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1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Endometriose ist definiert als das Vorkommen von Endometrioseherden auf3er-
halb des Cavum uteri. Peritoneale Endometrioseherde entstehen hauptséachlich
durch retrograde Menstruation. Hierbei wird wéhrend der Menstruation abgesto3enes
Endometrium durch die Tuben in den Bauchraum transportiert. Dort kann das Gewe-

be adhérieren, proliferieren und am Peritoneum anwachsen.

Die retrograde Menstruation ist ein physiologischer Prozess, welcher bei bis zu 90 %
aller Frauen nachweisbar ist. Es haben jedoch deutlich weniger Frauen eine Endo-
metriose. Somit scheinen noch andere Kofaktoren bei der Entstehung der Krankheit
notwendig zu sein. Dabei ist zu bedenken, dass die in vivo Passage von Endometri-
umfragmenten aus dem Uterus durch die Tuben in die Peritonealhdhle einige Stun-
den bis Tage dauern kann. Wahrend dieser Zeit sind die Fragmente avaskular und
hypoxischen Bedingungen ausgesetzt. Unklar ist, wie dieser Zustand die Viabilitat,
Proliferation, Angiogenese, Entziindungsaktivitat und schlie3lich die Fahigkeit, einen

Endometrioseherd auszubilden, beeinflusst.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu untersuchen, wie das ischadmische Zeit-
fenster zwischen Entnahme und peritonealem Kontakt von Endometrium die Entste-
hung, GréRRenentwicklung, Angiogenese, Apoptose und Immunzellinfiltration von in-

duzierten Endometrioseherden beeinflusst.

Hierzu wurden in einem ersten Studienabschnitt Uterusfragmente von transgenen
C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-Mausen, deren Gewebe green fluorescent pro-
tein (GFP)-positiv ist, isoliert und entweder direkt nach der Entnahme oder nach einer
Prakultivierung von 24h oder 72h histologisch und immunhistochemisch untersucht.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Zell- und Mikrogefal3dichte 72h-
prakultivierter Uterusfragmente im Vergleich zu frisch isolierten und 24h-
prakultivierten Fragmenten signifikant erniedrigt und die Apoptoserate signifikant er-
hoht ist. Zusatzlich wurde ein Proteom-Profiler-Maus-Angiogenese-Array zur Detekti-
on von Angiogenese-relevanten Proteinen durchgefihrt. Sowohl in frischen als auch
in prékultivierten Uterusfragmenten wurden alle untersuchten Proteine exprimiert.
Jedoch zeigten die prakultivierten Uterusfragmente ein deutlich unterschiedliches
Expressionsmuster angiogeneserelevanter Proteine gegenuber dem frisch entnom-

menen Gewebe.
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In einem zweiten Studienabschnitt wurden frisch isolierte und prékultivierte Uterus-
fragmente von C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-Mausen an die Bauchwand weib-
licher C57BL/6-Méause transplantiert. Die GroRenentwicklung der so induzierten En-
dometrioseherde wurde Uber 28 Tage mittels hochauflosender Ultraschallbildgebung
untersucht. Am Ende des Versuchs wurden die Herde entnommen und fur weitere
histologische und immunhistochemische Untersuchungen asserviert. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Entwicklung von Endometrioseherden aus 72h-
prakultivierten Uterusfragmenten nahezu vollstdndig ausblieb. Weiterhin hemmte ei-
ne Prakultivierung tber 24h die Entstehung von Endometrioseherden. Jedoch wurde
das Wachstum einzelner Herde geférdert. Immunhistochemisch konnte nachgewie-
sen werden, dass die Mikrogefal3dichte sowie der Anteil GFP-positiver Blutgefalie
und die Apoptoserate in Herden aus frisch isolierten und 24h-prékultivierten Frag-
menten vergleichbar war, der Anteil proliferierender Stromazellen in Herden der 24h-
prakultivierten Fragmente jedoch signifikant erhéht. Des Weiteren zeigte sich in den
prakultivierten Uterusfragmenten ein signifikant geringerer Anteil an neutrophilen

Granulozyten und Makrophagen.

In einem dritten Studienabschnitt wurden frisch isolierte sowie 24h- und 72h-
prakultivierte Endometriumfragmente im Modell der Riickenhautkammer mittels intra-
vitaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Auf diese Weise konnte gezeigt werden,
dass eine Prékultivierung Uber 24h die Vaskularisierung von Endometriumfragmen-
ten fordert, wahrend fast alle 72h-prékultivierten Endometriumfragmente keine En-

dometrioseherde mehr ausbilden konnten.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass die durch eine Prékultivierung
verursachte Gewebehypoxie einen wesentlichen Einfluss auf die Integritat, das Uber-
leben sowie die angiogene und proliferative Aktivitat von ektopem Endometrium hat.
Nach 72h Prakultivierung regrediert das Gewebe nahezu vollstandig und ist nicht
mehr in der Lage anzuwachsen und sich zu Endometrioseherden zu entwickeln. Im
Gegensatz dazu fordert die 24h avaskulare Periode die Uberexpression von angio-
genen Wachstumsfaktoren im Gewebe, was zur Ausbildung von Endometrioseher-
den mit aggressiverem Wachstum fuhrt. Daher kdonnte die Dauer des ischamischen
Zeitfensters einen wichtigen Selektionsfaktor fir ektopes Endometrium darstellen,
der die Entwicklung von Endometrioseherden innerhalb der Peritonealhthle be-

stimmt.
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2 SUMMARY

Endometriosis is defined as the presence of endometriotic lesions outside the uterine
cavity. The primary cause of peritoneal endometriosis is retrograde menstruation.
During menstruation, shed endometrium is retrogradely transported through the fallo-
pian tubes into the peritoneal cavity. There, the tissue can adhere and proliferate and

engraft into the peritoneum.

Retrograde menstruation is a physiological process, which occurs in up to 90 % of
women. However, considerably less women suffer from endometriosis. Thus, other
cofactors seem to be necessary to the development of the disease. In this context, it
should be considered that in women the passage of shed endometrial fragments from
the uterus into the peritoneal cavity and their final engraftment may require several
hours to days. During this period, the fragments are avascular and exposed to hypox-
ic conditions. By now, it is completely unknown, how this affects the survival, prolifer-
ation, angiogenesis and inflammatory activity of the tissue and, hence, its ability of

developing into endometriotic lesions.

Therefore the aim of the present thesis was to analyze, how the ischemic time win-
dow between the explantation and peritoneal contact of endometrium determines the
formation, growth, angiogenesis, apoptosis and immune cell infiltration of induced

endometriotic lesions.

In a first part of the thesis, uterine fragments from transgenic C57BL/6-TgN(ACTB-
EGFP)10sb/J mice with green fluorescent protein (GFP)-positive tissue were exam-
ined directly after their isolation or after precultivation for 24h or 72h by means of his-
tology and immunohistochemistry. The cell density and microvessel density were
significantly lower and the apoptosis rate was significantly higher in 72h-precultivated
fragments when compared to freshly isolated and 24h-precultivated ones. In addition,
a proteome-profiler-mouse-angiogenesis-array was performed to detect angiogene-
sis-related proteins. All analyzed proteins were detectable in cultivated and non-
cultivated uterine fragments. However, the precultivated fragments exhibited a con-
siderably different protein expression pattern when compared to the freshly isolated

ones.
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In a second part of the thesis, freshly isolated and precultivated uterine fragments of
C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-mice were transplanted to the abdominal wall of
female C57BL/6 mice. To analyze the growth of these grafts, high-resolution ultra-
sound imaging was performed repetitively over 28 days. At the end of the observation
period, the endometriotic lesions were excised for further histological and immuno-
histochemical analyses. It was found that the development of 72h-precultivated uter-
ine fragments into endometriotic lesions was markedly suppressed. Furthermore, a
precultivation for 24h also inhibited the development of endometriotic lesions. How-
ever, it promoted the growth of individual lesions. The microvessel density, the frac-
tion of GFP-positive blood vessels and the rate of apoptosis were comparable in le-
sions developing from freshly isolated and 24h-precultivated fragments, whereas
stromal cells showed a significantly higher proliferation rate in lesions of the 24h-
precultivated grafts. The number of macrophages and granulocytes was significantly

lower in lesions of precultivated uterine fragments.

