziert [Um-

esalma und Sudhandiran, 2010; Büchel, 2021]. Der Einfluss von ES auf NF-κB wird in der Literatur

jedoch kontrovers diskutiert. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass ES die Expression von NF-κB
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dosisabhängig hemmt. So wurde in einer in vivo Studie an Kolonkarzinomzellen in Ratten nachgewie-

sen, dass nach Behandlung der Tiere mit ES die Proteinexpression von NF-κB in den Zellen reduziert

wird. Erklärt wurde dieses Ergebnis damit, dass die Kolonkarzinomzellen mittels 1,2-Dimethylhydrazin

induziert wurden, was zu erhöhten Expressionen von NF-κB führte und so die Inflammation sowie

oxidativen Stress begünstigte. Durch die anschließende Behandlung mit ES konnte die Expression

von NF-κB in den Zellen reduziert werden, da ES anti-oxidativ wirkt [Umesalma und Sudhandiran,

2010]. Auch in einer weiteren in vivo Studie an Ratten, welche einer Inflammation ausgesetzt wurden,

konnte eine reduzierte Expression von NF-κB nach Gabe von ES nachgewiesen werden [El-Shitany et

al., 2014]. Allerdings zeigte eine andere in vitro Studie an Pankreaszellen, dass ES keinen Einfluss auf

NF-κB ausübt. Vermutet wurde hierbei, dass die Aktivierung von NF-κB zell- und stimulusspezifisch

ist, sodass ES nur während einer akuten Inflammation einhergehend mit oxidativem Stress hemmend

auf die Expression von NF-κB wirkt [Masamune et al., 2005]. Ebenso kontrovers wird der Einfluss

von ES auf COX-2 diskutiert. In einer tierexperimentellen Studie konnte eine reduzierte COX-2-

Expression im Kolongewebe von Tieren mit chronischer Colitis unter der Behandlung mit ES nach-

gewiesen werden [Derosa et al., 2016]. In einer anderen in vivo Studie an Mäusen, bei denen mittels

Indomethacin gastroenterologische Ulzera induziert wurden, wurde jedoch eine erhöhte Expression

von COX-2 nach Gabe von ES nachgewiesen, obwohl die Expression anderer pro-inflammatorischer

Zytokine, wie TNF oder IL-6, durch die Behandlung mit ES reduziert war [Chatterjee et al., 2012]. In

der beschriebenen Sudie führte die erhöhte Expression von COX-2 zu einer vermehrten Stimulierung

von Wachstumsfaktoren, wie VEGF, die zu einer vermehrten Angiogenese beitrugen und letztendlich

die Heilung von gastroenterologischen Ulzera förderten [Chatterjee et al., 2012].

Neben anti-oxidativen und anti-inflammatorischen Eigenschaften werden ES auch anti-atherogene

und neuroprotektive Wirkungen zugeschrieben. So wirkt ES anti-hyperlipidämisch, indem es indirekt

die Serumspiegel von Triglyceriden, Gesamtcholesterin und den Anteil von low density lipoprotein

(LDL) und very low density lipoprotein (VLDL) verringert. Zudem zeigte ES auch leberprotektive Ei-

genschaften im Hinblick auf eine Reihe von Pharmaka, Toxinen und Viren. Dazu zählen beispielsweise

Alkohol, Cisplatin, Cyclosporin, Rifampicin, Isoniazid, Quecksilber, Paracetamol sowie Hepatitis-B-

und C-Viren [García-Niño und Zazueta, 2015; Salem et al., 2016]. Weiterhin konnte eine anti-hyper-

glykämische und anti-hypertensive Wirkung nachgewiesen werden. Daher ist ES auch von großem

Interesse in Bezug auf Diabetes mellitus und kardiovaskuläre Erkrankungen [Da Silva Pinto et al.,

2010; Jordão et al., 2017].

In der vorliegenden Arbeit war insbesondere die Wirkung von ES auf das Zellwachstum von großem

Interesse. In bisherigen Tumorstudien wurde durch die Gabe von ES eine signifikante Hemmung der

Proliferation von Brust- und Endometriumkarzinomzellen erzielt [Chen et al., 2015; Abdelazeem et
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al., 2017]. Dabei wurde die Proliferation der Brustkrebszellen mittels eines Zellzyklusarrest in der

G0/G1-Phase bzw. G2/M-Phase unterdrückt [Chen et al., 2015]. In einer kürzlich von Mc Cormack

et al. [2020] publizierten in vitro Studie konnte ebenfalls ein hemmender Einfluss von ES auf das

Wachstum von endometrialen Stromazellen über einen Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase nachge-

wiesen werden. Eine weitere in vitro Studie an Prostatakarzinomzellen zeigte nach ES-Gabe eine

erhöhte Expression wichtiger Proteine mit inhibitorischer Wirkung auf den Zellzyklus, wie p21, p27,

cyclin dependent kinase (CDK)-2 und Cyclin E, während die Proteinexpression von Cyclin D1 und

B1 sowie CDK-1 verringert war [Naiki-Ito et al., 2015]. Die Regulation des Zellzyklus und damit die

Hemmung der Zellproliferation stellt somit einen weiteren Wirkmechanismus von ES dar.

Darüber hinaus wird die Induktion der intrinsischen Apoptose von ES beeinflusst. Diese wird durch ei-

ne Destabilisierung des mitochondrialen Membranpotentials verbunden mit einer Hemmung der B-cell

lymphoma (Bcl)-2 Proteine induziert. Daraus resultiert eine Cytochrom-c-Freisetzung und eine nach-

folgende Aktivierung von Caspase (Casp)-3, -8 und -9, welche die Apoptose vermitteln [Cory und

Adams, 2002]. Es konnte sowohl in humanen Prostatakarzinomzelllinien als auch in humanen Ade-

nokarzinomzellen des Kolons nachgewiesen werden, dass ES die Proteinexpression von Bax, Casp-3

und Cytochrom-c induziert, während die Bcl-2-Expression gehemmt wird [Naiki-Ito et al., 2015; Um-

esalma et al., 2015]. Weiterhin konnten bei der Behandlung humaner kolorektaler Karzinomzellen

mit ES inhibitorische Effekte auf den PI3K/Proteinkinase B (AKT)-Signalweg in in vitro und in vivo

Studien nachgewiesen werden. Die Inaktivierung des PI3K/AKT-Signalweges durch ES führt eben-

falls zu einer Unterdrückung der Bcl-2-Expression [Umesalma und Sudhandiran, 2011; Umesalma et

al., 2015]. Somit wird der intrinsische Signalweg der Apoptose von ES über mehrere Mechanismen

eingeleitet.

Ein weiterer Wirkmechanismus von ES ist die Hemmung des ERK-Signalweges. Mehrere Studien

weisen darauf hin, dass ES die Phosphorylierung von ERK inhibiert, was folglich die Proliferation

hemmt [Masamune et al., 2005; Eskandari et al., 2016]. So konnte nach Gabe von ES die Prolifera-

tion von Prostatakarzinomzellen durch Hemmung des ERK-Signalweges inhibiert werden [Eskandari

et al., 2016]. Jedoch zeigte eine andere in vitro Studie, dass ES die Expression von ERK in huma-

nen Glioblastomzellen hochreguliert. Dies hatte zur Folge, dass ES zur Förderung der Apoptose in

humanen Glioblastomzellen beitrug [González-Sarrías et al., 2010; Wang et al., 2016].

Weiterhin konnte für ES in mehreren Studien eine anti-angiogene Wirkung nachgewiesen werden. So

konnte in verschiedenen in vivo Studien an unterschiedlichen Tumoren eine Hemmung der Expression

von VEGF sowie VEGFR2 durch ES gezeigt werden [Kowshik et al., 2014; Ceci et al., 2016].

Aufgrund dieser anti-inflammatorischen, anti-proliferativen und anti-angiogenen Eigenschaften stellt

ES eine vielversprechende Phytosubstanz zur Therapie der Endometriose dar.
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3.3.2 I3C

I3C (3-(Hydroxymethyl)indol) (Abb. 4) entsteht durch den Abbau von Glucobrassicin (Indolyl-methyl

Glucosinolat) durch Myrosinase. Glucobrassicin ist ein Derivat aus glucosinolathaltigen Lebensmit-

teln (Glucosinolaten), die zur Familie der Kreuzblütler (Brassicaceen) gehören. Wichtige Vertreter der

Kreuzblütler sind Kohlgemüse, wie Weiß-, Rot-, Grün-, Rosen- und Blumenkohl, Wirsing, Brokkoli,

Kohlrabi, Kohlrübe, Kresse, Senf, Radieschen, Meerrettich und Raps. Dabei enthalten alle genann-

ten Gemüse jeweils unterschiedliche Konzentrationen an Indol-Glucosinolaten. Bei dem Verzehr von

I3C wird dieses im sauren Magenmilieu zu verschiedenen Metaboliten umgewandelt. Hierzu zählen

3,3’-Diindolylmethan (DIM), Indolylcarbazol (ICZ), 2-(Indol-3-ylmethyl)-3,3’-diindolylmethan (LT),

5,6,11,12,17,18-Hexahydro-cyclononan-triindol (CT) und 1-(3-Hydroxymethyl)-indolyl-3-indolylme-

than (HI-IM) [Grose und Bjeldanes, 1992; Schmandke, 2005].

Abbildung 4: Strukturformel von I3C.

Vor allem DIM kommt hierbei eine große Bedeutung zu, da es als Hauptmetabolit bei der Verstoff-

wechslung von I3C als primär zirkulierende Verbindung im Plasma nachgewiesen werden kann. I3C

lässt sich kurzzeitig im Plasma nachweisen, wird aber schnell absorbiert und metabolisiert [Anderton

et al., 2004; Reed et al., 2006]. Um eine gute Bioverfügbarkeit von I3C zu erzielen, sollten daher

höhere Dosierungen gewählt werden. Bislang wurden bereits Dosierungen zwischen 400-800 mg/Tag

über 2 Monate an Menschen getestet, wobei sich eine gute Verträglichkeit zeigte [Reed et al., 2005].

Seit einigen Jahren werden sekundäre Pflanzenstoffe, wie I3C, auch als gesundheitsfördernde Nah-

rungsergänzungsmittel vermarktet [Ampofo et al., 2018]. Dies ist darauf zurückzuführen, dass I3C

bereits seit den 70er Jahren als chemopräventives Mittel angesehen wird [Wattenberg und Loub,

1978]. So belegen in vitro und in vivo Studien einen anti-kanzerogenen Effekt dieser Substanz in

diversen Tumoren, wie z. B. Brust-, Zervix- und Endometriumkarzinomen, sowie ein verringertes

Brustkrebsrisiko nach Einnahme von indolhaltigen Kohlgemüsesorten [Grubbs et al., 1995; Weng et

al., 2008; Lu et al., 2012; Thomson et al., 2016]. Auch für die aus I3C entstandenen Metaboliten

(DIM, CT, LT und ICZ) wurden anti-kanzerogene Wirkungen nachgewiesen [Schmandke, 2005].

Die intrazellulären Mechanismen, welche dabei von I3C beeinflusst werden, wurden in verschiedenen
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in vitro und in vivo Studien identifiziert. So konnte eine pro-apoptotische Wirkung von I3C durch die

Aktivierung des intrinsischen Signalweges nachgewiesen werden. Rahman et al. [2000] konnten zei-

gen, dass I3C die Bcl-2-Expression in Brustkrebszellen vermindert und eine Überexpression von Bax

induziert. Das dadurch verschobene Verhältnis von Bax zu Bcl-2 begünstigt die Apoptose. Weiterhin

konnte bei I3C-behandelten Leukämiezellen eine erhöhte Casp-8 ,-3 und -9 Aktivität nachgewiesen

werden [Lu et al., 2012]. Dies zeigt, dass I3C auch den extrinsischen Signalweg der Apoptose indu-

zieren kann.

Ein weiterer bedeutsamer Signalweg, der infolge des Einflusses von I3C ebenfalls zur Induktion von

apoptotischen Prozessen führt, ist der PI3K/AKT-Signalweg. Hierbei wird PI3K über Wachstumsfak-

toren aktiviert. Danach vermittelt PI3K eine Phosphorylierung und damit die Aktivierung von AKT,

wodurch zum einen die Zellproliferation stimuliert und zum anderen die Apoptose gehemmt wird. So

wird das Überleben der Zelle gesichert [Wymann und Pirola, 1998]. Auch Wachstumsfaktoren, wie

der epidermal growth factor (EGF), induzieren eine Aktivierung von AKT. I3C hingegen hemmt die

Expression der EGF-Rezeptoren sowie deren Autophosphorylierung, sodass auch die EGF-induzierte

Phosphorylierung von PI3K ausbleibt. Weiterhin hemmt I3C die Phosphorylierung und die damit

einhergehende Aktivierung der AKT-Kinase [Chinni und Sarkar, 2002]. Somit fördert I3C über die

Inhibition des PI3K/AKT-Signalwegs ebenfalls die Apoptose.

Die Regulation des Zellzyklus und die damit verbundene Proliferation der Zellen ist ein weiterer An-

griffspunkt von I3C. Neben der Induktion eines G0/G1-Arrestes senkte die Behandlung mit I3C die

Proteinexpression von Cyclin A und Cyclin E und stimulierte die Proteinexpression von p53 sowie

dem CDK-Inhibitor p21 in einem in vitro Leukämiezellmodell [Lu et al., 2012]. Zusätzlich konnte

nachgewiesen werden, dass I3C die Expression von CDK-2 und CDK-6 in Brustkrebszellen inhibiert,

wodurch ebenfalls ein G1-Arrest induziert wird [Cover et al., 1998]. Ein weiterer Signalweg, über

den I3C anti-proliferative Effekte ausübt, ist die ERK1/2-Signalkaskade. ERK1/2 zählt zu den MAP-

Kinasen und trägt über die Aktivierung von Wachstumsfaktoren zur Proliferation bei [Cargnello und

Roux, 2011]. Dazu konnten Kunimasa et al. [2010] zeigen, dass I3C und sein Metabolit DIM die

Phosphorylierung von ERK1/2 hemmen.

Durch I3C ausgelöste anti-angiogene Effekte werden in der Literatur ebenfalls beschrieben. Für die

Angiogenese ist vor allem dessen Stimulation durch wachstumsfördernde Faktoren notwendig, die eine

Endothelzellproliferation und -migration bewirken. Studien berichten von einem inhibitorischen Ein-

fluss von I3C auf die VEGF-Sekretion und eine daraus resultierende Inaktivierung von AKT, wodurch

die Zellproliferation gehemmt werden konnte [Wu et al., 2005]. Des Weiteren sind Matrixmetallopro-

teinasen (MMP) bei der Angiogenese von großer Relevanz, da diese verschiedene Bestandteile der

extrazellulären Matrix spalten [McCawley und Matrisian, 2001]. In einer in vitro Studie an Endo-
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thelzellen konnte nachgewiesen werden, dass I3C die endotheliale VEGF-Sekretion und die Aktivität

von MMP-2 und -9 verringert. Infolgedessen konnte das Zellwachstum der Endothelzellen inhibiert

werden [Wu et al., 2005].

Als anti-inflammatorisch wirkende Substanz inhibiert I3C auch die Freisetzung von Entzündungsme-

diatoren, wie TNF-α und IL-10 [Tsai et al., 2010]. Die Expression dieser Zytokine wird vor allem

durch den pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktor NF-κB reguliert [Nennig und Schank, 2017].

Takada et al. [2005] konnten zeigen, dass I3C die NF-κB-Transkriptionsaktivität sowie die IκBα-Ki-

nase inhibiert. Folglich konnte eine verminderte Expression von COX-2, MMP-9 und Bcl-2 gefunden

werden, wodurch wiederum die Apoptose begünstigt wurde. In einem in vivo Ischämiemodell zur Ana-

lyse inflammatorischer Prozesse an Endothelzellen während einer Hypoxie konnte durch die Gabe von

I3C die Translokation der NF-κB-Untereinheit p65 in den Zellkern gehemmt werden. Infolgedessen

wurde der NF-κB-Signalweg durch I3C inhibiert, was zu einer reduzierten Bindung von Leukozyten

an Endothelzellen führte. Dadurch migrierten weniger Leukozyten in das post-ischämische Gewebe

und die Inflammation wurde gehemmt [Ampofo et al., 2017]. Die Hemmung von Inflammation und

Entzündungsmediatoren stellt somit eine weitere Eigenschaft von I3C dar. Im Bezug dazu ist eine

Entzündung auch häufig mit der Bildung von ROS verbunden [Ampofo et al., 2017]. Als Antioxidans

hat I3C die Fähigkeit, reaktive Radikale abzufangen [Shertzer et al., 1988]. So konnte nachgewiesen

werden, dass I3C einen intrazellulären Anstieg von ROS inhibiert [Ping et al., 2011]. Im Gegensatz

dazu wurde auch gezeigt, dass I3C die Erzeugung von ROS und die Bildung von Hydroxyl-Radikalen

(OH-Radikalen) fördert und somit zur Apoptose beiträgt [Hwang et al., 2011; Bai et al., 2013].