In a third part of the thesis, freshly isolated as well as 24h- and 72h-precultivated en-
dometrial fragments were analyzed in the dorsal skinfold chamber model by means
of intravital fluorescence microscopy. By this, it could be shown that precultivation of
endometrial fragments for 24h promotes their vascularization. In contrast, most of the
72h-precultivated endometrial fragments were not able to develop into endometriotic

lesions.

In summary, the present thesis demonstrates that hypoxia induced by precultivation
has a strong impact on the integrity, survival as well as the angiogenic and prolifera-
tive activity of ectopic endometrium. After 72h of precultivation, the tissue completely
regresses and is no longer capable of engrafting and developing into endometriotic
lesions. In contrast, an only 24h avascular period promotes the overexpression of
angiogenic growth factors in the tissue, leading to the formation of endometriotic le-
sions which exhibit an aggressive growth behaviour. Therefore, it can be concluded
that the duration of the ischemic time window may represent an important selection
factor for ectopic endometrium, which determines the development of endometriotic

lesions within the peritoneal cavity.
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3 EINLEITUNG

3.1 Endometriose

3.1.1 Definition, Symptomatik und Diagnostik der Endometriose

Die Endometriose ist definiert als das Vorkommen endometriumartiger Zellverbande,
bestehend aus funktionalen Stroma- und Epithelzellen, auRerhalb des Cavum uteri
(ZONDERVAN et al., 2020). Unterbauchschmerz ist eines der Leitsymptome der Er-
krankung. Weiterhin leiden die Patientinnen haufig an Sterilitat (GIUDICE, 2010; UL-
RICH et al., 2014).

Zwischen dem Ausmald der Endometriose und der Art und Starke der Symptome be-
steht nur ein loser Zusammenhang, wobei ein grof3er Teil der Frauen mit Endometri-
ose asymptomatisch ist (GRUPPO ITALIANO PER LO STUDIO DELL’ ENDOMET-
RIOSI, 2001). Fast jede Frau mit symptomatischer Endometriose leidet unter Dys-
menorrhd. Diese Symptomatik kann von der Lokalisation der Endometrioseherde
abhangen. Es gibt z.B. einen Zusammenhang zwischen Dysmenorrh6 und dem Vor-
handensein von Adhasionen im Douglasraum. Weiterhin korreliert das Ausmal} einer
Dyspareunie mit dem Befall der uterosakralen Ligamente (FAUCONNIER et al.,
2002). Die tief infiltrierende Endometriose kann zu deutlichen und oft erheblichen
Krankheitssymptomen fiihren. Sie ist als Befall des Septum retrovaginale, des Fornix
vaginae, des Retroperitoneums (Beckenwand, Parametrium), des Darms, des Ure-
ters und der Harnblase definiert (ULRICH et al., 2014). Dyspareunie kann auch durch
Schadigung des Plexus pelvicus bedingt sein (POSSOVER, 2009). Bei Darmbefall
kann es zu den Symptomen Dyschezie, Druckgefiihl, Blahungen, Tenesmen, Hama-
tochezie, Diarrhd und Obstipation (im Wechsel) kommen (ULRICH et al., 2014). Die
Blasenendometriose kann zu Dys- und Hamaturie fuhren, eine Ureterendometriose
zur Hydronephrose. Da der Harnstau sich langsam entwickelt, ist er meist symptom-
arm bis asymptomatisch (SORIANO et al., 2011).

Indikationen zur Endometriosediagnostik sind anhaltende Schmerzen und/oder uner-
fullter Kinderwunsch. Die Diagnose der tief infiltrierenden Endometriose wird zu-
nachst klinisch gestellt. Obligate Untersuchungen sind die vaginale und rektale Pal-
pation, vaginale Sonographie und transabdominale Nierensonographie (ABRAO et
al., 2007; ULRICH et al., 2014). Eine Koloskopie ist bei Verdacht auf einen Rekto-
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sigmoidbefall sinnvoll. Die Infiltration der Mucosa ist zwar sehr selten, aber 26 % der
Patientinnen mit Rektumendometriose haben eine Stenose (ROMAN et al., 2012).
Die Wandinfiltration des Rektums kann am besten endosonographisch beurteilt wer-
den (BAZOT et al., 2009). In einer Vergleichsstudie tber die verschiedenen bildge-
benden Methoden wurde der Magnetresonanztomographie die hochste Sensitivitat
zugewiesen (BAZOT et al., 2009). Die peritoneale Endometriose kann letzten Endes
nur laparoskopisch diagnostiziert werden (GARRY, 2004). Eine Endometriose der
Ovarien (ovarielles Endometriom) kann durch die transvaginale Sonographie detek-
tiert werden. Eine Unterscheidung von anderen, auch von malignen Prozessen, ist
meist nur histologisch mdglich (HUDELIST et al., 2009).

3.1.2 Epidemiologie und Historie

Die Endometriose ist eine der haufigsten gynékologischen Erkrankungen. Die Préa-
valenz der Erkrankung wird bei Frauen im reproduktionsfahigen Alter auf 2 - 25 %
geschatzt (MOGHISSI, 1999; OLIVE und PRITTS, 2001; GIUDICE und KAO, 2004).
Dabei wird in unterschiedlichem Mal3e bericksichtigt, dass das Intervall zwischen
ersten Symptomen und der definitiven Diagnose ,Endometriose” sehr lang ist. In Os-
terreich und Deutschland betragt es etwa 10 Jahre (HUDELIST et al.,, 2012). Die
Haufigkeit einer Endometriose betragt bei Patientinnen, die zur Abklarung einer Steri-
litat eine Pelviskopie erhalten 30 - 50 % (METTLER, 1995; WITZ und BURNS, 2002),
bei asymptomatischen Patientinnen 2 - 18 % (SANGI-HAGHPEYKAR und POIN-
DEXTER, 1995; MISSMER und CRAMER, 2003). In Deutschland werden pro Jahr
etwa 20.000 Patientinnen wegen Endometriose zur Krankenhausbehandlung einge-
wiesen. Man schatzt die Anzahl der Neuerkrankungen auf 40.000 pro Jahr (HAAS et
al., 2012).

Carl von ROKITANSKY (1860) gilt als Erstbeschreiber der Endometrioseerkrankung.
Der Chirurg Thomas Stephen CULLEN (1920) beschrieb jedoch erstmals das kom-
plette morphologische und klinische Bild der Erkrankung, die er Adenomyose nannte.
Er entwickelte ein Schema mit den klassischen Lokalisationen der adenomyotischen
Lasionen im Becken. Cullen erkannte, dass das Krankheitsbild durch ektopes, En-
dometrium-&hnliches Gewebe verursacht wird. John Albertson SAMPSON (1927)
nannte das Krankheitsbild erstmals Endometriose. In den folgenden Jahren wurden

pelvine Endometriose und Adenomyosis uteri als unabhangige Krankheitsbilder ge-
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sehen. Sie wurden schlie3lich von NOVAK und de LIMA (1948) wieder zu einer no-
sologischen Entitat zusammengefihrt (BENAGIANO et al., 2014). Sechzig Jahre
spater prasentierten LEYENDECKER et al. (2009, 2015) ein Konzept speziell zur
Pathogenese der Adenomyosis uteri, das als Ursache der Erkrankung die Verlage-
rung von Endometrium in die Uterusmuskulatur nach uteriner Autotraumatisierung in

Folge der kontraktilen Aktivitat des Organs sieht.