Im Hinblick auf die Endometriose ist vor allem die Wirkung von I3C auf den Östradiol-Metabolis-

mus von großer Bedeutung. Die Verstoffwechselung von Östradiol zu 2-Hydroxyöstron mit Hilfe der

Östradiol-2-Hydroxylase ist Cytochrom-P450-abhängig. I3C ist ein starker Induktor der Cytochrom-

P450-Enzyme und stimuliert ebenfalls die Östradiol-2-Hydroxylase [Verhoeven et al., 1997]. Infolge-

dessen bewirkt I3C einen Anstieg des 2-Hydroxyöstron-Spiegels, welcher im Gegensatz zu Östradiol

nur eine minimale östrogene Aktivität aufweist [Enríquez et al., 2016]. Eine geringere Aktivität von

Östradiol hat somit auch einen geringeren Einfluss auf die Proliferation von Endometrioseherden [Ki-

tawaki et al., 2002]. In Bezug dazu konnte in einer in vitro Studie belegt werden, dass I3C auch die

hormonaktivierte Transkriptionsaktivität von ER-α unterdrückt [Meng et al., 2000]. Erhöhte ER-α-

Spiegel finden sich oftmals in der Peritonealflüssigkeit von Endometriose-Patientinnen und korrelieren

mit den gesteigerten pro-inflammatorischen Zytokinspiegeln [Montagna et al., 2008]. Dementspre-

chend nimmt I3C über verschiedene Mechanismen Einfluss auf den Östradiol-Metabolismus und

folglich auch auf die Endometriose.

Die zuvor beschriebenen anti-angiogenen, anti-proliferativen, anti-inflammatorischen und pro-apop-
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totischen Eigenschaften von I3C lassen erwarten, dass I3C in Bezug auf die Endometriose eine the-

rapeutische Wirkung haben könnte. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, dies genauer in

einem Mausmodell der Erkrankung zu untersuchen.

20



Zielstellung

4 Zielstellung
In der vorliegenden Arbeit wurde in einem ersten Studienabschnitt die Wirkung von ES auf Endome-

trioseherde im Mausmodell analysiert. Hierbei wurden die folgenden Hypothesen geprüft:

1. ES inhibiert das Größenwachstum von induzierten Endometrioseherden.

2. Die Proliferation der Stroma- und Drüsenzellen in den Endometrioseherden wird von ES ge-

hemmt.

3. ES inhibiert die Vaskularisierung der Endometrioseherde durch seine anti-angiogene Wirkung.

4. ES hemmt die Expression von proliferativen, pro-angiogenen und pro-inflammatorischen Pro-

teinen in den Endometrioseherden.

5. ES inhibiert die Expression der Östrogenrezeptoren ER-α und ER-β in den Endometrioseherden.

In einem zweiten Studienabschnitt wurde die Wirkung von I3C auf Endometrioseherde im Mausmodell

analysiert. Hierbei wurden die folgenden Hypothesen geprüft:

1. I3C inhibiert das Größenwachstum von induzierten Endometrioseherden.

2. Die Proliferation der Stroma- und Drüsenzellen in den Endometrioseherden wird von I3C ge-

hemmt.

3. I3C inhibiert die Vaskularisierung der Endometrioseherde durch seine anti-angiogene Wirkung.

4. Die anti-angiogene Wirkung von I3C kann auf eine reduzierte Endothelzellproliferation zurück-

geführt werden.

5. I3C hemmt die Expression von proliferativen, pro-angiogenen und pro-inflammatorischen Pro-

teinen in den Endometrioseherden.

6. I3C inhibiert die Expression der Östrogenrezeptoren ER-α und ER-β in den Endometrioseher-

den.
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5 Material und Methoden

5.1 Ethikerklärung

Die in dieser Arbeit beschriebenen Tierexperimente wurden von der örtlichen staatlichen Behör-

de (Landesamt für Verbraucherschutz, Saarbrücken, Deutschland; Genehmigungsnummer: 47/2016;

11/2017) genehmigt und entsprechend dem deutschen Tierschutzgesetz und dem Leitfaden der Na-

tional Institutes of Health für die Pflege und Verwendung von Versuchstieren (Institute of Laboratory

Animal Resources, National Research Council, Washington DC, USA) durchgeführt.

5.2 Versuchstiere

Als Spendertiere zur Erzeugung von uterinen Gewebeproben und als Empfängertiere zur Indukti-

on von Endometrioseherden in der Bauchhöhle wurden weibliche BALB/c-Mäuse (Institut für Kli-

nisch-Experimentelle Chirurgie, Universität des Saarlandes, Homburg/Saar, Deutschland) eingesetzt.

Die Mäuse waren 12-20 Wochen alt und ihr Körpergewicht betrug 18-21 g. Der Allgemeinzustand

der Tiere sowie das Körpergewicht wurden über den Zeitraum der Versuche kontinuierlich über-

wacht. Die Mäuse wurden in Gruppen von 3-6 Tieren unter klimatisierten Bedingungen mit einem

12 h/12 h-Tag/Nachtrhythmus gehalten. Die bereitgestellte Nahrung in Form von Standardpellet-

futter (Altromin, Lage, Deutschland) und das Trinkwasser waren jederzeit frei verfügbar.

5.3 Modell der intraperitonealen Endometriose

5.3.1 Bestimmung des Zyklusstadiums

Für die Versuche wurden nur Mäuse verwendet, die sich im Stadium des Östrus befanden, um

hormonelle Schwankungen zwischen einzelnen Versuchstieren zu minimieren. Die Bestimmung des

Zyklusstadiums erfolgte anhand einer Vaginallavage. Hierzu wurden 15 µL 0,9%-ige Kochsalzlösung

(Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) in die Vagina der jeweiligen Mäuse

pipettiert. Diese wurden mit den sich in der Vagina befindlichen Zellen vermischt und anschließend

auf einen Objektträger aufgetragen. Das Zyklusstadium wurde mit Hilfe eines Phasen-Kontrast-

Mikroskops (CH-2; Olympus, Hamburg, Deutschland) bestimmt.

Der Sexualzyklus einer Maus ist polyzyklisch und lässt sich in die vier Stadien Proöstrus, Östrus,

Metöstrus und Diöstrus einteilen [Byers et al., 2012]. Diese Stadien wiederholen sich alle 4-5 Tage,

falls sie nicht durch eine Schwangerschaft unterbrochen werden. In jedem dieser Stadien ist eine

bestimmte Zellart charakteristisch, welche die mikroskopische Zuteilung zu einem dieser Stadien
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ermöglicht. Während des Proöstrus findet man überwiegend kernhaltige Intermediärzellen und in

der frühen Phase auch Parabasalzellen (Abb. 5A). Beim Übergang zum Östrus lassen sich vermehrt

Superfizialzellen nachweisen. Im Östrus selbst sind fast ausschließlich die charakteristischen kernlosen

verhornten Epithelzellen zu finden (Abb. 5B). Der Metöstrus präsentiert sich als ein Mischbild aus teils

Intermediärzellen, den keratinisierten Epithelzellen und zusätzlichen Leukozyten (Abb. 5C). Die Phase

des Diöstrus ist durch einen fast 100%-igen Anteil an Leukozyten gekennzeichnet (Abb. 5D). Am

Ende des Diöstrus findet man auch vereinzelte Intermediärzellen. Auf Grund des fließenden Übergangs

von einem Stadium zum nächsten lassen sich die unterschiedlichen Stadien nicht immer eindeutig

zuweisen. Dennoch ermöglicht die Quantifizierung der Zelltypen eine vereinfachte Zuordnung zu den

einzelnen Stadien.

Abbildung 5: Phasen-Kontrast-mikroskopische Aufnahmen der Vaginalzytologie einer weiblichen BALB/c-Maus. A:
Proöstrus mit Intermediärzellen (Pfeile). B: Östrus mit keratinisierten Epithelzellen (Pfeilspitzen). C: Metöstrus mit
Intermediärzellen (Pfeil), keratinisierten Epithelzellen (Pfeilspitze) und Leukozyten (Kreis). D: Diöstrus mit fast aus-
schließlichem Vorkommen von Leukozyten (Kreise). Maßstab: 100 µm.

5.3.2 Entnahme der uterinen Gewebeproben

Zur Induktion von Endometrioseherden in der Bauchhöhle von Mäusen wurden Gewebeproben aus

dem Uterus von Spendertieren auf das Peritoneum von Empfängertieren transplantiert. Für die Ent-

nahme und Transplantation der Gewebeproben wurden die Tiere mittels einer intraperitonealen In-

jektion von Ketamin (75 mg/kg; Ursotamin®; Serumwerke Bernburg, Bernburg, Deutschland) und

Xylazin (15 mg/kg; Rompun®; Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) narkotisiert. Nach Desinfek-

tion der Bauchdecke mit 70% Alkohol erfolgte eine mediane Längslaparotomie mit nachfolgender
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extraabdomineller Verlagerung des Darms. Anschließend konnten die Uterushörner nach Abtrennung

der kranial liegenden Tuben und der kaudalen Cervix uteri entnommen und in einer Petrischale mit

37 °C warmen Dulbeccos modifiziertem Eagle Medium (DMEM; 10% fetales Kälberserum, 100 U/ml

Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin; PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) platziert werden

(Abb. 6A). Die beiden Uterushörner wurden dann unter einem Stereo-Operationsmikroskop (M651;

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) der Länge nach mit Hilfe einer Mikroschere auf-

geschnitten. Danach wurden die Uterushörner mittels Einmalkanülen (BD Microlance TM 3; Becton

Dickinson & Company Limited, Drogheda, Irland) auf einer Korkunterlage fixiert. Nun konnten mit

einer Biopsiestanze (Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach am Main, Deutschland) 2 mm große

Gewebeproben gewonnen werden (Abb. 6B). Diese wurden in einer separaten mit DMEM gefüll-

ten Petrischale bei 37 °C aufbewahrt. Nach der Uterusentnahme wurden die Spendertiere durch

Ausbluten nach Durchtrennung der Vena cava inferior getötet.

Abbildung 6: Stereomikroskopische Aufnahmen von der Entnahme uteriner Gewebeproben. A: Exzidiertes Uterushorn
in DMEM. B: Längs eröffnetes Uterushorn mit einer 2 mm großen ausgestanzten Gewebeprobe (Pfeil). Maßstab:
A = 3,5 mm; B = 2 mm.

5.3.3 Transplantation der uterinen Gewebeproben

Für die syngene Transplantation der uterinen Gewebeproben wurden die Empfängertiere mit Ket-

amin (75 mg/kg; Ursotamin®; Serumwerke Bernburg) und Xylazin (15 mg/kg; Rompun®; Bayer

AG) durch intraperitoneale Injektion narkotisiert. Das Fell der Bauchdecke wurde mit Enthaarungs-

creme (Nair hair removal lotion; Church & Dwight Canada Corp., Mississauga, ON, Kanada) entfernt

und die Bauchdecke anschließend mit 70% Alkohol desinfiziert. Nach erfolgter medianer Längslapa-

rotomie konnten die uterinen Gewebeproben mit Hilfe eines 6-0 Prolene-Fadens (Ethicon Produkte,

Norderstedt, Deutschland) am Peritoneum fixiert werden (Abb. 7A). Hierbei wurde beachtet, dass

das Endometrium der Gewebeproben auf dem Peritoneum lag, während das Perimetrium zur freien

Bauchhöhle zeigte. Auf jeder Seite des Bauchraumes wurden so zwei Proben festgenäht (Abb. 7B).

Anschließend wurde das eröffnete Abdomen mit einer fortlaufenden 6-0 Prolene-Naht (Ethicon Pro-

dukte) und die darüberliegende Haut mit einer fortlaufenden 5-0 Prolene-Naht (Ethicon Produkte)

verschlossen. Als intra- und postoperative Schmerzmedikation erhielten die Tiere eine subkutane

Carprofen-Injektion (10 mg/kg; Rimadyl®; Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland).
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Abbildung 7: Transplantation von uterinen Gewebeproben auf das Peritoneum. A: Fixierung einer Gewebeprobe am Pe-
ritoneum einer BALB/c-Empfängermaus zur Induktion eines peritonealen Endometrioseherdes (Pfeil: Nadel mit Trans-
plantat (gepunktete Linie)). B: Typisches Erscheinungsbild der Transplantate (gepunktete Linien) direkt nach der
Fixierung. Maßstab: 2 mm.

5.4 Messung des Volumens der Endometrioseherde mittels hoch-

auflösendem Ultraschall

Um das Wachstum der sich entwickelnden Endometrioseherde kontinuierlich zu überwachen, wurde

eine nichtinvasive, hochauflösende Ultraschallbildgebung (Vevo770, VisualSonics, Toronto, Kanada)

durchgeführt. Diese sonographischen Untersuchungen fanden bei allen Tieren an Tag 0 (Tag der

Transplantation), 7, 14, 21 und 28 statt. Für die Messungen wurden die Mäuse mittels 5 Vol-% Iso-

fluran (Baxter Deutschland GmbH; Unterschleißheim, Deutschland) in 100% Sauerstoff narkotisiert

und in Rückenlage auf dem Untersuchungstisch fixiert. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte

mit 2 Vol-% Isofluran (Baxter Deutschland GmbH) über eine Atemmaske. Mit Hilfe einer Enthaa-

rungscreme (Nair hair removal lotion; Church & Dwight Canada Corp.) wurde die Bauchdecke der

Tiere vom Fell befreit und anschließend das Ultraschallgel (Aquasonic 100; Parker, Fairfield, NJ,

USA) aufgebracht (Abb. 8A).

Abbildung 8: Darstellung einer Ultraschalluntersuchung. A: Abdominale Ultraschalluntersuchung der Maus mit sicht-
barem Teil des 40 MHz Ultraschallkopfes (Pfeil). B: 40 MHz Ultraschallkopf (Pfeil). Maßstab: A = 1,5 cm; B = 2,5 cm.

25



Material und Methoden

Jeder einzelne Endometrioseherd wurde nun sonographisch mit einem 704RMV (VisualSonics)-Schall-

kopf mit einer Frequenz von 40 MHz und einer Fokustiefe von 6 mm aufgesucht (Abb. 8B). An-

schließend wurden automatisiert zweidimensionale Schnittbilder in einem Abstand von 50 µm inner-

halb einer Bildsequenz aufgenommen. Aus diesen Bildern wurde mit Hilfe einer speziellen Software

(Vevo 770 V2.3.0, VisualSonics) eine dreidimensionale Rekonstruktion der Endometrioseherde er-

stellt. Darauf basierend wurden nun planimetrisch die Herd- und Zystengrenzen gemessen und daraus

das Stroma- und Zystenvolumen sowie das Herdvolumen in mm3 errechnet. Aufgrund dieser Daten

konnte zusätzlich das Herdwachstum, das Stromawachstum sowie der Anteil der zystenenthaltenden

Herde in % ermittelt werden.

5.5 Messung der Größe der Endometrioseherde mittels digitalem

Messschieber

Am Ende des Beobachtungszeitraumes von 28 Tagen wurden die Tiere nach der letzten Ultraschall-

untersuchung durch intraperitoneale Injektion von Ketamin (75 mg/kg; Ursotamin®; Serumwer-

ke Bernburg) und Xylazin (15 mg/kg; Rompun®; Bayer AG) narkotisiert. Anschließend wurde die

Bauchdecke entlang der ursprünglichen Naht eröffnet und die auf dem Peritoneum induzierten En-

dometrioseherde wurden aufgesucht (Abb. 9A). Alle vier Endometrioseherde wurden unter einem

Stereo-Operationsmikroskop (M651; Leica Microsystems GmbH) mit einem digitalen Messschieber

(0-150 mm; Technologiezentrum W-tec, Wuppertal, Deutschland) vermessen (Abb. 9B). Hierbei

wurde jeweils der größte Längs- und der dazu rechtwinklige Querdurchmesser bestimmt. Anhand der

Formel d1 × d2 × π /4 konnte so die Größe der Endometrioseherde errechnet werden [Becker et al.,

2006]. Nach der Messung wurden die Endometrioseherde sowie die Ovarien und Uteri entnommen

und für weitere Untersuchungen asserviert. Am Ende wurden die Tiere durch Inzision der Vena cava

inferior getötet.

Abbildung 9: Aufnahmen induzierter Endometrioseherde in der Bauchhöhle. A: Typisches Erscheinungsbild eines Endo-
metrioseherdes (Pfeil). B: Zweidimensionale Vermessung des Endometrioseherdes (Pfeil) mittels digitalem Messschieber
(Sterne). Maßstab: 1,25 mm.
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5.6 Histologie und Immunhistochemie

5.6.1 HE-Färbung

Die entnommenen Endometrioseherde, Ovarien und Uteri wurden für 24 Stunden in 4%-Paraformal-

dehyd fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet. Mittels eines Mikrotoms (Cut 5062; SLEE me-

dical GmbH, Mainz, Deutschland) wurden 3 µm dicke Schnitte angefertigt. Jeder 10. Gewebeschnitt

wurde nach einem Standardprotokoll mit Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbt, um die Morphologie der

Gewebeproben zu analysieren. Bei dieser Färbung stellen sich basische Zellorganellen durch Eosin rot

dar und saure Zellbestandteile, wie z. B. der Zellkern, präsentieren sich aufgrund des Hämatoxylins

bläulich.

5.6.2 CD31-Färbung

Die cluster of differentiation (CD)31-Färbung ermöglichte die Analyse der Gefäßdichte. Aufgrund

seiner Funktion als Transmembranglykoprotein vermittelt CD31 die Zelladhäsion und wird über-

wiegend auf Endothelzellen exprimiert [Newman, 1997; Cao et al., 2002]. Zur Färbung wurde als

Primärantikörper ein monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD31-Antikörper (1:100; Dianova GmbH, Ham-

burg, Deutschland) und als Sekundärantikörper ein Ziege-anti-Ratte-Alexa-Indocarbocyanin-Antikör-

per (1:200; Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342

(2 µg/ml; Sigma-Aldrich) dargestellt. Zur quantitativen Analyse der gefärbten Schnitte diente ein

BZ-8000 Mikroskop (Keyence, Osaka, Japan). Mit Hilfe der Biozero Analyse-Software (Version 3.60;

Keyence) ließ sich die Fläche eines Endometrioseherdes planimetrisch ermitteln. Anschließend wurde

die Anzahl der Gefäße im Endometrioseherd gezählt und in Relation zu dessen Fläche als Mikroge-

fäßdichte (in mm−2) angegeben.

5.6.3 Ki67-Färbung

Die Ki67-Färbung diente zur Darstellung proliferierender Zellen. Während der aktiven Phasen des

Zellzyklus (G1-, S-, G2- und M-Phase) wird Ki67 vermehrt exprimiert. Wenn sich die Zelle jedoch

in der Ruhephase (G0) befindet, ist kein Ki67 nachweisbar [Scholzen und Gerdes, 2000]. Somit

konnte mit dem Nachweis von Ki67 die Proliferationsrate der Stroma- und Drüsenzellen in den

Endometrioseherden bestimmt werden. Als Primärantikörper wurde ein polyklonaler Kaninchen-anti-

Ki67-Antikörper (1:500; Abcam, Cambridge; Vereinigtes Königreich) und als Sekundärantikörper ein

biotinylierter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikörper (ready to use; Abcam) verwendet. Zur Visualisierung

der Bindung der Antikörper an Antigene wurde Avidin-Peroxidase (POD) (ready-to-use, Abcam)

hinzugegeben, während Diaminobenzidin (DAB) als Chromogen diente. Dadurch konnten die Ki67-

positiven Zellkerne rötlich-braun dargestellt werden, während die negativen Zellkerne mit Hämalaun
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bläulich angefärbt wurden. Die Auswertung der Schnitte erfolgte mit Hilfe eines Mikroskopes (BX-60;

Olympus), wobei in 4 randomisierten Bildern pro Gewebeschnitt jeweils die Proliferationsrate der

Stroma- und Drüsenzellen in % bestimmt wurde.

5.6.4 Ki67/CD31-Doppelfärbung

Bei der Ki67/CD31-Doppelfärbung handelt es sich um eine Immunfluoreszenzfärbung, mit der spezi-

ell die Proliferation CD31-positiver Endothelzellen untersucht werden konnte. Die Zellkerne wurden

mit Hoechst 33342 (2 µg/ml; Sigma-Aldrich) gefärbt und stellten sich blau dar. Für die CD31-Fär-

bung wurde als Primärantikörper ein monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD31-Antikörper (1:100; Dia-

nova GmbH) und als Sekundärantikörper ein Ziege-Anti-Kaninchen-Antikörper (1:200; Alexa555;

Jackson ImmunoResearch Europe Ltd) verwendet. Für die Ki67-Färbung wurde als Primärantikörper

ein polyklonaler Kaninchen-anti-Human-Ki67-Antikörper (1:200; Abcam) und als Sekundärantikörper

ein Ziege-anti-Ratte-Antikörper (1:200; Alexa555; Jackson ImmunoResearch Europe Ltd) verwendet.

Somit präsentierten sich die proliferierenden Endothelzellen unter Fluoreszenzlicht in Rot, wohinge-

gen die CD31-gefärbten Endothelzellen in Grün zu erkennen waren. Zur Analyse wurden pro Schnitt

jeweils ca. 100 Endothelzellen mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes (BX-60; Olympus) randomi-

siert ausgewählt. Davon wurden die Ki67-positiven und Ki67-negativen Endothelzellen bestimmt und

die Proliferationsrate in % aller analysierten CD31-positiven Zellen berechnet.

5.7 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode, der die Expression eines bestimmten Proteins in einem Ge-

webe nachweist [Burnette, 1981]. In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Expression von VEGF,

VEGFR2, ERK, pERK, AKT, phosphorylated protein kinase B (pAKT), COX-2, PI3K, NF-κB, ER-α

und ER-β. Zur Proteinextraktion wurden die entnommenen Endometrioseherde in Lysepuffer (10 mM

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), pH 7,5; 10 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 0,5% Triton X 100;

0,02% NaN3 (Roth)) mit Zusatz von Protease-Inhibitor-Cocktail und Phosphatase-Inhibitor Cock-

tail 2 (je 1:100 v/v; Sigma-Aldrich) inkubiert und mit 0,5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

30 Sekunden mechanisch homogenisiert (Miccra, D-1; Miccra GmbH, Heitersheim, Deutschland). An-

schließend wurden die Proben in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Zur wei-

teren Verwendung wurden die Proben zügig auf Eis aufgetaut und für 30 Minuten bei 16000xg (4 °C)

zentrifugiert (Fresco 21, Heraeus; Thermo scientific, Schwerte, Deutschland). Die Überstände wurden

als Ganzzelllysat entnommen. Anschließend erfolgte mit Hilfe eines Photometers (GeneQuant; Amers-

ham pharmacia biotech, Freiburg, Deutschland) die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry

[Lowry et al., 1951]. Danach wurden die Proteinextrakte mittels 2x Sample Buffer nach Laemm-
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li (4% SDS; 20% Glycerin; 10% β-Mercaptoethanol; 0,004% Bromphenolblau; 0,125 M TRIS-HCl

pH 6,8; Sigma-Aldrich) in einem 5-minütigen kochenden Wasserbad denaturiert. Direkt im Anschluss

wurden jeweils 30 µg Protein pro Tasche auf ein 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und durch

Gelelektrophorese anhand des Molekulargewichts getrennt. Die getrennten Proteine wurden mittels

Semi-Dry-Blot-Verfahren (Trans Blot Turbo Transfer System, BioRad, München, Deutschland) auf

eine Polyvinyliden-Difluorid-Membran (BioRad) transferiert. Anschließend wurden die unspezifischen

Bindungsstellen der Membranen mit entfetteter Trockenmilch (Blotting Grade Blocker non-fat dry

milk, BioRad) blockiert. Zur Detektion der Targetproteine wurden die Membranen jeweils für 4 Stun-

den bei Raumtemperatur und über Nacht bei 4 °C mit den in Tab. 2 aufgeführten Primärantikörpern

inkubiert (Tab. 2).

Tabelle 2: Übersicht der Targetproteine und ihrer dazugehörigen Primärantikörper für die Western Blot-Analyse.

Targetprotein Primärantikörper

VEGF Polyklonaler Kaninchen-anti-VEGF-Antikörper (1:50
Abcam)

VEGFR2 Monoklonaler Kaninchen-anti-VEGFR2-Antikörper (1:100;
Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland)

ERK Polyklonaler Kaninchen-anti-ERK-Antikörper (1:300;
Abcam)

pERK Monoklonaler Maus-anti-pERK-Antikörper (1:300; Abcam)

AKT Monoklonaler Kaninchen-anti-AKT-Antikörper (1:300; Cell
Signaling Technology)

pAKT Monoklonaler Kaninchen-anti-pAKT1/2/3-Antikörper
(1:100; Cell Signaling Technology)

COX-2 Polyklonaler Kaninchen-anti-COX-2-Antikörper (1:300;
Abcam)

PI3K Monoklonaler Maus-anti-PI3K-Antikörper (1:50; Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland)

NF-κB Monoklonaler Maus-anti-NF-κB-Antikörper (1:50; R&D
Systems)

ER-α Monoklonaler Kaninchen-anti-ER-α-Antikörper (1:50; Cell
Signaling Technology)

ER-β Polyklonaler Kaninchen-anti-ER-β-Antikörper (1:50;
Abcam)

β-Aktin Monoklonaler Maus-anti-β-Aktin-Antikörper (1:5000;
Sigma-Aldrich)

Danach erfolgte für 90 Minuten eine Inkubation bei Raumtemperatur mit einem anti-Maus-IgG-An-

tikörper (1:1500; Dako/Agilent, Hamburg, Deutschland) oder anti-Kaninchen-IgG-Antikörper kon-
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jugiert mit Meerrettichperoxidase (1:1000; R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland) als Sekundär-

antikörper. Zur Visualisierung der Protein-Antikörper-Komplexe wurde ein ECL-Substrat (BioRad)

zugesetzt und die Membranen mittels eines ChemoCam-Imagers (Intas; Science Imaging Instruments,

Göttingen, Deutschland) aufgenommen. Die Intensität der einzelnen Banden wurde mit der Software

Lab Imaged 1D (Intas, Science Imaging Instruments) gemessen. Zur Kontrolle wurde als Referenz-

protein β-Aktin verwendet.

5.8 Experimentelles Protokoll

5.8.1 ES

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem ersten Studienabschnitt die Wirkung von ES auf das

Größenwachstum und die Vaskularisierung von Endometrioseherden analysiert. Hierzu wurden so-

wohl zur Entnahme der uterinen Gewebeproben als auch zur Induktion der Endometrioseherde Tiere

verwendet, die sich im Zyklusstadium des Östrus befanden (siehe Abschnitt 5.3.1).

In einem ersten Experiment wurden aus 4 Spendertieren 80 uterine Gewebeproben isoliert und jeweils

4 Gewebeproben in die Bauchhöhle von 20 Empfängertieren transplantiert. Die Mäuse wurden rando-

misiert in zwei Gruppen mit je 10 Tieren aufgeteilt und intragastral mit 50 mg/kg ES (Sigma-Aldrich)

gelöst in 0,1 ml Maisöl (Sigma-Aldrich) oder 0,1 ml Maisöl als Vehikel (Kontrolle) täglich über einen

Zeitraum von 28 Tagen behandelt. Am Tag der Transplantation (d0) sowie an den Tagen 7, 14, 21

und 28 wurden die Herde sonographisch untersucht (siehe Abschnitt 5.4). Nach der Ultraschallunter-

suchung an Tag 28 wurde das Abdomen der Mäuse eröffnet und die Endometrioseherde mit einem

digitalen Messschieber vermessen (siehe Abschnitt 5.5). Aus den Daten der Ultraschalluntersuchung

sowie des digitalen Messschiebers konnten folgende Parameter bestimmt werden:

• Größe der Endometrioseherde [mm2] (siehe Abschnitt 5.5)

• Gesamtvolumen der Herde [mm3] (siehe Abschnitt 5.4)

• Stromavolumen [mm3] (siehe Abschnitt 5.4)

• Zystenvolumen [mm3] (siehe Abschnitt 5.4)

• Wachstumsrate der Endometrioseherde [%] (siehe Abschnitt 5.4)

= Gesamtvolumen Tag X/Gesamtvolumen Tag 0 × 100 - 100

• Wachstumsrate des Stromagewebes [%] (siehe Abschnitt 5.4)

= Stromavolumen Tag X/Stromavolumen Tag 0 × 100 - 100
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• Prozentualer Anteil der Zysten pro Tier [%] (siehe Abschnitt 5.4)

= Anzahl der zystenenthaltenden Herde / Gesamtzahl der Herde × 100

Anschließend wurden die Tiere getötet und die Endometrioseherde sowie die Uteri und Ovarien

entnommen und für weitere histologische und immunhistochemische Untersuchungen asserviert (siehe

Abschnitt 5.6). Diese umfassten HE-Färbungen zur morphologischen Analyse (siehe Abschnitt 5.6.1),

CD31-Färbungen zur Detektion von Mikrogefäßen (siehe Abschnitt 5.6.2) und Ki67-Färbungen zur

Detektion proliferierender Zellen (siehe Abschnitt 5.6.3). Bei diesen Untersuchungen wurden folgende

Parameter erhoben:

• Mikrogefäßdichte [mm−2] (siehe Abschnitt 5.6.2)

= Anzahl der CD31-positiven Mikrogefäße im Endometrioseherd / Fläche des Endometriose-

herdes

• Proliferationsrate der Zellen pro Tier [%] (siehe Abschnitt 5.6.3)

= Anzahl der Ki67-positiven Zellen / Gesamtzahl der Zellen × 100

In einem zweiten Experiment wurde die Wirkung von ES auf die frühe Phase der Entwicklung von

Endometrioseherden über 7 Tage untersucht. Dazu wurden aus 3 Spendertieren 48 uterine Gewebe-

proben isoliert und jeweils 4 Gewebeproben in die Bauchhöhle von 12 Empfängertieren transplan-

tiert. Die Mäuse wurden randomisiert in zwei Gruppen mit je 6 Tieren aufgeteilt und intragastral

mit 50 mg/kg ES (Sigma-Aldrich) gelöst in 0,1 ml Maisöl (Sigma-Aldrich) oder 0,1 ml Maisöl als

Vehikel (Kontrolle) täglich über einen Zeitraum von 7 Tagen behandelt. An Tag 7 wurden die Tiere

durch Inzision der Vena cava inferior getötet und die Endometrioseherde entnommen, um für weitere

Untersuchungen asserviert zu werden (siehe Abschnitt 5.6). Die histologischen und immunhisto-

chemischen Untersuchungen mitsamt der Datenauswertung wurden im zweiten Experiment genauso

durchgeführt, wie bereits oben beschrieben.

In einem dritten Experiment wurde die Wirkung von ES auf die Expression von VEGF, VEGFR2,

ERK, pERK, AKT, pAKT, COX-2, PI3K, NF-κB, ER-α und ER-β mit Hilfe von Western Blotting

7 Tage nach Induktion der Endometrioseherde untersucht. Dazu wurden aus 2 Spendertieren 36 ute-

rine Gewebeproben isoliert und jeweils 6 Gewebeproben in die Bauchhöhle von 6 Empfängertieren

transplantiert. Die Mäuse wurden randomisiert in zwei Gruppen mit je 3 Tieren aufgeteilt und in-

tragastral mit 50 mg/kg ES (Sigma-Aldrich) gelöst in 0,1 ml Maisöl (Sigma-Aldrich) oder 0,1 ml

Maisöl als Vehikel (Kontrolle) täglich über einen Zeitraum von 7 Tagen behandelt.

An Tag 7 wurden die Tiere durch Inzision der Vena cava inferior getötet, die Endometrioseherde

exzidiert und in Lysepuffer asserviert. Anschließend erfolgte die Analyse der Proteinexpression mittels

Western Blot (siehe Abschnitt 5.7).

31



Material und Methoden

5.8.2 I3C

Im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von I3C auf das Wachstum

und die Vaskularisierung von Endometrioseherden untersucht. Sowohl zur Entnahme der uterinen

Gewebeproben als auch zur Induktion der Endometrioseherde wurden Tiere verwendet, die sich im

Zyklusstadium des Östrus befanden (siehe Abschnitt 5.3.1).

In einem ersten Experiment wurden aus 4 Spendertieren 64 uterine Gewebeproben isoliert und jeweils

4 Gewebeproben in die Bauchhöhle von 16 Empfängertieren transplantiert. Die Mäuse wurden rando-

misiert in zwei Gruppen mit je 8 Tieren aufgeteilt und intragastral mit 120 mg/kg I3C (Sigma-Aldrich)

gelöst in 0,1 ml Maisöl (Sigma-Aldrich) oder 0,1 ml Maisöl als Vehikel (Kontrolle) täglich über einen

Zeitraum von 28 Tagen behandelt. Die sonographische Untersuchung, die Vermessung mittels digi-

talem Messschieber sowie die Berechnung aller Parameter in den Endometrioseherden wurden analog

zu den Experimenten für ES durchgeführt (siehe Abschnitt 5.8.1). Die weiteren histologischen und

immunhistochemischen Untersuchungen der entnommenen Endometrioseherde, Uteri und Ovarien

umfassten ebenfalls HE-, CD31- und Ki67-Färbungen (siehe Abschnitt 5.8.1). Zusätzlich wurde eine

Ki67/CD31-Doppelfärbung zur Quantifizierung proliferierender Endothelzellen durchgeführt (siehe

Abschnitt 5.6.4). Damit konnte der folgende zusätzliche Parameter bestimmt werden:

• Proliferationsrate der Endothelzellen pro Endometrioseherd [%] (siehe Abschnitt 5.6.4)

= Anzahl der Ki67-positiven Endothelzellen / Gesamtzahl der Endothelzellen × 100

In einem zweiten Experiment wurde die Wirkung von I3C auf die frühe Phase der Entwicklung von

Endometrioseherden über 7 Tage untersucht. Dazu wurden aus 3 Spendertieren 48 uterine Gewebe-

proben isoliert und jeweils 4 Gewebeproben in die Bauchhöhle von 12 Empfängertieren transplan-

tiert. Die Mäuse wurden randomisiert in zwei Gruppen mit je 6 Tieren aufgeteilt und intragastral

mit 120 mg/kg I3C (Sigma-Aldrich) gelöst in 0,1 ml Maisöl (Sigma-Aldrich) oder 0,1 ml Maisöl als

Vehikel-Kontrolle täglich über einen Zeitraum von 7 Tagen behandelt. An Tag 7 wurden die Tiere

durch Inzision der Vena cava inferior getötet und die Endometrioseherde sowie die Uteri und Ova-

rien entnommen und für histologische und immunhistochemische Untersuchungen asserviert (siehe

Abschnitt 5.6). Diese umfassten HE-, CD31- und Ki67-Färbungen und wurden ebenso wie in Ab-

schnitt 5.8.1 durchgeführt. Zusätzlich erfolgte eine Quantifizierung proliferierender Endothelzellen

mittels Ki67/CD31-Doppelfärbung (siehe Abschnitt 5.6.4).