3.1.3 Organbefall und Stadieneinteilung

Die Endometriose beféllt in Form proliferierender endometrialer Drisen- und Stroma-
zellen am haufigsten die Strukturen im kleinen Becken. In abnehmender Haufigkeit
sind Beckenperitoneum, Ovarien (Abb. 1B), Ligamenta sacrouterina, Septum retro-
vaginale sowie extragenitale Organe (Abb. 1A; C) (Rektosigmoid und Harnblase) be-
troffen. Die Inzidenzen der Adenomyosis uteri und des Befalls der Tuben sind nicht
genau bekannt (ULRICH et al., 2014). Seltene Endometrioselokalisationen sind
Zwerchfell (REDWINE, 2002), Wurmfortsatz des Blinddarms (GUSTOFSON et al.,
2006) und Nabel (CLAAS-QUAX et al., 2015). Ein Endometriosebefall kann dartber
hinaus und mit hoher Wahrscheinlichkeit durch eine intraoperative Zellimplantation in
Operationsnarben auftreten, z.B. nach Hysterektomie, Sectio caesarea und Episio-
tomie oder nach Dammrissen unter der Geburt (BEKTAS et al., 2010; OZEL et al.,
2012). Endometrioseherde in Milz, Leber, Nieren, Lunge, Nervensystem oder Skelett
sind beschrieben aber ausgesprochen selten (RODGERS und FALCONE, 2008;
CECCARONI et al., 2010; VISOULI et al., 2012; BOURAS et al., 2013; STEINBERG
et al., 2014).

Die klassische Einteilung der Endometriose nach ihrer Lokalisation erfolgte durch
Hans ALBRECHT (1955). Sie unterscheidet die Endometriosis genitalis interna, die
Endometriosis genitalis externa und die Endometriosis extragenitalis. Zur Beurteilung
des Schweregrades der Endometriosis genitalis externa wird in der Praxis meist die
Einteilung der American Society for Reproductive Medicine (rASRM-Score, ASRM
1997) benutzt. Sie unterscheidet vier Schweregrade, in die Anzahl, Gré3e und Loka-
lisation der extragenitalen Endometrioseherde und dariber hinaus Infiltrationstiefe
sowie Ausbildung von Adhasionen eingehen. Dieser rASRM-Score zeigt jedoch nur
eine schwache Korrelation mit den Kardinalsymptomen Schmerz und Sterilitat
(VERCELLINI et al., 1996; GUZICK et al., 1997). Die Stiftung fur Endometriosefor-
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schung entwickelte eine weitere Klassifizierung (ENZIAN-Klassifizierung, 2005; revi-
dierte ENZIAN-Klassifizierung, 2012) speziell fir die rectovaginale Endometriose als
haufigste Form der tief infiltrierenden Form der Endometriose. Ahnlich dem rASRM-
Score ist die ENZIAN-Klassifizierung morphologisch deskriptiv (TUTTLIES et al.,

2005). Die ENZIAN-Klassifizierung soll keine andere Klassifizierung ersetzen. Sie
komplettiert die ASRM-Klassifizierung (HAAS et al., 2013).

Abbildung 1: Typisches Erscheinungsbild verschiedener Endometrioseherde. A: Schwarze Uber das
Peritoneum der Blase verteilte Lasionen (schwarzer Pfeil). B: Endometriosezyste des Ovars. C: En-
dometrioseherde (schwarzer Pfeil) am Dinndarm (A, B: entnommen aus www.mic-zentrum-

frankfurt.de, C: AL-TALIB und TULANDI, 2010).

3.1.4 Endometriose und Sterilitat

Endometriose und Sterilitat sind haufig assoziiert, ein kausaler Zusammenhang ist
jedoch nicht nachgewiesen (ULRICH et al., 2014). Die Endometriose und insbeson-
dere die Adenomyosis uteri gehen mit einer gréf3eren Dicke des uterinen Junktional-
zonenmyometriums einher (KUNZ et al., 2007). Letzteres ist das hormonabhéangige
funktionelle innere Myometrium, das ontogenetisch von den Miller-Gangen stammt.
Frauen mit Endometriose zeigen signifikant haufigere und starkere Junktionalzonen-
kontraktionen als Frauen ohne Endometriose und dartber hinaus ein anderes Kon-
traktionsmuster (BULLETTI und de ZIEGLER, 2006; KIDO et al., 2007). Fir eine er-
folgreiche Konzeption sollten die Junktionalzonenkontraktionen zum Zeitpunkt der
Implantation minimal sein. Bei Endometriose-Patientinnen ist zudem der Mechanis-
mus des schnellen Spermatozoentransports durch gerichtete Kontraktionen des
Junktionalzonenmyometriums zum Zeitpunkt der Ovulation gestort. Weiterhin fuhrt
die inflammatorische Komponente der Endometriose zu Verwachsungen, die eine
Veranderung der Motilitat der Tuben bewirken (LEYENDECKER et al., 1996). Es gibt
Hinweise, dass die Endometriose mit einer anomalen Mikrovaskularisierung einher-

geht, was auch zu einer Infertilitét beitragen kénnte (KANG et al., 2009).


http://www.mic-zentrum-frankfurt.de/
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3.1.5 Therapie der Endometriose

Die Laparoskopie ist zur Diagnostik peritonealer Endometrioseherde erforderlich. Sie
imponieren als oberflachliche Herde, die je nach Ausmal der angiogenen Aktivitat,
Blutung und Fibrose eine rote, schwarze oder weil3e Farbe aufweisen (Abb. 1). Sol-
che Herde sollten primar videoassistiert reseziert werden. Diese Malinahme fluhrt zur
Reduktion von Schmerzen (JACOBSON et al., 2009). Durch Suppression der ovariel-
len Funktion kdnnen sich daruber hinaus Endometrioseherde regressiv verandern.
Die Induktion einer Amenorrhd kann endometriosebedingte Symptome reduzieren
oder beseitigen. Dazu werden Gestagene, orale Antikonzeptiva oder Gonadotropin-
Releasing-Hormon (GnRH)- Analoga eingesetzt (GUZICK et al., 2011). Bei ovariellen
Endometriomen sollte die Zystenwand laparoskopisch reseziert werden. Weniger
radikale Eingriffe fihren zu deutlich haufigeren Rezidiven (ALBORZI et al., 2011). Die
alleinige medikamenttdse oder endokrine Therapie ist unzureichend. Die Therapie der
Wabhl bei der tief infiltrierenden Endometriose ist die potenziell kurative Resektion
(CHORPIN et al., 2005; MEULEMAN et al., 2012). Eine organtbergreifende Endomet-
riose verlangt dabei meist ein interdisziplindres Vorgehen. Der Uterus muss bei Kin-
derwunsch erhalten werden. Dies resultiert dann meist in einer inkompletten Resekti-

on der Endometrioseherde.

Bei der Adenomyosis ist der Nutzen einer organerhaltenden Operation nicht belegt.
Die Hysterektomie stellt die effektivste Therapie dar und ist bei abgeschlossener Fa-
milienplanung zu empfehlen (GARCIA und ISAACSON, 2011). Eine Alternativthera-
pie stellt die medikamentdse Induktion einer Amenorrhd durch Antikonzeptiva, Ge-
stagene oder durch intrauterine Gestagen-freisetzende Systeme dar (VERCELLINI et
al., 2003). Die medikamentdse Behandlung der Endometriose ist eine symptomati-
sche Therapie. Sie hat das Ziel, eine Atrophie des hormonabhangigen Endometriums
zu erreichen. Dazu muss der Ostrogenspiegel gesenkt werden, um damit den Stimu-
lus fur das Endometrium zu reduzieren. Progestine, orale Kontrazeptiva und GnRH-
Analoga sind Substanzen, die dazu in der Lage sind. Sie haben alle eine vergleich-
bare Effektivitat aber verschiedene Nebenwirkungen und Nachteile. Die hauptséachli-
chen Nebenwirkungen der Progestintherapie sind Zwischenblutungen, Gewichtzu-
nahme und Abnahme der Libido. Orale Kontrazeptiva werden generell gut vertragen,

sind jedoch weniger effektiv in der Schmerzreduktion. GnRH-Agonisten sind sehr
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effektiv, fihren aber zu einer signifikanten Minderung der Knochendichte (MINJAREZ
und SCHLAFF, 2000; GROSSMAN BAR, 2010).

3.1.6 Pathogenese der Endometriose

Obwohl die Endometriose eine seit Jahrhunderten bekannte Erkrankung ist, ist die
Pathogenese dieser haufigen Erkrankung immer noch unklar. Sampsons Theorie der
retrograden Menstruation ist aber nach wie vor die am haufigsten zitierte und am
meisten akzeptierte Theorie der Genese der Endometriose. Sie postuliert, dass En-
dometriumgewebe wahrend der Menstruation retrograd durch die Eileiter in den peri-
tonealen Raum gelangt und sich auf dem Peritoneum und den Organen des kleinen
Beckens implantiert (SAMPSON, 1927). Bei etwa 76 - 90 % der gesunden Frauen
zeigt sich eine retrograde Menstruation, die sich im perimenstruellen Zeitraum lapa-
roskopisch nachweisen lasst (Abb. 2). Es entwickeln jedoch deutlich weniger Frauen
eine Endometriose (BLUMENKRANTZ et al., 1981; HALME et al., 1984; LIU und
HITCHCOCK, 1986).

Abbildung 2: Schematische Darstellung der retrograden Menstruation nach Sampson (A) und Endo-
metrioseherd am Peritoneum der Beckenwand (B) (entnommen aus
www.frauenheilkunde.inselspital.bern.ch).
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Trotz vieler Anhaltspunkte, die fur die Theorie der Entstehung der Endometriose
durch retrograde Menstruation sprechen, lassen sich Falle einer Endometriose bei
pramenarchen Madchen, Neugeborenen und Mannern unter Ostrogenmedikation
damit nicht erklaren (OVERTON et al., 2007). Eine weitere Theorie der Enstehung
der Endometriose ist die Z6lom-Metaplasie-Theorie. Sie postuliert eine Metaplasie
der Epithelien, die den Peritoneal- und Pleuraraum auskleiden sowie der Oberfla-
chenepithelien des Ovars und des Miller-Gangs. Die metaplastischen Prozesse sol-
len durch Entziindung und hormonelle Einflisse stimuliert werden (MEYER, 1919;
FUJI, 1991; GIANNARINI et al., 2006). Eine dritte Theorie, die ,embryonic rest theo-
ry“, geht davon aus, dass sich Endometrioseherde aus embryonalen Zellen, die vom
Muller-Gang-System stammen, entwickeln (RUSSEL, 1899). Fur die Entwicklung
einer Endometriose in Lunge, Muskulatur, Haut oder Gehirn werden lymphatische
und hamatogene ,Metastasierung“ verantwortlich gemacht (JUBANYIK und COMITE,
1997). Die bisher genannten Theorien der Endometriose-Entstehung kénnen nur po-
tenzielle Mechanismen der Initiierung beschreiben. Sie konnen jedoch nicht erklaren,
warum nur ein Teil der Frauen erkrankt. Sie kbnnen auch nicht den Grund der unter-
schiedlichen Lokalisationen und die Arten der Manifestation der Erkrankung aufzei-

gen.

Als Bestatigung der Theorie von Sampson zeigt sich, dass Frauen mit einer Cervix
uteri-Stenose und anderen angeborenen Ausflusstraktstenosen ein erhéhtes Risiko
fur die Ausbildung einer Endometriose aufweisen (BARBIERI, 1998). Auch die expe-
rimentell induzierte Cervix-Stenose im Primatenmodell fihrt durch eine Verstarkung
der retrograden Menstruation zu einer signifikant hoheren Endometrioserate
(D'HOOGHE et al., 1994). DarlUber hinaus kann man, ebenfalls im Primatenmodell,
durch intraperitoneale Injektion von menstrualem Endometrium in 75 % der Falle eine

peritoneale Endometriose erzeugen (D'HOOGHE et al., 1995).

Zusatzlich kdénnten pathologische Veranderungen im eutopen Endometrium, wie die
Uberproduktion von Prostaglandinen, Zytokinen, Chemokinen und Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) sowie dysregulierte Proliferations- und apoptotische Zell-
signalwege (BULUN, 2009; GUO, 2020) ausschlaggebend fiir die Entwicklung eines

Endometrioseherdes sein.

Endometriales Gewebe, das durch retrograde Menstruation in den peritonealen

Raum gelangt, wird schon friih durch das Immunsystem eliminiert. Ein gestortes Im-
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munsystem mit defekten naturlichen Killerzellen und einer reduzierten T-Zell-
Zytotoxizitdt kann zu einer verminderten Clearance von ektopem, endometrialem
Gewebe innerhalb der Peritonealhéhle fihren (KYAMA et al., 2003). Eine Dysfunkti-
on des Immunsystems konnte erklaren, warum die endometrialen Gewebeverbande
adharieren und uberleben kénnen (GIUDICE und KAO, 2004). Eutopes Endometrium
von Frauen mit Endometriose erwies sich als resistenter gegeniber einer Lyse durch
naturliche Killerzellen als Endometrium von gesunden Frauen (OOSTERLYNCK et
al., 1992). Daruber hinaus scheint bei Endometriose-Patientinnen eine Dysfunktion
der Makrophagen vorzuliegen (SHARPEH-TIMMS et al., 2002). Aul3erdem enthalt
die peritoneale Flussigkeit von Frauen mit Endometriose eine gréRere Anzahl von
Makrophagen als die peritoneale Flissigkeit gesunder Frauen (WU et al., 2002). Da-
bei ist das Verhaltnis zwischen M1-(klassische Aktivierung) und M2-Polarisation (al-
ternative Aktivierung) der Makrophagen zugunsten der M2-Polarisation verschoben,
was eine verbesserte Implantation des ektopen Endometriums erklaren kann (WANG
et al., 2015). Wenn die Endometriumzellen im Bereich des Peritoneums adhérieren,
folgen zur Entstehung einer Endometriose als nachste Schritte Invasion und Wachs-
tum, wobei hieran hauptsachlich die glandularen Epithelien beteiligt sind. Im Endo-
metrium von Frauen mit Endometriose wurde eine erhdhte proteolytische Aktivitat
nachgewiesen, die dies begunstigt. Eine anomale Expression des Plasminogenakti-
vatorsystems und verschiedener MMPs konnten dafur verantwortlich sein (GILA-
BERT-ESTELLES et al., 2003). Die Rolle von Entziindungsmediatoren bei der Ent-
stehung der Endometriose und die Mdglichkeit, tber die Beeinflussung dieser Media-
toren eine Therapie der Endometriose zu implementieren, wurde bisher intensiv un-
tersucht. In Tiermodellen lief3 sich durch die Inhibition von tumor necrosis factor-a
(TNF-a), macrophage migration inhibitory factor (MIF) oder Prostaglandin E2 (PGEZ2)
jeweils eine signifikante Regression von Endometrioseherden erreichen (FALCONER
et al., 2006; LASCHKE et al., 2007; NOTHNICK et al., 2011). Eine Umsetzung in die
Therapie der humanen Endometriose ist jedoch bisher nicht erfolgt. Tierversuche
legen nahe, dass der Ostrogenrezeptor-B-Signalweg viele der Zytokinwirkungen
vermittelt, die das Wachstum der Endometrioseherde positiv beeinflussen, sodass
der Rezeptor selbst ein Ziel in der Behandlung der Endometriose sein kodnnte
(NOTHNICK und ALALLI, 2016).