In einem dritten Experiment wurde die Wirkung von I3C auf die Expression von VEGF, VEGFR2,

ERK, pERK, AKT, pAKT, COX-2, PI3K, NF-κB, ER-α und ER-β mit Hilfe von Western Blotting

innerhalb der ersten 7 Tage untersucht. Dazu wurden aus 2 Spendertieren 36 uterine Gewebeproben

isoliert und jeweils 6 Gewebeproben in die Bauchhöhle von 6 Empfängertieren transplantiert. Die
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Mäuse wurden randomisiert in zwei Gruppen mit je 3 Tieren aufgeteilt und täglich intragastral mit

120 mg/kg I3C (Sigma-Aldrich) gelöst in 0,1 ml Maisöl (Sigma-Aldrich) oder 0,1 ml Maisöl als Ve-

hikel (Kontrolle) über einen Zeitraum von 7 Tagen behandelt.

An Tag 7 wurden die Tiere durch Inzision der Vena cava inferior getötet, die Endometrioseherde

exzidiert und in Lysepuffer asserviert. Anschließend erfolgte die Western Blot-Analyse (siehe Ab-

schnitt 5.7).

5.9 Statistik

Die deskriptive Statistik der gewonnenen Daten erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Mi-

crosoft Excel 2019 (Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleißheim, Deutschland). Dabei wurde der

Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwerts (x ± SEM) bestimmt. Für die graphische Darstel-

lung wurde SigmaPlot 2013 (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) verwendet. Die statistische

Auswertung erfolgte mit der SigmaStat Statistical Software (Version 13; Jandel Scientific).

Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden bei Normalverteilung der Werte mittels t-Test für un-

abhängige Stichproben geprüft. Nicht normalverteilte Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test

geprüft. Unterschiede über den Zeitverlauf innerhalb einer Gruppe wurden mittels One-Way analysis

of variance (ANOVA) für wiederholte Messungen getestet. Diese wurde mit einem Student-Newman-

Keuls post-hoc-Test kombiniert, um in den verglichenen Mittelwerten signifikante Unterschiede zwi-

schen den einzelnen Messungen bestimmen und den α-Fehler korrigieren zu können. Als statistisch

signifikant galt bei allen Analysen ein p-Wert < 0,05.
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6 Ergebnisse

6.1 Wirkung von ES auf die Endometrioseherde

6.1.1 Dosierung

Während der Experimente wurden die Tiere der Kontrollgruppe mit 0,1 ml Maisöl (Vehikel) und die

Tiere der Behandlungsgruppe mit 50 mg/kg ES behandelt. Bereits in früheren tierexperimentellen

Studien zeigten Dosierungen zwischen 40-60 mg/kg ES erfolgversprechende anti-proliferative Wir-

kungen auf Tumorzellen [Umesalma und Sudhandiran, 2011; Cheng et al., 2017]. Die Verabreichung

erfolgte bei den Tieren täglich intragastral mittels einer Knopfkanüle. Über den Zeitraum der Expe-

rimente zeigten die Tiere ein normales Fress- und Putzverhalten. Die Gewichtsentwicklung der Tiere

wurde wöchentlich kontrolliert. Hierbei konnte ein Gewichtsverlust in den ersten Tagen nach der In-

duktion der Endometrioseherde mit darauffolgender stetiger Gewichtszunahme der Tiere beobachtet

werden (Tab. 3). Dies lässt auf eine gute Verträglichkeit von ES schließen.

Tabelle 3: Gewicht (g) von ES- und Vehikel-behandelten BALB/c-Mäusen innerhalb des Beobachtungszeitraumes von
28 Tagen. Mittelwert ± SEM.

Tag [d] Vehikel [g] ES [g]

d0 18,91 ± 0,25 19,38 ± 0,33

d7 18,37 ± 0,30 18,01 ± 0,27

d14 19,54 ± 0,31 19,08 ± 0,29

d21 20,25 ± 0,27 19,42 ± 0,28

d28 20,98 ± 0,23 19,69 ± 0,27

6.1.2 Wachstum der Endometrioseherde

Zur Analyse des Wachstums der induzierten Endometrioseherde und deren Zystenbildung wurde ein

hochauflösendes Ultraschallsystem verwendet. Die sonographischen Aufnahmen fanden einmal wö-

chentlich an den Tagen 0, 7, 14, 21 und 28 statt. Dabei stellte sich das Stroma der Transplantate als

echoreiche homogene Struktur dar, wohingegen sich die Zysten als echoleere homogene Areale prä-

sentierten (Abb. 10A und B). An Tag 0 betrug das durchschnittliche Initialvolumen der Endometrio-

seherde ca. 1,2 mm3. Im weiteren Verlauf wurde eine kontinuierliche Volumenzunahme und demnach

auch ein kontinuierliches Herdwachstum innerhalb der Vehikel-Gruppe beobachtet (Abb. 10C und D).

Im Vergleich dazu stagnierte die Volumenzunahme bei den ES-behandelten Tieren ab Tag 7 bei ca.

1,6 mm3, sodass das Herdvolumen der ES-behandelten Tiere und der Vehikel-Tiere an Tag 21 signi-
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fikant unterschiedlich war (Abb. 10C). Zurückzuführen ist dies auf eine signifikante Reduktion des

Stromavolumens und des Stromawachstums ab Tag 7 bei den ES-behandelten Tieren im Vergleich

zur Kontroll-Gruppe (Abb. 10E und F). Während des gesamten Untersuchungszeitraumes zeigte sich

weiterhin ein tendenziell geringeres Zystenvolumen in den ES-behandelten Tieren (Abb. 10G). Ein

signifikanter Unterschied in der Anzahl der zystenenthaltenden Herde war in beiden Gruppen jedoch

nicht nachweisbar (Abb. 10H).

Abbildung 10: Sonographische Analyse der Endometrioseherde. A, B: Hochauflösende Ultraschallbildgebung von En-
dometrioseherden 28 Tage nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum einer Vehikel-behandelten (A)
und einer ES-behandelten BALB/c-Maus (B) (Endometrioseherd markiert durch gestrichelte Linie; zystisch dilatierte
Drüsen markiert durch gepunktete Linie). Maßstab: 1 mm. C - H: Herdvolumen [mm3] (C), Herdwachstum [%] (D),
Stromavolumen [mm3] (E), Stromawachstum [%] (F), Zystenvolumen [mm3] (G) und Anteil der zystenenthaltenden
Herde [%] (H) von Endometrioseherden an Tag 0, 7, 14, 21 und 28 nach Transplantation von Uterusgewebe auf das
Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 10) und ES-behandelten (schwarze Säulen; n = 10)
BALB/c-Mäusen. Mittelwerte ± SEM, *p < 0,05 vs. Kontrolle, ap <0,05 vs. d0.
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Zusätzlich zeigte sich bei der HE-Färbung und der Größenmessung mittels digitalem Messschieber

eine tendenziell geringere Herdgröße bei den ES-behandelten Tieren verglichen mit der Kontrollgruppe

(Abb. 11A – C). Dies bestätigt die Ergebnisse der Ultraschalluntersuchung.

Abbildung 11: HE-Färbung und Größe der Endometrioseherde. A, B: HE-Färbung von Endometrioseherden 28 Ta-
ge nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum einer Vehikel-behandelten (A) und ES-behandelten
BALB/c-Maus (B) (Endometrioseherd markiert durch gestrichelte Linie; zystisch dilatierte Drüsen markiert durch ge-
punktete Linie). Maßstab: 500 µm. C: Herdgröße [mm2] der Endometrioseherde 28 Tage nach Transplantation von
Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säule; n = 10) und ES-behandelten
(schwarze Säule; n = 10) BALB/c-Mäusen. Mittelwerte ± SEM.

6.1.3 Vaskularisierung der Endometrioseherde

Die Gefäßdichte in den Endometrioseherden wurde an Tag 7 und 28 mittels immunhistochemischer

CD31-Färbung bestimmt (Abb. 12A – E).

Abbildung 12: CD31-Immunfluoreszenzfärbung und Gefäßdichte der Endometrioseherde. A - D: Immunhistochemi-
scher Nachweis CD31-positiver Gefäße in Endometrioseherden 7 Tage (A, B) und 28 Tage (C, D) nach Transplantation
von Uterusgewebe auf das Peritoneum einer Vehikel-behandelten (A, C) und ES-behandelten BALB/c-Maus (B, D).
Maßstab: 20 µm. E: Gefäßdichte [mm−2] von Endometrioseherden an Tag 7 und 28 nach Transplantation von Ute-
rusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 6 - 10) und ES-behandelten
(schwarze Säulen; n = 6 - 10) BALB/c-Mäusen.
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Sowohl an Tag 7 als auch Tag 28 konnte kein signifikanter Unterschied in der Gefäßdichte zwischen

der Vehikel-Gruppe und der ES-Gruppe gefunden werden (Abb. 12A – E). Dennoch zeigte sich eine

tendenziell reduzierte Gefäßdichte in den ES-behandelten Herden.

6.1.4 Zellproliferation der Endometrioseherde

Um die Zellproliferation in den Endometrioseherden zu analysieren, kam als Proliferationsmarker

Ki67 zum Einsatz [Kordek et al., 1996]. Die Proliferationsraten der Stroma- und Drüsenzellen in den

Herden der Vehikel- und ES-behandelten Tiere wurden an Tag 7 und Tag 28 verglichen (Abb. 13A –

E). An Tag 7 zeigte sich ein signifikant geringerer Anteil proliferierender Zellen im Stromagewebe

in der ES-behandelten Gruppe verglichen mit der Vehikel-Gruppe (Abb. 13A, B und E). Innerhalb

der Drüsenzellen konnte an Tag 7 zwischen den beiden Gruppen kein Unterschied in der zellulären

Proliferation nachgewiesen werden (Abb. 13A, B und E). Gleichermaßen wiesen die Proliferationsraten

der Stroma- und Drüsenzellen an Tag 28 zwischen der Behandlungs- und Vehikel-Gruppe keine

signifikanten Unterschiede auf (Abb. 13C – E).

Abbildung 13: Ki67-Färbung und Zellproliferation der Endometrioseherde. A - D: Immunhistochemischer Nachweis
Ki67-positiver Zellen in Endometrioseherden (Stromazellen: Pfeile; Drüsenzellen: Pfeilspitzen) 7 Tage (A, B) und 28 Ta-
ge (C, D) nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum einer Vehikel-behandelten (A, C) und ES-be-
handelten BALB/c-Maus (B, D). Maßstab: 20 µm. E: Ki67+ Zellen [%] in Endometrioseherden an Tag 7 und 28 nach
Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 6 - 10)
und ES-behandelten (schwarze Säulen; n = 6 - 10) BALB/c-Mäusen. Mittelwert ± SEM; *P < 0,05 vs. Kontrolle.

6.1.5 Western Blot-Analysen der Endometrioseherde

In den vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ES einen inhibitorischen Effekt auf

die Proliferation der Stromazellen in den Endometrioseherden ausübt und tendenziell auch eine hem-

37



Ergebnisse

mende Wirkung auf die Vaskularisierung der Herde hat. Aufgrund dieser Beobachtungen sollten die

zugrundeliegenden Mechanismen mit Hilfe von Western Blot-Analysen näher untersucht werden.

Dazu wurde die relative Proteinexpression in % zur Kontrolle von VEGF, VEGFR2, ERK, pERK,

AKT, pAKT, COX-2, PI3K, NF-κB, ER-α und ER-β analysiert (Abb. 14A – L). Hierbei konnte

nachgewiesen werden, dass ES die relative Expression von NF-κB, VEGF und VEGFR2 in den En-

dometrioseherden signifikant erhöhte (Abb. 14D, F und G). Im Gegensatz dazu wurde die relative

Proteinexpression von PI3K, pAKT/AKT, pERK/ERK, COX-2, ER-α und ER-β nicht durch ES

beeinflusst (Abb. 14B, C, H, J, K und L).

Abbildung 14: Expression verschiedener Proteine in den Endometrioseherden. A: Western Blots mit der Expression
von PI3K, AKT, pAKT, NF-κB und β-Aktin in Endometrioseherden 7 Tage nach Transplantation von Uterusgewe-
be auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle) und ES-behandelten BALB/c-Mäusen. B - D: Relative
Proteinexpression [% der Kontrolle] von PI3K, pAKT/AKT und NF-κB in Endometrioseherden von Vehikel-behan-
delten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 3) und ES-behandelten (schwarze Säulen; n = 3) BALB/c-Mäusen. Mittelwert
± SEM; *P < 0,05 vs. Kontrolle. E: Western Blots mit der Expression von VEGF, VEGFR2, ERK, pERK und β-Aktin
in Endometrioseherden 7 Tage nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten
(Kontrolle) und ES-behandelten BALB/c-Mäusen. F - H: Relative Proteinexpression [% der Kontrolle] von VEGF,
VEGFR2 und pERK/ERK in Endometrioseherden von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 3) und ES-
behandelten (schwarze Säulen; n = 3) BALB/c-Mäusen. Mittelwert ± SEM; *P < 0,05 vs. Kontrolle. I: Western Blots
mit der Expression von COX-2, ER-α, ER-β und β-Aktin in Endometrioseherden 7 Tage nach Transplantation von
Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle) und ES-behandelten BALB/c-Mäusen. J - L:
Relative Proteinexpression [% der Kontrolle] von COX-2, ER-α und ER-β in Endometrioseherden von Vehikel-behan-
delten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 3) und ES-behandelten (schwarze Säulen; n = 3) BALB/c-Mäusen. Mittelwert
± SEM.
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6.1.6 Wirkung auf Ovarien und Uteri

ES weist eine anti-östrogene Aktivität auf, die vor allem durch dessen Metaboliten Urolithin B vermit-

telt wird. So konnte nachgewiesen werden, dass Urolithin B in vitro die Produktion von Östrogenen

in Brustkrebszellen der MCF-7 Linie hemmt und somit eine anti-proliferative Wirkung ausübt [Adams

et al., 2010]. Zum Ausschluss eines möglichen anti-östrogenen Einflusses von ES auf die weiblichen

Fortpflanzungsorgane wurden daher zusätzlich die Ovarien und Uteri der Mäuse mit Endometrioseher-

den mittels HE-, CD31- und Ki67-Färbung analysiert. Hierbei zeigte sich kein Unterschied bezüglich

der Morphologie, Vaskularisierung und Zellproliferation in den Ovarien und Uteri der ES-behandelten

Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 15A – L).

Abbildung 15: Histologische und immunhistochemische Färbung von Gewebeschnitten der Uteri und Ovarien von
Mäusen mit Endometrioseherden. A - D: HE-Färbung der Ovarien (A, B) und Uteri (C, D) 28 Tage nach Transplantation
von Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (A, C) und ES-behandelten (B, D) BALB/c-Mäusen.
Maßstab: 400 µm. E - H: CD31-Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis CD31-positiver Gefäße in den Ovarien (E, F)
und Uteri (G, H) 28 Tage nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (E, G)
und ES-behandelten (F, H) BALB/c-Mäusen. Maßstab: 200 µm. I - L: Ki67-Färbung zum Nachweis proliferierender
Zellen in den Ovarien (I, J) und Uteri (K, L) 28 Tage nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum von
Vehikel-behandelten (I, K) und ES-behandelten (J, L) BALB/c-Mäusen. Maßstab: 200 µm.
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6.2 Wirkung von I3C auf die Endometrioseherde

6.2.1 Dosierung

Während der Experimente wurden die Tiere der Kontrollgruppe mit 0,1 ml Maisöl (Vehikel) und

die Tiere der Behandlungsgruppe mit 120 mg/kg I3C behandelt. Die Dosierung von 120 mg/kg I3C

zeigte schon in früheren Studien einen hemmenden Effekt auf die Vaskularisierung von Tumoren [Lu

et al., 2012]. Die Verabreichung erfolgte in beiden Gruppen einmal täglich intragastral mittels einer

Knopfkanüle. Über den ganzen Zeitraum der Experimente konnte ein normales Fress- und Putz-

verhalten der Tiere beobachtet werden. Anhand der wöchentlichen Gewichtskontrollen zeigte sich

zunächst ein Gewichtsverlust nach Induktion der Endometrioseherde in der Kontrollgruppe mit nach-

folgender stetiger Gewichtszunahme der Tiere. In der I3C-Gruppe konnte der initiale Gewichtsverlust

nicht beobachtet werden (Tab. 4). Aus diesen Gründen lässt sich auf eine gute Verträglichkeit von

I3C schließen.