Zum Wachstum der Endometrioseherde sind jedoch auch Angiogenese und Vas-

kulogenese erforderlich. Die Angiogenese wird in erster Linie durch den vascular en-



EINLEITUNG 13

dothelial growth factor (VEGF) stimuliert, wobei es Hinweise gibt, dass die VEGF-
Konzentration sowohl im Serum als auch in der Peritonealflissigkeit von Endometri-
ose-Patientinnen gegeniber Frauen ohne Endometriose erhoht ist (BOURLEYV et al.,
2006). Daruber hinaus wird bei Patientinnen mit Endometriose eine verminderte
Konzentration anti-angiogener Faktoren in der Peritonealflissigkeit beschrieben
(LASCHKE und MENGER, 2007). Neuere Studien weisen darauf hin, dass endomet-
riale, insbesondere aber vom Knochenmark stammende Stamm- und Progenitorzel-
len durch Vaskulogenese an der Entstehung der Endometriose beteiligt sind
(LASCHKE und MENGER, 2007; MASUDA et al.,, 2007; SASSON und TAYLOR,
2008). Auch das eutope Endometrium von Endometriose-Patientinnen zeigt im Ver-
gleich zu dem Endometrium gesunder Frauen ein hdheres angiogenes Potential
(HUR et al., 2006). Generell gilt, dass die oberflachliche Implantation von endomet-
rialem Gewebe in das Peritoneum durch Faktoren in der Peritonealflissigkeit regu-
liert wird, wahrend die tief infiltrierende Endometriose und die zystische ovarielle En-
dometriose durch Faktoren aus dem Blut oder dem Ovar beeinflusst werden (KO-
NINCKX et al., 1998).

Maoglicherweise ist aber auch die Gewebeintegritat des ektopen Endometriums ent-
scheidend fir die Etablierung von Endometrioseherden (NAP et al., 2003). Tatséch-
lich deuten experimentelle Studien darauf hin, dass eine intakte Architektur frisch
isolierter Endometriumfragmente mit Stromagewebe und endometrialen Drisen eine
entscheidende Voraussetzung fiir die Bildung von Endometrioseherden ist (GRUM-
MER et al., 2001; NAP et al., 2003). Ausgehend von der Theorie von Sampson bendo-
tigt ein Endometriumfragment fur die Passage durch die Tuben bis zum Anwachsen
an das Peritoneum einige Stunden bis Tage. Wéahrend dieser Zeit ist das Endometri-
umfragment avaskular und somit einer Hypoxie ausgesetzt. Bisher ist noch unklar,
inwieweit dies die Viabilitat, Proliferation, Inflammation und Angiogenese des Gewe-
bes und schliel3lich dessen Fahigkeit, sich zu einem ektopen Endometrioseherd zu
entwickeln, beeinflusst. Entsprechend wurde dieser Fragestellung in der vorliegen-

den Arbeit in tierexperimentellen Endometriosemodellen nachgegangen.
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4 Ziel der Studie

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, wie eine durch Prakultivierung
verursachte Hypoxie die Gewebearchitektur von Uterusfragmenten verandert und
somit Einfluss auf deren Uberleben, Proliferation, Angiogenese, Entziindungsaktivitat

und Fahigkeit zur Entwicklung von Endometrioseherden nimmt.

Hierbei sollten die folgenden Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Unterscheiden sich frisch isolierte von 24h- und 72h-prékultivierten Uterus-
fragmenten beziglich ihrer Morphologie, Zell- und Mikrogefaf3dichte,

Apoptoserate und Expression Angiogenese-relevanter Proteine?

2. Wie wirkt sich die Prakultivierung von Uterusfragmenten auf deren Anwachs-
rate, Morphologie, Mikrogefal3dichte, Apoptose, Proliferation und Entzin-

dungszellinfiltration im Maus-Modell der intraperitonealen Endometriose aus?

3. Welche Unterschiede in der Vaskularisierung bestehen zwischen frisch isolier-
ten gegenuber 24h- und 72h-prékultivierten Endometriumfragmenten im

Maus-Modell der Riickenhautkammer?
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden gemald dem Tierschutzgesetz durchgefuhrt und durch das
Landesamt fur Gesundheit, Soziales und Verbraucherschutz (Saarbrticken) geneh-
migt (Zulassungsnummern: 21/2010; 53/2011).

Sowohl im Modell der Rickenhautkammer als auch im intraperitonealen Endometrio-
semodell wurden als Versuchstiere weibliche C57BL/6 Mause als Empfangertiere
und C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-Mause als Spendertiere aus eigener Zucht

verwendet.

Das Korpergewicht der Mause betrug 22-25 g. In klimatisierter Umgebung erfolgte
die Haltung der Tiere in einem 12h/12h-Tag/Nachtrhythmus. Der Allgemeinzustand
der Tiere sowie Fress-, Trink- und Schlafverhalten wurden wahrend des gesamten
Zeitraums der Experimente Uberwacht. Die Tiere hatten zu jeder Zeit Zugang zu

Trinkwasser und Standardpelletfutter (Altromin, Lage, Deutschland).

5.2 Bestimmung des Zyklusstadiums

Da Endometrioseherde ein dstrogenabhéangiges Wachstum zeigen (LASCHKE et al.,
2005), wurden zum Ausschluss des Einflusses hormoneller Schwankungen auf die
Experimente nur Mause als Empfanger und Spender verwendet, die sich zum Zeit-
punkt der Entnahme von Uterus- oder Endometriumfragmenten und zum Transplan-
tationszeitpunkt im Stadium des Ostrus befanden. Die Zyklusbestimmung erfolgte
mittels Vaginalzytologie. Hierbei wurden mit einer Pipette 15 pl Kochsalzlésung (B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) intravaginal appliziert und nach
Durchmischung mit dem vaginalen Zellmaterial auf einen Objekttrager aufgetragen.
Das Zyklusstadium wurde mikroskopisch (CH-2; Olympus, Hamburg, Deutschland)
analysiert. Bei der Maus lassen sich vier Zyklusstadien unterscheiden: Prodstrus,
Ostrus, Metostrus und Didstrus (BYERS et al., 2012). Man kann diese mikroskopisch
anhand der fur jedes Stadium charakteristischen Zellpopulationen unterscheiden

(Abb. 3). Im Prodstrus dominieren Intermediar- und Superfizialzellen (Abb. 3A). In der
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Anfangsphase des Prodstrus zeigen sich vereinzelt Leukozyten, wahrend in der
Spatphase auch Superfizialzellen vorkommen kénnen. Im Stadium des Ostrus zeigen
sich vor allem keratinisierte Epithelzellen (Abb. 3B). Auf das Stadium des Ostrus folgt
der Metostrus, der ein gemischtes Zellbild aufweist (Abb. 3C). Man findet Intermedi-
arzellen, keratinisierte Epithelzellen und Leukozyten. Wéahrend des Ditstrus dominie-
ren Leukozyten (Abb. 3D).

Abbildung 3: Vaginalzytologie mit den vier Zyklusstadien der Maus. Drei Zelltypen sind markiert:
Leukozyten (Kreis), keratinisierte Epithelzellen (schwarze Pfeilspitze) und Intermediarzellen (weiRe
Pfeilspitze). A: Proostrus, B: Ostrus, C: Metdstrus, D: Diostrus (BYERS et al., 2012).

5.3 Gewinnung von Uterusgewebe

Als Spendertiere zur Isolierung von Uterusfragmenten fiir das intraperitoneale Endo-
metriosemodell und von Endometriumfragmenten fur das Modell der Rickenhaut-
kammer wurden transgene C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-Méause verwendet.
Diese Mauslinie ist mit einer cDNA transfiziert, welche das enhanced green flu-
orescent protein (eGFP) kodiert. Die cDNA wird tber einen Huhn-B-Aktin-Promoter

und einen Cytomegalie-Enhancer gesteuert. Bei diesen Mausen leuchtet das Gewe-
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be mit Ausnahme von Blutzellen und Haaren unter fluoreszierendem Licht grin
(OKABE et al., 1997).

Zur Gewinnung von Uterusgewebe wurden die Spenderméuse mittels intraperitonea-
ler Injektion von Ketamin (75 mg/kg Korpergewicht (KG); Pharmacia GmbH, Erlan-
gen, Deutschland) und Xylazin (15 mg/kg KG; Rompun; Bayer, Leverkusen, Deutsch-
land) narkotisiert. Nach Fixierung in Rickenlage und Desinfektion des Bauches (Sof-
tasept N; B. Braun Melsungen AG) erfolgte eine mediane Laparotomie entlang der
Linea alba. Beide Uterushorner wurden reseziert und in einer Petrischale platziert
(Abb. 4A). Diese enthielt 37°C-warmes Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
(DMEM; 10 % fotales Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin;
PAA, Colbe, Deutschland). Nach Langseroffnung beider Uterushdrner mittels Mikro-
schere und Fixierung der Uterushorner auf einer Korkunterlage unter einem Operati-
onsmikroskop (M651; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) erfolgte die
Gewinnung von Uterusproben (Abb. 4B). Diese unterschieden sich in den beiden
verwendeten Versuchsmodellen. Fir das Modell der intraperitonealen Endometriose
wurden unter Zuhilfenahme einer Biopsiestanze mit 2 mm Durchmesser (Stiefel La-
boratorium GmbH, Offenbach am Main, Deutschland) ganze Uterusfragmente ge-

wonnen.

Abbildung 4: Entnahme von Uterusfragmenten. A: Reseziertes Uterushorn in DMEM. B: Langs eroff-
netes Uterushorn mit 2 mm Gewebestanze (weiRer Pfeil). MaRstab: 1,5 mm.

Zur Isolierung von Endometriumgewebe fir die Transplantation in die Ruckenhaut-
kammer wurde beim langs erdffneten Uterushorn zunachst das Myometrium mittels

Mikroschere abprapariert. Das Endometrium wurde dann in 1mm grof3e Fragmente
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geschnitten. Die gewonnenen Endometriumfragmente wurden in eine Petrischale

transferiert, die mit 37°C-warmen DMEM befullt war.

5.4 Prakultivierung des Uterusgewebes

Die Gewinnung der Uterus- bzw. Endometriumfragmente erfolgte jeweils Oh (frisch
isoliert), 24h und 72h vor Transplantation. Um eine Aggregation der Fragmente zu
verhindern, wurde je 1 Fragment in ein Well einer 24-Wellplatte umgesetzt und an-
schliessend in DMEM jeweils 24h bzw. 72h bei 37°C im Brutschrank unter atmospha-
rischen Normalbedigungen bei 5 % CO:2 inkubiert. Die Gewebefragmente der Oh-
Gruppe wurden direkt am Tag der Transplantation gewonnen, was ein Umsetzen in

eine Wellplatte nicht erforderlich machte.

Funfzehn durch Biopsie gewonnene Uterusfragmente (jeweils 5 Fragmente der Oh-,
24h- und 72h-Gruppe) wurden unmittelbar nach der Prakultivierung fur weitere Un-
tersuchungen Uber 24h in 4 %-igem Paraformaldehyd fixiert. Zusatzlich wurden wei-
tere 24 Fragmente jeder Gruppe in Lyse-Puffer (10 mM Tris pH 7,5; 10 mM NacCl; 0,1
mM Ethylenediamintetraessigsaure (EDTA), 0,5 % Triton-X 100; 0,02 % NaNs; 0,2
mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF); 1:75 v/v Proteaseinhibitor-Cocktail; 1:100
v/v Phosphatinhibitor-Cocktail) (Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland) zur Detek-
tion Angiogenese-asoziierter Proteine mittels Protein-Array asserviert.

5.5 Induktion intraperitonealer Endometrioseherde

Im Modell der intraperitonealen Endometriose werden Endometrioseherde durch
Transplantion von Uterusfragmenten auf das Peritoneum induziert. Der Vorteil der
Transplantation auf das Peritoneum besteht darin, dass das Wachstum der einzelnen
fixierten Uterusfragmente zu annahernd beliebigen Zeitpunkten mittels hochauflo-
sender Ultraschallmessung kontrolliert werden kann. Als Empféngertiere wurden
weibliche C57BL/6 Mause verwendet. Diese wurden vor der Transplantation durch
eine intraperitoneale Injektion von Ketamin (75 mg/kg KG; Pharmacia GmbH) und
Xylazin (15 mg/kg KG; Rompun; Bayer) narkotisiert. Nach Fixierung in Ruckenlage

wurde die Bauchdecke zunachst rasiert und anschlie@end mit Enthaarungscreme
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(Nair hair removal lotion; Church & Dwight Canada Corp; Mississauga, ON, Kanada)
depiliert. Danach wurde die Bauchdecke mit feuchten Kompressen gereinigt. Zum
Augenschutz unter Narkose wurde Augensalbe (Bepanthen, Augen- und Nasensal-
be; Bayer) auf Cornea und Sklera aufgebracht. Nach Desinfektion mit Softasept N (B.
Braun Melsungen AG) erfolgte eine mediane Laparotomie entlang der Linea alba.
Auf jeder Seite der lateralen Bauchwand wurde jeweils ein Uterusfragment jeder
Gruppe am Peritoneum mit einem 6-0 Prolene-Faden (Ethicon Produkte, Nor-
derstedt, Deutschland) fixiert (Abb. 5). Die Anordnung der Uterusfragmente wurde
von Tier zur Tier gewechselt, um einen mdglichen Einfluss der Lokalisation auf das

Wachstum der Herde auszuschlielRen.

Abbildung 5: Fixierung eines Uterusfragments am Peritoneum der lateralen Bauchwand. Maf3stab: 3
mm.

Im Anschluss wurde die Muskelfaszie mit fortlaufender 6-0 Prolene-Naht (Ethicon
Produkte) verschlossen. Die Hautnaht erfolgte durch eine fortlaufende 5-0 Prolene
Naht (Ethicon Produkte). In der Aufwachphase wurden die Tiere unter einer Warme-

lampe platziert und danach in Kafigen mit 2 - 5 Tieren gehalten.

5.6 GrofRenentwicklung der Endometrioseherde

5.6.1 Hochauflésende Ultraschallmessung

Die Ultraschallanalyse (Vevo 770; VisualSonics, Toronto, Kanada) der intraperitonea-
len Uterusfragmente wurde am Tag der Transplantation (Tag 0) sowie am 7., 14., 21.

und 28. Tag durchgefuhrt. Fur die Ultraschallanalyse wurden die Mause mit 4 Vol %
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Isofluran (Baxter Deutschland GmbH; Unterschleil3heim, Deutschland) in 100 %
Sauerstoff narkotisiert (Abb. 6A und B). Nach Fixierung in Rickenlage auf dem Un-
tersuchungstisch wurde den Mausen zur Aufrechterhaltung der Narkose kontinuier-

lich 2 Vol % Isofluran (Baxter Deutschland GmbH) tber eine Atemmaske zugefuhrt.