Tabelle 4: Gewicht (g) von I3C- und Vehikel-behandelten BALB/c-Mäusen innerhalb des Beobachtungszeitraumes von
28 Tagen. Mittelwert ± SEM.

Tag [d] Kontrolle [g] I3C [g]

d0 21,92 ± 0,46 20,22 ± 0,31

d7 21,20 ± 0,35 20,25 ± 0,21

d14 21,62 ± 0,35 20,58 ± 0,20

d21 22,07 ± 0,34 21,14 ± 0,23

d28 22,71 ± 0,38 21,77 ± 0,30

6.2.2 Wachstum der Endometrioseherde

Die Entwicklung von chirurgisch induzierten Endometrioseherden wurde wiederholt mittels hochauf-

lösender Ultraschallbildgebung an den Tagen 0, 7, 14, 21 und 28 untersucht. Die induzierten En-

dometrioseherde präsentierten sich mit echoarmen zystisch dilatierten Drüsen, die von echoreichem

endometrialen Stroma umgeben waren (Abb. 16A und B). Während des 28-tägigen Beobachtungszeit-

raums konnte eine kontinuierliche Volumenzunahme und somit auch ein kontinuierliches Herdwachs-

tum der Endometrioseherde innerhalb der Kontrollgruppe beobachtet werden (Abb. 16C und D). Im

Gegensatz dazu wuchsen die Endometrioseherde in den I3C-behandelten Mäusen im Verlauf kaum

und wiesen daher an Tag 28 verglichen mit der Kontrollgruppe ein deutlich geringeres Herdvolu-

men und eine geringere Wachstumsrate auf (Abb. 16C und D). Dies war auf die Unterdrückung des

Stromawachstums (Abb. 16E und F) zurückzuführen. Der Anteil der zystenenthaltenden Herde sowie

das Zystenvolumen war jedoch in beiden Gruppen vergleichbar (Abb. 16G und H).
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Abbildung 16: Sonographische Analyse der Endometrioseherde. A, B: Hochauflösende Ultraschallbildgebung von En-
dometrioseherden 28 Tage nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum einer Vehikel-behandelten (A)
und einer I3C-behandelten BALB/c-Maus (B) (Endometrioseherd markiert durch gestrichelte Linie; zystisch dilatierte
Drüsen markiert durch gepunktete Linie). Maßstab: 1 mm. C - H: Herdvolumen [mm3] (C), Herdwachstum [%] (D),
Stromavolumen [mm3] (E), Stromawachstum [%] (F), Zystenvolumen [mm3] (G) und Anteil der zystenenthaltenden
Herde [%] (H) von Endometrioseherden an Tag 0, 7, 14, 21 und 28 nach Transplantation von Uterusgewebe auf das
Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 8) und I3C-behandelten (schwarze Säulen; n = 8)
BALB/c-Mäusen. Mittelwerte ± SEM, *p < 0,05 vs. Kontrolle, ap <0,05 vs. d0.

Zusätzliche histologische Analysen bestätigten in beiden Gruppen die Entwicklung von Endometrio-

seherden, welche endometriale Stromazellen und Drüsenepithelzellen enthielten (Abb. 17A – B). In

Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Ultraschallbildgebung bestätigte sich an Tag 28 bei der

Vermessung mit Hilfe des digitalen Messschiebers eine signifikant geringere Größe der Endometrio-

seherde bei den I3C-behandelten Mäusen verglichen mit der Kontrollgruppe (Abb. 17C).
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Abbildung 17: HE-Färbung und Größe der Endometrioseherde. A, B: HE-Färbung von Endometrioseherden 28 Ta-
ge nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum einer Vehikel-behandelten (A) und I3C-behandelten
BALB/c-Maus (B) (Endometrioseherd markiert durch gestrichelte Linie; zystisch dilatierte Drüsen markiert durch ge-
punktete Linie). Maßstab: 400 µm. C: Herdgröße [mm2] der Endometrioseherde 28 Tage nach Transplantation von
Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säule; n = 8) und I3C-behandelten
(schwarze Säule; n = 8) BALB/c-Mäusen. Mittelwerte ± SEM, *p < 0,05 vs. Kontrolle.

6.2.3 Vaskularisierung der Endometrioseherde

Da frühere Studien bereits eine anti-angiogene Wirkung von I3C nachweisen konnten, wurde auch in

diesem Studienabschnitt die Gefäßdichte mit Hilfe einer CD31-Färbung analysiert (Abb. 18A – E).

Abbildung 18: CD31-Immunfluoreszenzfärbung und Gefäßdichte der Endometrioseherde. A - D: Immunhistochemischer
Nachweis CD31-positiver Gefäße von chirurgisch induzierten Endometrioseherden 7 Tage (A, B) und 28 Tage (C, D)
nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum einer Vehikel-behandelten (A, C) und I3C-behandelten
BALB/c-Maus (B, D). Maßstab: 20 µm. E: Gefäßdichte [mm−2] von Endometrioseherden an Tag 7 und 28 nach
Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 6 - 8)
und I3C-behandelten (schwarze Säulen; n = 6 - 8) BALB/c-Mäusen. Mittelwert ± SEM; *P < 0,05 vs. Kontrolle.

An Tag 7 zeigte sich hierbei kein erkennbarer Unterschied zwischen den Endometrioseherden der

Behandlungs- und Kontrollgruppe (Abb. 18A, B und E). Im Gegensatz dazu wurde an Tag 28 eine

reduzierte Gefäßdichte bei der I3C-Gruppe nachgewiesen (Abb. 18C – E).
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6.2.4 Zellproliferation der Endometrioseherde

Zur Bestimmung der Proliferationsraten im Stroma sowie im Drüsenepithel der Endometrioseherde

wurden Schnitte mit dem Proliferationsmarker Ki67 gefärbt (Abb. 19A – D). An Tag 7 wies das

Stromagewebe in den I3C-behandelten Tieren eine signifikant reduzierte Anzahl Ki67-positiver Zellen

auf (Abb. 19A, B und E). So betrug die Proliferationsrate 25,5 ± 1,3% in der I3C-Gruppe und

34,8 ± 2,3% in der Kontrollgruppe (Abb. 19E). Innerhalb des Drüsenepithels konnte an Tag 7

jedoch kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen gefunden werden (Abb. 19A, B und E). Im

weiteren Verlauf konnte an Tag 28 ebenfalls kein Unterschied bezüglich der Proliferationsrate in

den Herden von I3C-behandelten Tieren verglichen mit den Herden der Kontrolltiere nachgewiesen

werden (Abb. 19C – E).

Abbildung 19: Ki67-Färbung und Zellproliferation der Endometrioseherde. A - D: Immunhistochemischer Nachweis
Ki67-positiver Zellen in Endometrioseherden (Stromazellen: Pfeile; Drüsenzellen: Pfeilspitzen) 7 Tage (A, B) und 28 Ta-
ge (C, D) nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum einer Vehikel-behandelten (A, C) und I3C-be-
handelten BALB/c-Maus (B, D). Maßstab: 20 µm. E: Ki67+ Zellen [%] in Endometrioseherden an Tag 7 und 28 nach
Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 6 - 8)
und I3C-behandelten (schwarze Säulen; n = 6 - 8) BALB/c-Mäusen. Mittelwert ± SEM; *P < 0,05 vs. Kontrolle.

6.2.5 Ki67/CD31-Doppelfärbung der Endometrioseherde

Aufgrund des inhibitorischen Effekts von I3C auf die Vaskularisierung der Endometrioseherde wur-

de zusätzlich eine immunhistochemische Doppelfluoreszenzfärbung durchgeführt, welche die proli-

ferierenden Ki67/CD31-positiven Endothelzellen markierte (Abb. 20A – D). Anhand dieser Analyse

konnte gezeigt werden, dass I3C die Proliferation der Gefäßendothelzellen in den I3C-behandelten

Tieren nach 7 Tagen signifikant hemmt (Abb. 20A, B und E). Nach 28 Tagen konnte jedoch kein

signifikanter Unterschied mehr zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen werden (Abb. 20C – E).
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Abbildung 20: Ki67/CD31-Doppelfärbung und Endothelzellproliferation der Endometrioseherde. A - D: Immunhisto-
chemischer Nachweis Ki67/-CD31-positiver Endothelzellen (Pfeile) in Endometrioseherden 7 Tage (A, B) und 28 Tage
(C, D) nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum einer Vehikel-behandelten (A, C) und I3C-be-
handelten BALB/c-Maus (B, D). Maßstab: 20 µm. E: Ki67+/CD31+ Zellen [%] von Endometrioseherden an Tag 7
und 28 nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säulen;
n = 6 - 8) und I3C-behandelten (schwarze Säulen; n = 6 - 8) BALB/c-Mäusen. Mittelwert ± SEM; *P < 0,05 vs.
Kontrolle.

6.2.6 Western Blot-Analysen der Endometrioseherde

In den vorangegangenen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass I3C die Proliferation

des Stromagewebes während der frühen Phase der Herdentwicklung inhibiert. Zudem konnte gezeigt

werden, dass I3C die Proliferation der Endothelzellen an Tag 7 sowie im weiteren Verlauf die Vasku-

larisierung der Herde im Vergleich zur Kontrolle an Tag 28 hemmt. Aufgrund dieser Beobachtungen

sollte der zugrundeliegende Mechanismus durch Bestimmung der Expression ausgewählter Proteine

im Gewebe genauer untersucht werden. Dazu wurde die relative Proteinexpression in % der Kontrolle

von PI3K, AKT, pAKT, NF-κB, VEGF, VEGFR2, ERK, pERK, COX-2, ER-α und ER-β mit Hilfe

eines Western Blots bestimmt (Abb. 21A – L). Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass I3C die

Expression von PI3K, VEGFR2 und pERK/ERK im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hemmt

(Abb. 21B, G und H). Jedoch war die relative Proteinexpression von ER-α durch die Behandlung

von I3C signifikant erhöht (Abb. 21K). Die Expression von pAKT/AKT, NF-κB, VEGF, COX-2 und

ER-β wurde von I3C nicht beeinflusst (Abb. 21C, D, F, J und L).
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Abbildung 21: Expression verschiedener Proteine in den Endometrioseherden. A: Western Blots mit der Expression
von PI3K, AKT, pAKT, NF-κB und β-Aktin in Endometrioseherden 7 Tage nach Transplantation von Uterusgewe-
be auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle) und I3C-behandelten BALB/c-Mäusen. B - D: Relative
Proteinexpression [% der Kontrolle] von PI3K, pAKT/AKT und NF-κB in Endometrioseherden von Vehikel-behan-
delten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 3) und I3C-behandelten (schwarze Säulen; n = 3) BALB/c-Mäusen. Mittelwert
± SEM; *P < 0,05 vs. Kontrolle. E: Western Blots mit der Expression von VEGF, VEGFR2, ERK, pERK und β-Aktin
in Endometrioseherden 7 Tage nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten
(Kontrolle) und I3C-behandelten BALB/c-Mäusen. F - H: Relative Proteinexpression [% der Kontrolle] von VEGF,
VEGFR2 und pERK/ERK in Endometrioseherden von Vehikel-behandelten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 3) und I3C-
behandelten (schwarze Säulen; n = 3) BALB/c-Mäusen. Mittelwert ± SEM; *P < 0,05 vs. Kontrolle. I: Western Blots
mit der Expression von COX-2, ER-α, ER-β und β-Aktin in Endometrioseherden 7 Tage nach Transplantation von
Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (Kontrolle) und I3C-behandelten BALB/c-Mäusen. J - L:
Relative Proteinexpression [% der Kontrolle] von COX-2, ER-α und ER-β in Endometrioseherden von Vehikel-behan-
delten (Kontrolle, weiße Säulen; n = 3) und I3C-behandelten (schwarze Säulen; n = 3) BALB/c-Mäusen. Mittelwert
± SEM; *P < 0,05 vs. Kontrolle.

6.2.7 Wirkung auf Ovarien und Uteri

Vorausgegangene Studien belegen eine anti-östrogene Wirkung von I3C, wobei ein Anstieg der

2-Hydroxyöstron-Konzentration beobachtet wurde [Michnovicz und Bradlow, 1990]. 2-Hydroxyöstron

besitzt im Gegensatz zu Östradiol nur eine geringe östrogene Aktivität [Enríquez et al., 2016]. Auf-

grund dessen sollte der hormonelle Einfluss von I3C auf die Ovarien und Uteri der Tiere genauer

untersucht werden. Hierzu wurden die Ovarien und Uteri nach 28 Tagen exzidiert und histologisch

aufbereitet (Abb. 22A – L). In der HE-Färbung zeigte sich kein Unterschied in der Morphologie

zwischen den Geweben der Kontrollgruppe und den I3C-behandelten Tieren (Abb. 22A - D). Ebenso

konnte eine vergleichbare Gefäßdichte (Abb. 22E - H) sowie Proliferationsrate (Abb. 22I - L) in den

Ovarien (Abb. 22A, B, E, F, I und J) und Uteri (Abb. 22C, D, G, H, K und L) der Behandlungs- und
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Kontrollgruppe nachgewiesen werden.

Abbildung 22: Histologische und immunhistochemische Färbung von Gewebeschnitten der Uteri und Ovarien von
Mäusen mit Endometrioseherden. A - D: HE-Färbung der Ovarien (A, B) und Uteri (C, D) 28 Tage nach Transplantation
von Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (A, C) und I3C-behandelten (B, D) BALB/c-Mäusen.
Maßstab: 400 µm. E - H: CD31-Immunfluoreszenzfärbung zum Nachweis CD31-positiver Gefäße in den Ovarien (E, F)
und Uteri (G, H) 28 Tage nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum von Vehikel-behandelten (E, G)
und I3C-behandelten (F, H) BALB/c-Mäusen. Maßstab: 200 µm. I - L: Ki67-Färbung zum Nachweis proliferierender
Zellen in den Ovarien (I, J) und Uteri (K, L) 28 Tage nach Transplantation von Uterusgewebe auf das Peritoneum von
Vehikel-behandelten (I, K) und I3C-behandelten (J, L) BALB/c-Mäusen. Maßstab: 200 µm.
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6.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem ersten Studienabschnitt erstmalig die Wirkung von ES

auf das Größenwachstum, die Vaskularisierung und die Zellproliferation von Endometrioseherden im

Mausmodell analysiert. Hierbei konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

1. Das Größenwachstum der Endometrioseherde wurde wöchentlich über einen Zeitraum von

28 Tagen mittels hochauflösenden Ultraschallaufnahmen untersucht. Dabei konnte gut zwi-

schen Stroma und zystisch dilatierten Drüsen unterschieden werden. ES zeigte nach 21 Tagen

eine signifikant inhibitorische Wirkung auf das Wachstum der Endometrioseherde, wobei vor

allem das Stromawachstum durch die Behandlung mit ES inhibiert wurde.

2. Die quantitative Analyse Ki67-positiver Zellen zeigte, dass ES nach 7 Tagen auf die Stromazel-

len anti-proliferativ wirkte, wohingegen in den Drüsenzellen kein Effekt nachgewiesen wurde.

Des Weiteren ergaben die Untersuchungen an Tag 28 keinen Unterschied in der Anzahl Ki67-

positiver Stroma- und Drüsenzellen in den ES-behandelten Tieren verglichen mit der Kontroll-

gruppe.

3. ES zeigte keine signifikant inhibitorische Wirkung auf die Vaskularisierung der Endometriose-

herde. Jedoch war tendentiell eine Verringerung der Blutgefäßdichte detektierbar.

4. Mittels einer quantitativen Western Blot-Analyse konnten die Proteinexpressionen von VEGF,

VEGFR2, ERK, pERK, AKT, pAKT, COX-2, PI3K und NF-κB, welche an angiogenen, in-

flammatorischen und proliferativen Prozessen beteiligt sind, untersucht werden. Hierbei wurde

nachgewiesen, dass ES die Expression von pERK/ERK, pAKT/AKT, COX-2 und PI3K nicht

beeinflusst. Im Gegensatz dazu wurde die Expression von VEGF, VEGFR2 und NF-κB durch

ES signifikant gesteigert.

5. Die Expression der Östrogenrezeptoren ER-α und ER-β wurde ebenfalls mittels einer quanti-

tativen Western Blot-Analyse bestimmt. ES hatte dabei auf die Expression beider Östrogenre-

zeptoren keinen signifikanten Einfluss.

In einem zweiten Studienabschnitt wurde erstmalig die Wirkung von I3C auf das Größenwachstum,

die Vaskularisierung und die Zellproliferation von Endometrioseherden im Mausmodell analysiert.