Abbildung 6: Narkose einer Maus wahrend der Ultraschallmessung. A: Narkosegerat zur Isofluran-
narkose (Parkland Scientific, Coral Springs, FL, USA). Mal3stab: 8 cm. B: Einleitungsbox aus Plexi-
glas. Mal3stab: 5 cm.

Wahrend der Untersuchung wurden Herz- und Atemfrequenz mit Hilfe von Tische-
lektroden uberwacht (THM 100; Indus Instruments, Houston, Texas, USA). Die
Bauchdecke wurde depiliert und das Ultraschallgel (Aquasonic 100; Parker, Fairfield,
NJ, USA) aufgetragen. Die Ultraschalluntersuchung erfolgte mit einem 704 real-time
microvisualization (RMW) Schallkopf (VisualSonics) mit einer Frequenz von 40 MHz
und einer Fokustiefe von 6 mm (Abb. 7A). In einem einheitlichen Schnittabstand von
50 um wurden mit Hilfe eines linearen Motors zweidimensionale Schnittbilder tber
die gesamte Lange des sich entwickelnden Endometrioseherdes generiert. Im An-
schluss wurden aus dem gewonnenen Bildmaterial mit Hilfe einer speziellen Soft-
ware (Vevo 770 V2.3.0, VisualSonics) dreidimensionale Bilder rekonstruiert (Abb.
7B). So konnten mit Hilfe der Software durch Bestimmung der Herdgrenzen und der
Grenzen der zystisch dilatierten Drisen (im Folgenden als Zysten bezeichnet) das
Gesamtvolumen der sich entwickelnden Endometrioseherde sowie Stroma- und Zys-

tenvolumina (jeweils in mm3) bestimmt werden.
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Abbildung 7: Ultraschalluntersuchung der Maus. A: Ultraschalltisch mit 40 MHz Schallkopf und fixier-
ter Maus. MaR3stab: 5 cm. B: Ultraschallgerét mit Konsole und Bildschirm. Ma3stab: 11 cm.

5.6.2 GrofRRenmessung der Endometrioseherde mittels digitalen Messschiebers

Im Anschluss an die letzte Ultraschalluntersuchung an Tag 28 wurden die Versuchs-
tiere mit einer intraperitonealen Injektion von Ketamin (75 mg/kg KG; Pharmacia
GmbH) und Xylazin (15 mg/kg KG; Rompun; Bayer) erneut narkotisiert. Nach media-
ner Laparotomie erfolgte die Messung der intraperitonealen Endometrioseherde mit-
tels digitalen Messschiebers (0 - 150 mm; Technologiezentrum W-tec, Wuppertal,
Deutschland) unter einem Stereo-Operationsmikroskop (M651; Leica Microsystems
GmbH). Hierbei wurden der gréf3te Langsdurchmesser (d1) und der dazu senkrechte
Querdurchmesser (d2) vermessen. Mit Hilfe der Formel d1 x d2 x 1/ 4 (BECKER et
al., 2008) konnte so die Grol3e des Herdes (mm?) berechnet werden. Nach Vermes-
sung aller 6 Endometrioseherde wurde das Versuchstier mit einer Uberdosis Pento-
barbital (200 mg/kg KG intraperitoneal) (Narcoren; Merial GmbH, Halbergmoos,
Deutschland) eingeschlafert. Die Endometrioseherde wurden fir weitere Untersu-
chungen exzidiert und in 4 %-igem Paraformaldehyd fixiert (Abb. 8A und B).
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Abbildung 8: Intraperitoneale Endometrioseherde in situ nach 28 Tagen. A: Endometrioseherd nach
Transplantation eines frisch isolierten Uterusfragments fixiert mit einem Prolene Faden. B: Endometri-
oseherd nach Transplantation eines 24h-prakultivierten Uterusfragments ebenfalls fixiert mit einem
Prolene Faden. MaR3stab: 1 mm.

5.7 Das Modell der Ruckenhautkammer

Die Riuckenhautkammer ist ein etabliertes Modell zur nicht-invasiven in vivo Analyse
mikrozirkulatorischer Parameter Uber einen Zeitraum von 2 - 3 Wochen mittels intra-
vitaler Fluoreszenzmikroskopie (LEHR et al., 1993). Sie kann auf den Ricken von
Mausen (CARDON et al.,, 1970), Hamstern (ENDRICH et al.,, 1982) und Ratten
(PAPPENFUSS et al., 1979) implantiert werden. Das Modell wurde detailliert von
MENGER et al. (2002) beschrieben und von LASCHKE et al. (2005) erstmals fur die

Untersuchung von Endometrioseherden eingesetzt.

Die Ruckenhautkammer besteht aus zwei symmetrischen Titanrahmen mit einem
Beobachtungsfenster (Abb. 9A). Nach retrobulbéarer Injektion von Fluoreszenzfarb-
stoff ist es mdglich, mittels Fluoreszenz-Auflichtmikroskopie die Mikrozirkulation der
Ruckenhautkammer sowie die Entwicklung neuer GefalRe darin befindlicher Trans-

plantate zu analysieren.

5.7.1 Préparation der Riuckenhautkammer

Zur Praparation der Ruckenhautkammer wurden weibliche C57BL/6 Mause verwen-
det. Diese wurden durch eine intraperitoneale Injektion von Ketamin (75 mg/kg KG;
Pharmacia GmbH) und Xylazin (15 mg/kg KG; Rompun; Bayer) narkotisiert. Zum Au-
genschutz unter Narkose wurde Augensalbe (Bepanthen, Augen- und Nasensalbe;

Bayer) auf Cornea und Sklera aufgebracht. Der Ricken der Tiere wurde zunachst
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rasiert und chemisch depiliert (ASID-med Enthaarungscreme; ASID Bonz GmbH,
Herrenberg, Deutschland). Rickstande der Creme wurden mit lauwarmem Wasser
sorgfaltig abgespult. Die Tiere wurden quer zum Operateur in Bauchlage gelagert
und das OP-Feld mit Softasept (B. Braun Melsungen AG) desinfiziert.