Hierbei konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

1. Das Größenwachstum der Endometrioseherde wurde wöchentlich über einen Zeitraum von

28 Tagen mittels hochauflösenden Ultraschallaufnahmen untersucht. Dabei konnte gut zwi-

schen Stroma und zystisch dilatierten Drüsen unterschieden werden. I3C konnte das Wachstum
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der induzierten Endometrioseherde nach 28 Tagen signifikant inhibieren, wobei vor allem das

Stromawachstum durch die Behandlung mit I3C verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant

gehemmt wurde.

2. Die quantitative Analyse Ki67-positiver Zellen zeigte, dass I3C nach 7 Tagen auf die Stroma-

zellen anti-proliferativ wirkte, wohingegen in den Drüsenzellen kein Unterschied nachgewiesen

wurde. Weiterhin ergaben die Untersuchungen an Tag 28 keinen signifikanten Unterschied in

der Anzahl Ki67-positiver Stroma- und Drüsenzellen in den I3C-behandelten Tieren verglichen

mit der Kontrollgruppe.

3. Nach 7 Tagen zeigte I3C keine inhibitorische Wirkung auf die Vaskularisierung der Endome-

trioseherde. Allerdings inhibierte I3C nach 28 Tagen die Vaskularisierung in den induzierten

Endometrioseherden, was sich durch eine signifikant reduzierte Gefäßdichte im Vergleich zur

Kontrollgruppe zeigte.

4. Zur Analyse der anti-angiogenen Wirkung von I3C auf die Endothelzellproliferation wurden die

induzierten Endometrioseherde zusätzlich mittels Ki67/CD31-Doppelfluoreszenzfärbung analy-

siert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass I3C die Proliferation der Endothelzellen nach 7 Tagen

signifikant inhibierte.

5. Mittels einer quantitativen Western Blot-Analyse konnte die Expression von VEGF, VEGFR2,

ERK, pERK, AKT, pAKT, COX-2, PI3K und NF-κB, welche an angiogenen, inflammatorischen

und proliferativen Prozessen beteiligt sind, untersucht werden. Hierbei konnte die Expression

von VEGFR2, pERK/ERK und PI3K durch I3C inhibiert werden. Die Expression von VEGF,

pAKT/AKT, COX-2 und NF-κB wurde von I3C jedoch nicht beeinflusst.

6. Die Expression der Östrogenrezeptoren ER-α und ER-β wurde ebenfalls mittels einer quantita-

tiven Western Blot-Analyse bestimmt. Es konnte kein Effekt auf die ER-β-Expression bei den

I3C-behandelten Endometrioseherden festgestellt werden. Im Gegensatz dazu war die Expres-

sion von ER-α durch I3C signifikant erhöht.
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7 Diskussion

7.1 Diskussion von Material und Methoden

7.1.1 Tierexperimentelle Endometriosemodelle

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die Wirkung von ES und I3C auf Endometrioseherde im

Mausmodell untersucht. Verschiedene in vitro und in vivo Studien konnten zuvor bereits nachweisen,

dass beide Substanzen eine hemmende Wirkung auf das Wachstum von unterschiedlichen Tumoren

ausüben. So inhibierte ES die VEGF-induzierte Angiogenese und Zellproliferation in Backentaschentu-

moren in Hamstern, indem sie den PI3K/AKT-Signalweg blockierte [Kowshik et al., 2014]. I3C konnte

beispielsweise die Angiogenese und das Wachstum von Prostatakarzinomzellen inhibieren [Souli et

al., 2008]. Demzufolge sollten beide Substanzen ebenfalls das Wachstum von Endometrioseherden

unterdrücken können. Die Endometriose unterliegt hormonellen Steuerungsmechanismen und geht

häufig mit einer chronischen Inflammation einher [Weyerstahl und Stauber, 2007]. Daher sollte die

Wirkung von ES und I3C auf Endometrioseherde in der vorliegenden Arbeit in einem tierexperimen-

tellen in vivo Modell getestet werden, da dabei im Gegensatz zu in vitro Analysen diese systemischen

Einflussfaktoren berücksichtigt werden.

Voraussetzung für die Entstehung einer Endometriose ist die Menstruation. Aus diesem Grund kommt

die Erkrankung im Wesentlichen auch nur beim Menschen und in Primaten vor. Es erscheint daher

als sinnvoll, Endometriose-Studien an Affen durchzuführen. Abgesehen von den großen ethischen

Bedenken ist das Erkennen einer Endometriose in solchen Tieren jedoch aufgrund der erschwerten

Diagnostik kompliziert und der Aufwand sowie die Kosten für die Haltung der Tiere sehr hoch. Im

Laufe der Jahre wurden daher weitere Tiermodelle entwickelt, an denen die Pathogenese der Endome-

triose und neue Therapieansätze zur Behandlung der Erkrankung erforscht werden können [Grümmer,

2006].

Eines dieser Modelle ist das Modell der Chorioallantoismembran (CAM). Hierbei wird die mesen-

chymale Schicht der CAM aus Hühnereiern genutzt, um darauf zu untersuchende Zellen oder Ge-

webeproben zu transplantieren. So wurden bereits humane Endometriumzellen verwendet, die sich

auf der CAM zu Endometriose-ähnlichen Herden entwickelten [Maas et al., 2001]. Ein großer Vorteil

dieses Modells ist, dass die Anschaffung der Hühnereier und deren Unterbringung in Brutschränken

weniger kostenintensiv ist als die Labortierhaltung [Fischer et al., 2022]. Des Weiteren lassen sich

innerhalb kurzer Zeit bereits Ergebnisse generieren. So konnten in einem CAM-Modell schon nach

wenigen Tagen erste Endometrioseherde aus humanen Endometriumzellen induziert werden [Maas et

al., 2001]. Allerdings kann der inflammatorische Prozess, welcher oft mit einer Endometriose einher-
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geht, im CAM-Modell nicht zufriedenstellend untersucht werden, da die Hühner-Embryonen in der

frühen Entwicklung noch kein eigenes Immunsystem besitzen und so nicht zur Analyse immunologi-

scher Prozesse geeignet sind [Fischer et al., 2022].

Ein weiteres Endometriose-Modell ist die Rückenhautkammer. Die Rückenhautkammer besteht aus

zwei symmetrischen Titan-Rahmen mit einem transparenten Fenster, die an der aufgespannten Rü-

ckenhautfalte der Versuchstiere fixiert werden. In das Fenster kann Gewebe transplantiert und sei-

ne Entwicklung makroskopisch und mikroskopisch beobachtet werden [Algire, 1943]. Im Laufe der

vergangenen Jahrzehnte wurde das Rückenhautkammermodell weiterentwickelt und kontinuierlich

verbessert. So fand es bereits Anwendung bei Ratten, Hamstern und Nacktmäusen [Papenfuss et

al., 1979; Endrich et al., 1980; Lehr et al., 1993]. Schließlich wurde das Rückenhautkammermodell

auch als neues Endometriosemodell bei Nagetieren etabliert, da es die wiederholte in vivo Ana-

lyse der Angiogenese in ektopem Endometriumgewebe mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie

ermöglicht [Laschke et al., 2005]. Entsprechend konnten hiermit verschiedene anti-angiogene Sub-

stanzen erfolgreich getestet werden. So fanden Laschke et al. heraus, dass selektive COX-2-Inhibitoren

[Laschke et al., 2007] oder Phytosubstanzen, wie 4-Hydroxybenzylalkohol [Laschke et al., 2011b], die

Vaskularisierung sich neu entwickelnder Endometrioseherde hemmen. Dies zeigte sich während der

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Endometrioseherde in der Rückenhautkammer in einer

deutlich verringerten funktionellen Kapillardichte. Ein Vorteil des Rückenhautkammermodells ist da-

bei vor allem die Möglichkeit zur repetitiven mikroskopischen Visualisierung der Endometrioseherde

zu beliebigen Zeitpunkten. Ein bedeutender Nachteil ist jedoch die begrenzte Untersuchungsdauer

von ca. 14 Tagen, weil die Rückenhautkammer für längerfristige Beobachtungen nicht benutzt werden

kann [Laschke et al., 2011a]. Des Weiteren entspricht das Rückenhautgewebe nicht den typischen

Prädilektionsstellen von Endometrioseherden im Bauchraum. So bleibt der Einfluss der Peritoneal-

flüssigkeit, welche durch verschiedene inflammatorische Faktoren entscheidend zur Pathogenese der

Endometriose beträgt [Koninckx et al., 1998], unberücksichtigt. Um diesen Aspekt zu berücksichti-

gen und Analysen über einen längeren Beobachtungszeitraum durchführen zu können, wurde in der

vorliegenden Arbeit daher das Modell der intraperitonealen Endometriose gewählt. In diesem Modell

wird Endometriumgewebe eines Spenders direkt in die Bauchhöhle eines Empfängers transplantiert.

Dabei wird zwischen heterologen und homologen Mausmodellen unterschieden [Grümmer, 2006].

Das heterologe Mausmodell kommt einer Xenotransplantation gleich, da das transplantierte Gewebe

von einer anderen Spezies, z. B. dem Menschen, stammt [Grümmer, 2006]. Verschiedene Studi-

en konnten zeigen, dass humanes Endometrium aus dem Uterus sowie Endometrium, welches aus

menschlichem Menstrualblut gewonnen wurde, in der Peritonealhöhle von immundefizienten Mäu-

sen erfolgreich anwachsen kann [Van Langendonckt et al., 2004; Eggermont et al., 2005]. Auf der
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einen Seite können auf diese Weise zelluläre Mechanismen und therapeutische Wirkstoffe direkt

am menschlichen Endometrium untersucht werden. Auf der anderen Seite lässt sich eine derarti-

ge Xenotransplantation nur erfolgreich durchführen, wenn es sich um Tiere handelt, bei denen das

Immunsystem geschwächt ist, damit es nicht zu Transplantatabstoßungen kommt. Infolge eines ge-

schwächten Immunsystems ist die inflammatorische Reaktion der Versuchstiere auf das transplantierte

Endometrium jedoch stark reduziert. Demnach können inflammatorische Einflussfaktoren, welche von

großer Bedeutung für die Pathogenese der Endometriose sind, bei einer Xenotransplantation nicht

berücksichtigt werden [Koninckx et al., 1998; Grümmer, 2006]. Passend dazu wurde in einer Studie

berichtet, dass COX-2-Inhibitoren keinen Einfluss auf transplantiertes humanes Endometriumgewebe

in immundefizienten Mäusen haben [Hull et al., 2005].

Homologe Mausmodelle, bei denen das zu transplantierende Gewebe von der gleichen Spezies stammt,

lassen sich nochmals in autologe und syngene Modelle einteilen. Im autologen Modell wird das En-

dometrium eines Tieres in dessen eigene Peritonealhöhle transplantiert. Im syngenen Modell stammt

das transplantierte Endometrium dagegen von einem anderen Spendertier, welches jedoch mit dem

Empfängertier genetisch identisch ist. Ein entscheidender Vorteil des homologen Mausmodells im

Vergleich zum heterologen Mausmodell ist die Tatsache, dass die Tiere ein physiologisches Im-

munsystem aufweisen. Demzufolge eignet sich das homologe Modell auch dazu, die Wirkung von

immunmodulierenden oder anti-inflammatorischen Substanzen zu untersuchen [Grümmer, 2006]. So

konnten bereits anti-inflammatorische Wirkstoffe, wie z. B. NSAID, die einen inhibitorischen Effekt

auf das Wachstum der Endometrioseherde ausüben, erfolgreich getestet werden [Efstathiou et al.,

2005]. Ein weiterer Vorteil des homologen Mausmodells ist, dass Untersuchungen an großen Gruppen

genetisch identischer Tiere durchführbar sind, was die Standardisierung erhöht. Außerdem können

problemlos Langzeitstudien durchgeführt werden, die verhältnismäßig kostengünstig sind. Es sollte

allerdings beachtet werden, dass sowohl im heterologen als auch im homologen Mausmodell der

chirurgische Eingriff mittels Laparotomie zu einer Stress- und Entzündungsreaktion bei den Tieren

führen kann. Des Weiteren können sich die unterschiedlichen Hormonkonzentrationen zwischen dem

Spender- und Empfängertier bei syngenen Transplantationen nachteilig auf das Herdwachstum aus-

wirken [Grümmer, 2006].

Für die Induktion intraperitonealer Endometrioseherde kommen verschiedene Transplantationstech-

niken zum Einsatz. Eine Möglichkeit ist es, Gewebeproben des Endometriums aus syngenen Spender-

tieren vom Myometrium zu trennen und als Suspension in einer Kochsalzlösung durch einen kleinen

Einschnitt in die Peritonealhöhle der Empfängertiere zu injizieren [Somigliana et al., 1999]. Damit

gelangt reines Endometriumgewebe ohne Myometrium in die Bauchhöhle, wo es an verschiedenen

Strukturen anwachsen kann. Verfälschende Einflüsse durch mittransplantiertes Myometrium können
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somit ausgeschlossen werden. Allerdings liegt dabei die sogenannte Anwachsrate, d. h. der Anteil der

Transplantate, die sich nach erfolgter Injektion tatsächlich in Endometrioseherde entwickeln, bei nur

ca. 30% [Grümmer, 2006]. Ebenso ist eine wiederholte Verlaufsbeobachtung der zufällig verteilten

Endometrioseherde in der Bauchhöhle durch z. B. hochauflösende Ultraschallverfahren schwierig, da

die Herde oftmals nicht gefunden werden können.

Eine andere Möglichkeit besteht darin, uterine Gewebeproben mitsamt Endometrium und Myometri-

um direkt am Peritoneum eines Spendertieres mittels Naht zu fixieren. Als Nachteil sollte erwähnt

werden, dass bei dieser Methode das Myometrium mittransplantiert wird, was bei einer echten En-

dometriose nicht der Fall wäre. Dadurch können falsch hohe Werte bei der Größenbestimmung der

Transplantate gemessen werden. Allerdings erleichtert die Fixierung das Wiederauffinden der einzel-

nen Gewebeproben, wodurch eine zeitliche Verlaufsbeobachtung sehr gut durchführbar ist [Grümmer,

2006].

Unter Berücksichtigung der oben diskutierten Aspekte wurde in der vorliegenden Arbeit ein homolo-

ges Mausmodell angewendet, bei dem die Endometrioseherde mittels syngener Transplantation durch

Fixierung uteriner Gewebeproben an das Peritoneum induziert wurden.

7.1.2 Ultraschall-Analyse

Endometrioseherde unterliegen ständigen Veränderungen in ihrem Wachstum. Insofern verändert sich

auch ihr Anteil an vaskularisiertem Stroma und zystisch dilatierten Drüsen im zeitlichen Verlauf. Um

den Therapieerfolg möglicher Substanzen zu evaluieren, ist deshalb eine kontinuierliche Kontrolle

dieser Parameter über den gesamten Beobachtungszeitraum von großer Relevanz. Eine Möglichkeit

der Größenmessung besteht darin, die Herde mit Hilfe eines Messschiebers manuell zu vermessen.

Hierbei wird bei jedem Herd jeweils der Längs- und Querdurchmesser bestimmt. Anhand der Ellip-

soidformel d1 × d2 × π /4 kann schließlich die Größe der Endometrioseherde errechnet werden

[Becker et al., 2006]. Allerdings ist für eine solche Messung jedesmal eine Laparotomie notwendig.

Wiederholte Laparotomien bedeuten repetitive Stresssituationen für die Tiere und können inflam-

matorische Prozesse stimulieren, wodurch die Ergebnisse beeinflusst werden [Long et al., 2016]. Aus

diesem Grund erscheint eine derartige Größenmessung eher am Ende des Versuchs als sinnvoll. Wei-

terhin weist nicht jeder Endometrioseherd eine ellipsoide Form auf und die Größenmessungen variieren

stark je nach Untersucher.

Eine Möglichkeit der nichtinvasiven repetitiven Untersuchung von Endometrioseherden beruht auf

dem Prinzip der Biolumineszenz [Wang et al., 2013]. Dabei werden Luziferase-exprimierende trans-

gene Tiere verwendet, deren Endometriumgewebe in Luziferase-negative Wildtyp-Mäuse transplan-

tiert wird. Durch intraperitoneale Injektion von Luziferin in die Luziferase-negativen Tiere wird das
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Luziferin dann vermehrt in dem transplantierten Luziferase-exprimierenden Endometriumgewebe um-

gesetzt, wobei Photonen entstehen. Mittels einer speziellen Kamera kann nun diese Biolumineszenz

in den Endometrioseherden detektiert werden [Becker et al., 2006]. Ähnliche Methoden, bei de-

nen Tumorzellen oder injizierte Endometrioseherde mittels eines grün-fluoreszierenden Proteins unter

Fluoreszenzbildgebung visualisiert werden konnten, wurden ebenfalls beschrieben [Hoffman, 2002;

Hirata et al., 2005]. Vorteil der Biolumineszenz ist, dass mit einer hohen Sensitivität auch sehr kleine

Endometrioseherde identifiziert werden können, die makroskopisch nicht zu erkennen wären. Jedoch

kann es auch nach der Injektion von Luziferin zu Immunreaktionen auf das transplantierte Gewebe

kommen, sodass das Signal der Biolumineszenz abgeschwächt wird. Folglich könnte dies die Unter-

suchungsergebnisse beeinflussen [Becker et al., 2006].

Alternativ kann eine Größenmessung von Endometrioseherden mittels MRT erfolgen. Diese Technik

bietet eine hohe räumliche Auflösung mit einem hohen Weichteilkontrast, sodass unter Zuhilfenahme

von Kontrastmittel auch entzündliche Prozesse detektiert werden können [Brockmann et al., 2007].

Aufgrund der guten Auflösung können die Volumina von Endometrioseherden exakt gemessen werden

und korrelieren mit Messungen mittels Schieblehre [Silveira et al., 2013]. Um eine MRT an Mäusen

durchführen zu können, sind jedoch spezielle Kleintier-MRTs mit sehr hoher Auflösung notwendig.

Diese MRTs haben mit 4,7-16,4 Tesla relativ hohe Feldstärken und sind dementsprechend auch an-

fällig für Bildartefakte. Des Weiteren bringen diese Geräte lange Untersuchungszeiten mit sich und

haben hohe Anschaffungskosten, weshalb sie nicht als Standardmethode zur Analyse verfügbar sind

[Brockmann et al., 2007].

Eine Alternative zur MRT, welche mit geringeren Kosten verbunden ist, ist die Verwendung eines

hochauflösenden Ultraschallgerätes. Hierbei können Endometrioseherde ebenfalls während der gesam-

ten Studie nichtinvasiv analysiert werden. Im Vergleich zur MRT ist die Eindringtiefe beim Ultraschall

durch die frequenzabhängige Dämpfung des Ultraschallimpulses jedoch begrenzt, sodass sich keine

Ganzkörperschnittbilder darstellen lassen [Wirtzfeld et al., 2005]. Zudem ist das sonographische Auf-

finden einer Endometriose stark von der Erfahrung des Untersuchers abhängig [Brockmann et al.,

2007; Laschke et al., 2010]. Dennoch beschreiben mehrere Studien eine sehr gute Darstellbarkeit von

Endometrioseherden mit Differenzierung ihres Zysten- und Stromagewebes sowie eine gute Visuali-

sierung der Adhäsionsbildung um die Herde im Ultraschall [Körbel et al., 2010; Laschke et al., 2010].

So kann das Größenwachstum der induzierten Endometrioseherde während des gesamten Beobach-

tungszeitraumes exakt bestimmt werden. In präklinischen Studien zur ultraschallbasierten Analyse

von Tumorzellwachstum, bei denen eine exakte Größenmessung von hoher Relevanz war, konnte die

Ultraschallanalyse ebenfalls erfolgreich eingesetzt werden [Beckmann et al., 2007]. Dabei korrelierten

die Ultraschallergebnisse sehr gut mit den Tumordurchmessern, die bei der anschließenden Autopsie
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gemessen wurden [Wirtzfeld et al., 2005]. Weitere entscheidende Vorteile des Ultraschalls sind auch

die geringe Belastung für die Tiere, welche die volatilen Anästhetika für die kurze sonographische

Untersuchung gut tolerieren. Außerdem kann die Anzahl der für eine Studie erforderlichen Tiere redu-

ziert werden, da die Ultraschallbildgebung die statistische Variabilität begrenzt, indem die einzelnen

Endometrioseherde wiederholt über die Zeit beobachtet werden können [Laschke et al., 2010]. Auf-

grund der guten Beurteilbarkeit des Wachstums von transplantiertem Gewebe zu unterschiedlichen

Zeitpunkten eignet sich die Sonographie somit als ideales Verfahren zur Untersuchung zukünftiger

Therapieansätze in der Behandlung von sich entwickelnden Endometrioseherden. Hierzu wurde in der

vorliegenden Arbeit ein hochauflösendes Ultraschallsystem mit einem 40 MHz Ultraschallkopf, der

bei einer Eindringtiefe von 6 mm Strukturen bis zu 30 µm auflösen kann, verwendet.

7.2 Diskussion der Ergebnisse

7.2.1 ES

ES ist ein Hydrolyseprodukt der Ellagitannine, welche als phenolische Verbindungen in verschiede-

nen Nahrungsmitteln vorkommen [Aguilar-Zárate et al., 2018]. Hierzu zählen Granatäpfel, Kakis,

Himbeeren, Erdbeeren, Pfirsiche, Pflaumen, Walnüsse, Mandeln und Wein [Derosa et al., 2016]. In

mehreren Studien konnte ES bereits erfolgreich zur Prävention von chronisch-entzündlichen Erkran-

kungen, Diabetes und Tumorerkrankungen, wie z. B. dem Mammakarzinom, eingesetzt werden [Da

Silva Pinto et al., 2010; Chen et al., 2015; Derosa et al., 2016]. Bei der Analyse der zugrundelie-

genden Wirkmechanismen zeigten sich anti-oxidative, anti-inflammatorische, anti-proliferative, anti-

angiogene und pro-apoptotische Eigenschaften von ES. Aufgrund dieser Erkenntnisse stellt die Ap-

plikation von ES eine potenzielle zukünftige Therapie für die Behandlung der Endometriose dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Dosis von 50 mg/kg ES verwendet. Dosierungen im Bereich

von 40-60 mg/kg ES zeigten in früheren tierexperimentellen Studien bereits potente Effekte auf das

Wachstum von Tumoren, ohne eine organschädigende Wirkung zu haben [Umesalma und Sudhan-

diran, 2011; Cheng et al., 2017]. Allerdings ist die Bioverfügbarkeit von ES aufgrund der schlechten

Resorption und schnellen Elimination bei oraler Verabreichung vergleichsweise niedrig [Lei et al.,

2003]. Die nicht-absorbierten Anteile von ES werden von der Darmflora im Kolon zu ihren Meta-

boliten, den Urolithinen, verstoffwechselt. Diesbezüglich ist bekannt, dass Urolithine ebenfalls sehr

potente Wirkungen ausüben, da sie nach dem Verzehr von ES-haltigen Lebensmitteln in höheren

Konzentrationen im Plasma zu finden sind. Vor allem Urolithin A wurde im menschlichen Plasma

und Urin als Hauptmetabolit identifiziert [García-Villalba et al., 2013]. In einer in vivo Studie zu

renaler Inflammation konnte Urolithin A mit Dosierungen von 50 mg/kg die Expression pro-inflamm-

atorischer Zytokine stärker verringern als ES in der gleichen Dosierung [Guada et al., 2017]. Aufgrund
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dieser Metabolisierung wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls der orale Applikationsweg gewählt.

Es ist daher anzunehmen, dass ES seine Wirkungen unter anderem durch seine potenten Metabolite

ausübt, sodass auch bei niedrigeren Dosen relevante Effekte erzielt werden können [García-Villalba

et al., 2013].

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass ES das Wachstum von Endometrio-

seherden inhibiert. Dazu konnte in der Ultraschallbildgebung ein vermindertes Stromawachstum der

induzierten Endometrioseherde in den mit ES-behandelten Tieren gemessen werden. Das verminderte

Stromawachstum lässt sich auf eine frühe Hemmung der zellulären Proliferation zurückführen. Dies

konnte mittels quantitativer Analysen Ki67-positiver Zellen in den Endometrioseherden nachgewiesen

werden.

In der Literatur werden verschiedene anti-proliferative Signalwege beschrieben, welche von ES beein-

flusst werden. Hierzu gehört der PI3K/AKT-Signalweg. Mehrere tierexperimentelle Studien konnten

belegen, dass ES die Signaltransduktion von PI3K hemmt. Zudem inhibiert ES die Phosphorylierung

und damit die Aktivierung von AKT [Umesalma und Sudhandiran, 2011; Umesalma et al., 2015].

Dieser Mechanismus hat zur Folge, dass die Zellen nicht mehr vor Apoptose geschützt werden kön-

nen [Nicholson und Anderson, 2002]. Demnach kann ES durch die Inaktivierung des PI3K/AKT-

Signalweges zur Unterdrückung von Bcl-2 beitragen, was wiederum die Aktivierung der Apoptose

begünstigt [Umesalma und Sudhandiran, 2011]. In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Wirkme-

chanismus jedoch nicht bestätigt werden, da eine signifikante Herunterregulation der Expression von

PI3K oder pAKT/AKT in Western Blot-Analysen nicht nachgewiesen werden konnte.

Des Weiteren wird die Zellproliferation auch über den ERK-Signalweg gesteuert. Mehrere Studien

weisen darauf hin, dass ES die Phosphorylierung von ERK inhibiert und dadurch zur Proliferations-

hemmung beiträgt [Masamune et al., 2005; Eskandari et al., 2016]. Andere Studien zeigen jedoch,

dass ES bei einer Dosierung von 10 µM keinen Effekt auf die ERK-Kinaseaktivität hat [González-

Sarrías et al., 2010; Wang et al., 2016]. Mittels Western Blot-Analysen konnte in der vorliegenden

Arbeit ebenfalls keine signifikante Hemmung der Expression von pERK/ERK durch ES nachgewiesen

werden. Dennoch konnte gezeigt werden, dass ES nach 7 Tagen anti-proliferativ auf die Stroma-

zellen des Endometriums wirkt. Im Hinblick darauf wurde in anderen Studien nachgewiesen, dass

ES die Expression von Bax, Casp-3 und Cytochrom c erhöht und dadurch zur Induktion der Apop-

tose beiträgt [Umesalma et al., 2015]. Zudem kann ES die Proliferation auch über einen direkten

inhibitorischen Effekt auf den Zellzyklus hemmen, was bereits in einer in vitro Studie an humanen

Endometriumzellen beschrieben wurde [Mc Cormack et al., 2020]. Aus diesem Grund könnte ES auch

in der vorliegenden Arbeit über einen direkten Zellzyklusarrest oder eine Induktion der Apoptose über

den Casp-3-Signalweg zur Wachstumshemmung des Endometriums beigetragen haben. Dieser Me-
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chanismus wurde jedoch nicht weiter untersucht.

Die Pathogenese der Endometriose ist hochkomplex. Dabei spielt nicht nur die Proliferation von Ge-

webe, sondern auch die Angiogenese eine wichtige Rolle. Hierbei sind vor allem Wachstumsfaktoren

von entscheidender Bedeutung [Carmeliet, 2000]. Bei Endometriose-Patientinnen ist nachweislich eine

erhöhte Konzentration von VEGF im ektopen Endometriumgewebe vorhanden und trägt zum Wachs-

tum von Endometrioseherden bei [Donnez et al., 1998]. Verschiedene in vivo Studien an Backen-

taschentumoren in Hamstern und an humanen Harnblasentumorzelllinien in Nacktmäusen konnten

bereits belegen, dass ES die Expression von VEGF und VEGFR2 hemmt, wodurch folglich das Tu-

morwachstum inhibiert wurde [Kowshik et al., 2014; Ceci et al., 2016]. In der vorliegenden Arbeit war

die Expression von VEGF und VEGFR2 durch die Behandlung mit ES jedoch signifikant erhöht. Dies

wurde auch von Chatterjee et al. [2012] in einer Studie an Mäusen mit Magenulcera beschrieben.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine 3-tägige Behandlung mit 10 mg/kg ES nach 7 Tagen zu

einer Erhöhung von VEGF führte und damit zur aktiven Heilung der Magenulcera beitrug [Chatterjee

et al., 2012]. Eine weitere in vivo Studie, in der die Wirkung von ES auf die Vaskularisierung von

Knochendefekten getestet wurde, zeigte in den ersten 7 Tagen ebenfalls eine signifikante Erhöhung

der VEGF-Expression bei ES-behandelten Tieren. Nach 14 Tagen wurde jedoch eine Verringerung

der anfänglich erhöhten VEGF-Expression gemessen. Erklärt wurde dies damit, dass die VEGF-Ex-

pression nur in den ersten Tagen aufgrund der induzierten Angiogenese erhöht ist. Sobald sich jedoch

ein Netzwerk an Blutgefäßen ausgebildet hat, reduziert sich auch wieder die anfänglich hohe VEGF-

Expression, was als negative Rückkopplung betrachtet werden kann [Nirwana et al., 2022]. Dies

könnte auch eine Erklärung für die in der vorliegenden Arbeit anfänglich erhöhte VEGF-Expression

in den ES-behandelten Endometrioseherden sein, obwohl nach 28 Tagen zwar keine Hemmung der

Vaskularisierung, jedoch eine tendenziell reduzierte Gefäßdichte in diesen Herden gefunden wurde.

Ebenfalls von großer Bedeutung für das Wachstum von Endometrioseherden sind Entzündungspro-

zesse, da pro-inflammatorische Zytokine die Proliferation stimulieren können [Guo, 2007]. ES hat

in vielen Studien aufgrund seiner Hemmung von z. B. TNF-α, IL-1β und IL-6 ein anti-inflammato-

risches Potential bewiesen [Chatterjee et al., 2012]. Daher wurde in dieser Arbeit mittels Western

Blot-Analyse die Expression von COX-2 und NF-κB in den Endometrioseherden nach Gabe von ES

untersucht. In einigen in vivo Studien konnte bereits eine Reduktion der COX-2-Expression durch ES

nachgewiesen werden [El-Shitany et al., 2014; Derosa et al., 2016]. Im Gegensatz dazu zeigte sich in

einer tierexperimentellen Studie, an der die Wirkung von 7 mg/kg ES auf Magenulzera getestet wur-

de, eine vermehrte Expression von COX-2 [Chatterjee et al., 2012]. In der vorliegenden Arbeit konnte

jedoch kein Einfluss von ES auf die COX-2-Expression nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stehen

in Übereinstimmung mit einer in vitro Studie von González-Sarrías et al. [2010], die beschreibt, dass
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ES keinen inhibitorischen Effekt auf die COX-2-Expression in humanen Kolonzellen hat. Es ist jedoch

denkbar, dass Urolithine eine Hemmung der COX-2-Aktivität verursachen können, was bereits in ei-

ner Studie von Giménez-Bastida et al. [2020] nachgewiesen wurde. Diese zeigte, dass Urolithine, v.a.

Urolithin A, bei Konzentrationen von 1-1,5 µM, welche im menschlichen Kolon auftreten können, die

COX-2-Expression in Leukozyten herunterregulieren und somit eine entzündungshemmende Wirkung

ausüben. Weitere Untersuchungen von Giménez-Bastida et al. [2020], bei denen die Wirkung von ES

auf die COX-2-Expression untersucht wurde, ergaben jedoch keinen signifikanten Effekt.

Als weiterer pro-inflammatorischer Faktor wurde in der vorliegenden Arbeit NF-κB untersucht. Mit-

tels Western Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass die Expression von NF-κB in ES-behandelten

Endometrioseherden signifikant erhöht ist. Dieses Ergebnis steht im deutlichen Gegensatz zu Studien,

in denen entweder eine Inhibition oder keine Beeinflussung von NF-κB durch ES beschrieben wurde

[González-Sarrías et al., 2010; Cheng et al., 2017]. Möglich wäre, dass ES in der vorliegenden Arbeit

eine pro-oxidative Wirkung ausübt, obwohl die Substanz als Antioxidans bekannt ist [Alfei et al.,

2020]. Dazu bewies eine in vitro Studie an Tumorzellen, dass ES in Kombination mit Strahlung zur

Erzeugung von ROS beitrug und so oxidativen Stress in den Zellen begünstigte [Bhosle et al., 2005].

In der vorliegenden Arbeit könnte die chirurgische Induktion der Endometrioseherde bei den Tieren

oxidativen Stress fördern. Nachfolgend können durch den oxidativen Stress vermehrt pro-inflamma-

torische Zytokine stimuliert werden, was zu einer erhöhten Expression von NF-κB führt. Eine erhöhte

Expression von NF-κB fördert schließlich die Apoptose [Siomek, 2012]. So konnte beispielsweise in

einer in vivo Studie an Hepatozyten gezeigt werden, dass aktiviertes NF-κB zur Stimulierung des

Fas-Rezeptors führt und dadurch die Apoptose induziert [Kühnel et al., 2000]. Daher könnte ES in

der vorliegenden Arbeit die Apoptose durch vermehrte Expression von NF-κB gefördert haben, was

schließlich zur Wachstumshemmung der Endometrioseherde führte.

In der Pathogenese der Endometriose sind außerdem die Östrogenrezeptoren von hoher Relevanz.

Infolge lokal erhöhter Östrogenkonzentrationen in den Endometrioseherden binden Östrogene mit

hoher Affinität an die Östrogenrezeptoren, welche dann als Transkriptionsfaktoren das Wachstum

von Endometrioseherden fördern [Bulun et al., 2012]. Vor allem ER-β ist in erhöhten Konzentra-

tionen in Endometrioseherden zu finden [Bulun et al., 2012]. In einer in vitro Studie an humanen

Zervixkarzinomzellen konnte nachgewiesen werden, dass ES als Östrogenantagonist am ER-β wirkt,

wobei ES gleichzeitig eine pro-östrogene Aktivität am ER-α zeigte [Papoutsi et al., 2005]. In der vor-

liegenden Arbeit waren jedoch weder ER-α noch ER-β signifikant durch ES beeinflusst. Dies stimmt

mit den Ergebnissen einer in vitro Studie von Gramec Skledar et al. [2019] überein, die nur eine

vermehrte östrogene Aktivität am ER-α durch die Metabolite Urolithin A und B, nicht jedoch durch

ES zeigte.
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Um etwaige Nebenwirkungen von ES auf die Reproduktionsorgane auszuschließen, wurden in der

vorliegenden Arbeit zusätzlich die Uteri und Ovarien untersucht. Hierbei ergaben sich keine morpho-

logischen Unterschiede der Gewebe zwischen den ES-behandelten Tieren und der Kontrollgruppe.

Mit Hilfe einer CD31- und Ki67-Färbung konnte auch kein Effekt von ES auf die Vaskularisierung

und die Proliferationsrate in den Ovarien und Uteri nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass ES das Wachstum von

Endometrioseherden inhibiert. Zurückzuführen ist dies auf eine frühe Hemmung der stromalen Pro-

liferation. Die konkreten Wirkmechanismen bleiben allerdings weitestgehend ungeklärt, wobei die

Vermutung nahe liegt, dass ES über eine Stimulierung der NF-κB-Aktivität zur Apoptose und somit

zur Wachstumshemmung der Endometrioseherde beitrug. Weiterführende Studien sollten daher noch

genauer klären, welche Mechanismen an dem anti-proliferativen Effekt von ES auf Endometrioseherde

beteiligt sind.

7.2.2 I3C

I3C ist ein Pflanzeninhaltsstoff, der vor allem als Abbauprodukt in vielen Kohlgemüsesorten, wie

Brokkoli, Rosenkohl und Blumenkohl, vorkommt [Schmandke, 2005]. I3C weist eine pro-apoptoti-

sche, anti-angiogene und anti-proliferative Aktivität auf [Auborn et al., 2003]. Demnach zeigen in

vitro Studien, dass I3C und seine Derivate die Proliferation verschiedener Krebszelllinien, z. B. des

Endometriums, unterdrücken [Leong et al., 2001; Howells et al., 2002]. Für ein besseres Verständnis

dieser anti-kanzerogenen Wirkungen wurden verschiedene, von I3C vermittelte Signalwege, die auch

in Bezug auf die Endmetriose von Relevanz sind, identifiziert. Hierzu zählt der PI3K/AKT- und der

ERK-Signalweg [Ampofo et al., 2018]. Diese Signalwege regulieren bei der Endometriose zentrale

Prozesse wie die Angiogenese [Groothuis et al., 2005]. Daher könnte I3C eine vielversprechende Sub-

stanz für die Behandlung der Endometriose sein.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Tiere täglich mit einer Dosis von 120 mg/kg I3C über einen Be-

obachtungszeitraum von 28 Tagen behandelt. Diese Dosis zeigte bereits in früheren Experimenten eine

pro-apoptotische Wirkung auf Leukämiezellen [Lu et al., 2012]. Anhand der Formel zur Dosisumrech-

nung auf Basis der Körperoberfläche (Dosierung der Maus × Km-Faktor für eine Maus / Km-Faktor

für einen Menschen) kann die bei der Maus verwendete Dosis in eine auf die menschliche Körperober-

fläche angepasste Dosis umgerechnet werden [Reagan-Shaw et al., 2008]. Somit ergibt sich aus den

applizierten 120 mg/kg bei der Maus eine humane Äquivalentdosis von 9,7 mg/kg, was ca. 679 mg

I3C für eine 70 kg schwere Person entspricht. Dementsprechend befindet sich die in der vorliegenden

Arbeit verwendete Dosis im täglich empfohlenen Dosisbereich von 400-800 mg, welcher bereits in ei-

ner Phase-1-Studie an Frauen mit hohem Brustkrebsrisiko ohne starke Nebenwirkungen angewendet
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wurde [Reed et al., 2005]. Auch in der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit konnte kein toxischer

Effekt dieser Dosierung beobachtet werden. Die untersuchten Tiere zeigten postoperativ ein normales

Fressverhalten. Über den gesamten Zeitverlauf der Applikation von I3C konnte zudem eine stetige

Gewichtszunahme beobachtet werden.

Als Applikationsweg für I3C wurde in dieser Arbeit eine orale Gabe gewählt, die bereits in früheren

Studien Anwendung fand. Dabei ist jedoch eine relativ hohe Dosierung von I3C notwendig, um ef-

fektive Plasmaspiegel zu erreichen, da die Substanz zügig verstoffwechselt und zum Großteil über

die Leber eliminiert wird [Anderton et al., 2004]. Diesbezüglich konnte in einer pharmakokinetischen

Studie an Menschen nachgewiesen werden, dass die Plasmakonzentration von DIM, einem der Haupt-

metabolite von I3C, nach oraler Verabreichung von I3C wesentlich länger nachweisbar bleibt [Reed et

al., 2006]. Im Gegensatz dazu ist die intraperitoneale Applikation von I3C nicht effektiv, da die Sub-

stanz in der Peritonealhöhle akkumuliert und daher nicht wie üblich im Darm metabolisiert werden

kann [Park und Bjeldanes, 1992; Anderton et al., 2004]. Dies weist daraufhin, dass I3C als Prodrug

agiert und dessen Effekte überwiegend durch seine Metabolite vermittelt werden.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass I3C das Wachstum von Endometrioseherden

in einem Mausmodell inhibiert. Dabei konnte in der Ultraschallbildgebung ein vermindertes Stroma-

wachstum der induzierten Endometrioseherde in den I3C-behandelten Tieren gemessen werden. Am

Ende des Versuchszeitraumes wurde das verminderte Herdwachstum in den I3C-behandelten Tieren

mit Hilfe eines digitalen Messschiebers bestätigt. Das reduzierte Stromawachstum lässt sich auf eine

frühe Hemmung der stromalen zellulären und endothelialen Proliferation zurückführen. Dies konnte

mittels quantitativer Analysen Ki67-positiver Zellen in den Endometrioseherden nachgewiesen wer-

den.

Das Wachstum von Endometrioseherden ist stark von ihrer Vaskularisierung abhängig, da diese dazu

beiträgt, die Herde mit Nährstoffen zu versorgen [Groothuis et al., 2005]. So ist bei der Entwicklung

von Endometrioseherden eine hohe angiogene Aktivität charakteristisch [Laschke und Menger, 2018].

In dieser Arbeit konnte in der frühen Entwicklungsphase I3C-behandelter Endometrioseherde eine si-

gnifikant verminderte Endothelzellproliferation nachgewiesen werden. Infolgedessen wiesen die Herde

am Ende des Beobachtungszeitraumes eine reduzierte Gefäßdichte auf. Dieses Ergebnis stimmt mit

den Ergebnissen einer Studie von Souli et al. [2008] überein, in der ebenfalls nachgewiesen werden

konnte, dass I3C die Endothelzellproliferation inhibiert. Ein möglicher zugrundeliegender Wirkme-

chanismus könnte die Inhibition pro-angiogen wirkender Zielmoleküle, wie ERK1/2 oder VEGF, sein

[Kunimasa et al., 2010; Hajra et al., 2018].

Über Wachstumsfaktoren, wie VEGF, kann ERK aktiviert werden und stimuliert infolgedessen die

Proliferation [Cross et al., 2003]. Mittels Western Blot-Analysen konnte in der vorliegenden Arbeit
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sowohl eine signifikant reduzierte Expression von VEGFR2, als auch eine signifikant reduzierte Expres-

sion von pERK in den I3C-behandelten Tieren nachgewiesen werden. Somit lassen diese Ergebnisse

darauf schließen, dass I3C über die Inhibierung dieses Signalweges zur Hemmung der Angiogenese

und des Wachstums der Endometrioseherde beiträgt. Diese Wirkung von I3C bestätigte sich auch

am Ende des Beobachtungszeitraumes durch eine signifikant reduzierte Gefäßdichte in der CD31-

Färbung.

Ein weiterer möglicher Signalweg, welcher als Erklärung für die anti-proliferative Wirkung von I3C

auf die Endometrioseherde dienen könnte, ist der PI3K/AKT-Signalweg. PI3K wird durch Bindung

von Wachstumsfaktoren an entsprechende Rezeptoren intrazellulär phosphoryliert und aktiviert an-

schließend AKT, wodurch einerseits die Zellproliferation stimuliert und andererseits die Apoptose

gehemmt wird [Wymann and Pirola, 1998]. Im Vergleich zu gesunden Frauen lässt sich bei Endo-

metriose-Patientinnen eine erhöhte Expression von PI3K und pAKT/AKT nachweisen, wodurch das

Wachstum von Endometrioseherden gefördert wird [Madanes et al., 2020]. In vorherigen Studien

konnte durch die Gabe von I3C eine signifikant verringerte Expression von PI3K gezeigt werden

[Chinni und Sarkar, 2002; Ahmad et al., 2013]. Dieses Ergebnis bestätigte sich auch in der vorlie-

genden Arbeit. Durch die Behandlung mit I3C konnte ebenfalls eine signifikant reduzierte Expression

von PI3K im Western Blot nachgewiesen werden, was demzufolge wahrscheinlich zur Wachstums-

hemmung der Endometrioseherde beitrug.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch die Wirkung von I3C auf die Expression von AKT untersucht.

Laut einer Studie von Chinni und Sarkar [2002] inhibiert I3C die Phosphorylierung von AKT, was

mittels reduzierter AKT-Expression im Western Blot nachgewiesen wurde. Dadurch konnte die Apop-

tose in Prostatakrebszellen induziert werden [Chinni und Sarkar, 2002]. In der vorliegenden Arbeit

war jedoch kein signifikanter Einfluss von I3C auf die Expression von pAKT/AKT nachweisbar. Ein

ähnliches Ergebnis wird auch in einem in vitro Modell an Brustkrebszellen beschrieben, in dem I3C

keine Auswirkungen auf die AKT-Expression hatte [Hung und Chang, 2009]. Da I3C in der vorlie-

genden Arbeit PI3K inhibierte, jedoch nicht die Expression von pAKT/AKT, liegt die Vermutung

nahe, dass PI3K über AKT-unabhängige Signalwege, wie z. B. durch PDK1, seine anti-proliferativen

Wirkmechanismen ausüben konnte [Faes und Dormond, 2015].

Des Weiteren hat I3C pro-apoptotische Eigenschaften, wie z. B. die Stimulierung von Bax, Casp-3, -8

und -9, oder die Inhibierung von CDK2, CDK6, Cyclin A, Cyclin E und Bcl-2 [Cover et al., 1998;

Rahman et al., 2000; Lu et al., 2012]. Dadurch konnte I3C bereits die Proliferation von verschiedenen

Tumorzelllinien in vitro und in vivo inhibieren [Souli et al., 2008; Wang et al., 2013; Lee et al., 2019,

2021; Auborn et al., 2003]. Der Einfluss von I3C auf diese spezifischen apoptotischen Marker wurde

in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht genauer untersucht.
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Die Endometriose ist gekennzeichnet durch eine chronische Entzündung im Bauchraum. So konnten

erhöhte Konzentrationen von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-1 und TNF-α, in Endome-

trioseherden nachgewiesen werden [Fakih et al., 1987; Halme et al., 1989]. Insbesondere ist die

Expression von COX-2 in Endometrioseherden häufig erhöht [Bulun et al., 2012]. Die Expression von

COX-2 unterliegt der Kontrolle von mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) p38 und ERK. Diese

Kinasen werden durch pro-inflammatorische Zytokine, wie z. B. IL-1β, aktiviert, was auf einen engen

Zusammenhang zwischen Entzündung und Angiogenese bei der Endometriose hinweist [Huang et al.,

2013; Laschke und Menger, 2018]. In der vorliegenden Studie wurde durch die Behandlung mit I3C

jedoch kein signifikanter Einfluss auf COX-2 nachgewiesen, obwohl eine reduzierte Expression von

pERK durch I3C gezeigt werden konnte. Ein möglicher Grund für dieses Ergebnis ist, dass die COX-2-

Proteinexpression auch durch andere Signalwege, wie z. B. NF-κB und AKT, reguliert werden kann

[Takada et al., 2005; Lai et al., 2019].

Als pro-inflammatorischer Transkriptionsfaktor reguliert NF-κB die Expression bestimmter Zytokine

und ist somit ebenfalls eng in Prozessen wie Proliferation und Angiogenese involviert [Guo, 2007;

Nennig und Schank, 2017]. In einer Studie von Takada et al. [2005] wurde eine dosisabhängige Hem-

mung von aktiviertem NF-κB durch I3C in verschiedenen Zelltypen beschrieben. Dabei inhibierte

I3C NF-κB über den AKT-Signalweg [Takada et al., 2005]. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch

kein Einfluss von I3C auf die NF-κB-Proteinexpression im Western Blot nachgewiesen werden. Dies

könnte auf die im Vergleich zur Kontrollgruppe unveränderte pAKT/AKT-Expression nach Gabe von

I3C zurückzuführen sein, sodass dieser Signalweg nicht von I3C beeinflusst wurde.

Von entscheidender Bedeutung für das Wachstum der Endometriose ist die Expression der Östro-

genrezeptoren im endometrialen Gewebe. So findet sich im eutopen Endometrium vorwiegend ER-α,

während im ektopen Endometrium vermehrt ER-β exprimiert wird [Bulun et al., 2012]. In der vor-

liegenden Arbeit konnte eine signifikant gesteigerte Expression von ER-α durch I3C nachgewiesen

werden. Dahingegen wurde die ER-β-Expression nicht von I3C beeinflusst. Obwohl andere Studien

zeigen, dass nur die erhöhten ER-α-Spiegel mit den gesteigerten pro-inflammatorischen Zytokinspie-

geln in den Peritonealflüssigkeiten von Frauen mit Endometriose korrelieren [Montagna et al., 2008],

konnte in der vorliegenden Arbeit keine vermehrte Expression der Inflammationsmarker NF-κB und

COX-2 durch die Behandlung mit I3C nachgewiesen werden. Vielmehr steht die erhöhte Expression

von ER-α in Übereinstimmung mit einer Studie von Nouri Emamzaden et al. [2020], in welcher nach

der Behandlung von Tripel-negativen Brustkrebszellen mit I3C eine Hochregulation von ER-α nach-

gewiesen werden konnte.

Der Östradiol-Metabolismus ist Cytochrom-P450-abhängig [Waxman, 1988]. I3C ist ein starker In-

duktor der Cytochrom-P450-Enzyme und stimuliert vor allem die Östradiol-2-Hydroxylase, wodurch
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der 2-Hydroxyöstron-Spiegel gesteigert wird [Verhoeven et al., 1997]. 2-Hydroxyöstron hat eine ab-

geschwächte östrogene Wirkung im Brustdrüsen- und Endometriumgewebe sowie anti-inflammatori-

sche, anti-proliferative und pro-apoptotische Eigenschaften [Martucci und Fishman, 1979; LaVallee et

al., 2002; Xu et al., 2021]. Demzufolge kann I3C die östrogene Aktivität reduzieren, indem es dessen

Verstoffwechselung zu inaktiven Östrogenmetaboliten, wie 2-Hydroxyöstron, unterstützt [Bradlow et

al., 1991]. Dies könnte erklären, warum I3C in der vorliegenden Arbeit trotz eindeutig erhöhter ER-α-

Expression die Entwicklung von Endometrioseherden hemmte.

Aufgrund der östrogenen Wirkung von I3C sollten in dieser Arbeit auch mögliche Nebenwirkungen

auf die Reproduktionsorgane ausgeschlossen werden. Die histologische Untersuchung der Uteri und

Ovarien mittels HE-, CD31- und Ki67-Färbung ergab zwischen Vehikel- und I3C-behandelten Tieren

keinen Unterschied. Diese Ergebnisse stützen bisherige in vivo Studien, bei denen eine tägliche Dosis

von 400 mg I3C keine relevanten Nebenwirkungen zeigte [Reed et al., 2005; Williams, 2021]. Bei

diesen Studien war die Behandlungsdauer jedoch relativ kurz, sodass langfristige Nebenwirkungen,

insbesondere in Bezug auf die Reproduktionsorgane, nicht klar ausgeschlossen werden konnten. Daher

ist es wichtig, in zukünftigen Studien das genaue Risikoprofil von I3C bei einer dauerhaften Einnahme

in Langzeitstudien zu ermitteln.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass I3C das Wachs-

tum von Endometrioseherden in vivo hemmt. Dies ist auf eine frühe Hemmung der stromalen Proli-

feration und eine Inhibition der Angiogenese zurückzuführen. Insofern könnte I3C als ein neues Mittel

zur Therapie der Endometriose in Betracht gezogen werden. In weiteren klinischen Studien müsste

dafür noch geklärt werden, ob diese Ergebnisse auch auf den Menschen übertragbar sind und I3C

ohne relevante Nebenwirkungen bei Endomertriose-Patientinnen angewendet werden kann.
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