Abbildung 9: Praparation der Riickenhautkammer. A: Rickenhautkammer fiir die Maus, bestehend
aus zwei Titanrahmen mit zentralem Beobachtungsfenster (Gewicht: 2,2 g). 1: Materialaussparung zur
Gewichstreduktion; 2: Sprengring zur Fixierung des Deckglases; 3: Bohrung fiir Fixationsfaden; 4:
Beobachtungsfenster, verschlossen mit Deckglas und Sprengring zur Fixation; 5: Verbindungsschrau-
be mit Schraubenmutter. MaRRstab: 7,5 mm. B: Identifizierung der GefalRe (schwarzer Pfeil) in Transil-
lumination. MalRstab: 10 mm. C: Anbringung des hinteren Rahmens der Rickenhautkammer. Mal3-
stab: 15 mm. D: Fixierung des vorderen Titanrahmens am hinteren Rahmen der Rickenhautkammer
mittels Verbindungsschrauben. MaR3stab: 10 mm. E: Rickenhautkammer in situ. Maf3stab: 15 mm.
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Die Ruckenhaut wurde in der Mittellinie angehoben. In Transillumination wurden die
beiderseitigen Hauptgefalle der Rickenhaut identifiziert und die Hautfalte so ver-
schoben, dass die Gefal3e der rechten und der linken Seite zur Deckung kamen. Da-
nach wurde diese Position durch zwei Haltenahte fixiert. Die Haltefaden wurden an
einer langs Uber das Tier verlaufenden Stange befestigt und unter Zug gebracht
(Abb. 9B). Der hintere Rahmen der Ruckenhautkammer (Abb. 9A) wurde an den vor-
gesehenen oberen Bohrungen an der Oberkante der Hautfalte fixiert. An den fir die
Verbindungsschrauben der beiden Rahmen vorgesehenen Stellen wurde die Hautfal-
te basisnah inzidiert und die Verbindungschrauben positioniert (Abb. 9C). Unter
Transillumination konnte der Umriss des spateren Beobachtungsfensters einge-
zeichnet werden. Danach wurden die Haltefaden entfernt und das Tier in Rechtssei-
tenlage unter einem Operationsmikroskop (M651; Leica Microsystems GmbH) gela-
gert. Im Bereich des spateren Beobachtungsfensters wurden Haut, Subcutis, M.
panniculus carnosus und M. retractor auf der dem Operateur zugewandten Seite und
der M. retractor der Gegenseite mittels Mikroschere vorsichtig abprapariert. Die Gro-
Re des praparierten Areals musste dabei die Grol3e des spateren Beobachtungsfens-
ters Uberschreiten, um eine Gewebekompresssion zu vermeiden. Um eine Austrock-
nung wahrend der Praparation zu verhindern, wurde das Operationsgebiet wiederholt
mit steriler physiologischer Kochsalzlésung gespult. Schlie3lich wurde der vordere
Kammerrahmen mittels der Verbindungsschrauben fixiert (Abb. 9A). Ein Deckglas
wurde in den vorderen Kammerrahmen eingelegt (Abb. 9D und E). Hierbei wurde
darauf geachtet, dass sich weder Flussigkeitsansammlungen noch Lufteinschlisse
unter dem Deckglas befanden. Schlie3lich erfolgte die Fixation des Deckglases mit
einem Sprengring (Abb. 9A). Die Verbindungsschrauben wurden anschlieend ge-
kirzt. Wahrend der Aufwachphase wurden die Versuchstiere unter einer Warmelam-

pe platziert und im weiteren Versuchszeitraum in Einzelkafigen gehalten.

5.7.2 Transplantation der Endometriumfragmente

Es wurden 48h zur Erholung des Gewebes abgewartet bis die Transplantation der
Endometriumfragmente in die Ruckenhautkammer erfolgte. Hierzu wurden die Ver-
suchstiere erneut mittels intraperitonealer Injektion von Ketamin (75 mg/kg KG;
Pharmacia GmbH) und Xylazin (15 mg/kg KG; Rompun; Bayer) narkotisiert. Spreng-

ring sowie Deckglas der Rickenhautkammer wurden entfernt und die Kammer mit
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physiologischer Kochsalzldsung gespiilt. In jede Ruckenhautkammer wurden 3 En-
dometriumfragmente (jeweils Oh, 24h und 72h prékultiviert) so transplantiert, dass ein
groltmoglicher Abstand zwischen ihnen lag. Die Positionierung erfolgte randomisiert,
um einen mdoglichen Einfluss der Lage der Transplantate auf ihre Vaskularisierung
und ihr Wachstum auszuschliel3en. Ein neues Deckglas wurde auf die Rickenhaut-
kammer aufgebracht. Lufteinschlisse und Flissigkeitsansammlungen unter dem
Deckglas wurden entfernt. Zur Fixierung des Deckglases wurde wieder ein Spreng-
ring eingesetzt. Postoperativ wurden die Mause bis zum Erwachen aus der Narkose

unter einer Warmelampe platziert.

5.8 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Vor jeder intravitalfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung wurden die Tiere mit-
tels intraperitonealer Injektion von Ketamin (75 mg/kg KG; Pharmacia GmbH) und
Xylazin (15 mg/kg KG; Rompun; Bayer) in Narkose versetzt. In Rechtsseitenlage
wurden die Mause auf einer Plexiglasbiihne tber die Verbindungsschrauben der bei-
den Kammerhalften fixiert. Zur Darstellung der Mikrozirkulation wurde als Plas-
mamarker Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)-gefarbtes Dextran 150.000 (Sigma-
Aldrich) in den retrobulbaren Venenplexus injiziert. Durch das hohe Molekulargewicht
verbleibt der Farbstoff intravaskular, was eine gut kontrastierte Darstellung der Gefa-
Re erlaubt. Die fluoreszenzmikrokopischen Untersuchungen erfolgten mit einem
Zeiss Axio-Tech Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland), das mit 5x, 10x und
20x Objektiven (Zeiss) mit langem Arbeitsabstand ausgestattet war. Fir die Auflicht-
technik wurde eine 100 Watt Quecksilberdampflampe (HBO, Osram, Minchen,
Deutschland) benutzt. Drei Filterblocke (grin, blau und ultraviolett) erlaubten eine
Anregung des Lichts mit einer Wellenlange von 530-560 nm, 450-490 nm bzw. 330-
390 nm. Die Mikrogefalle wurden im Blaulichtfilter dargestellt. Die mikroskopischen
Bilder wurden mit einer CCD-Videokamera (FK6990, Pieper, Schwerte, Deutschland)
aufgezeichnet und auf einen Bildschirm (KV-14 CT1E; Sony, Tokyo, Japan) transfe-
riert. Die Speicherung des Bildmaterials erfolgte auf DVD. Die intravitalfluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchungen wurden an Tag 0, 3, 6, 10 und 14 nach Transplan-
tation der Endometriumfragmente durchgefuhrt. An Tag 14 wurden die Rickenhaut-

kammern der Versuchstiere nach abgeschlossener intravitalmikroskopischer Unter-
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suchung entfernt. Dabei wurden die neu entwickelten Endometrioseherde exzidiert
und fir weitere Untersuchungen in 4 %-igem Paraformaldehyd fixiert. Die Versuchs-
tiere wurden mit einer Uberdosis Pentobarbital (200 mg/kg KG intraperitoneal; Nar-

coren; Merial GmbH) eingeschléfert.

5.8.1 Funktionelle Kapillardichte und Flachenmessung

Die Auswertung der auf DVD gespeicherten Bilder erfolgte mit Hilfe eines computer-
gestitzten Bildanalysesystems (Caplmage, Version 8.5; Zeintl, Heidelberg, Deutsch-
land). Dabei wurde die funktionelle Kapillardichte erfasst. Zur Messung der funktio-
nellen Kapillardichte (in cm/cm?) wurde mit dem 10x Objektiv die Gesamtstrecke aller
perfundierten Mikrogeféal3e innerhalb eines Endometrioseherdes gemessen und in
Relation zur Herdflache gesetzt. Zur Bestimmung der Herdfliche wurde eine Uber-
sichtsaufnahme angefertigt. Darin konnten die Grenzen des Herdes eingezeichnet
werden und somit innerhalb des markierten Bereichs die Flache (in mm?) gemessen
werden. In gleicher Weise erfolgte die Messung des neu vaskularisierten Areals (in
mm?) innerhalb eines Herdes. Dieses war definiert als die Flache des Herdes, welche
zum Zeitpunkt der Analyse bereits durchblutete Mikrogefal3e aufwies.

5.9 Histologie und Immunhistochemie

Frisch entnommene und prakultivierte Uterusfragmente sowie intraperitoneale En-
dometrioseherde und Herde aus der Rickenhautkammer wurden am jeweiligen Ende
des Untersuchungszeitraums entnommen und fir 24h in 4 %-igem Paraformaldehyd
fixiert. Nach Einbettung in Paraffin wurden mittels Mikrotom (Cut 5062; SLEE medical
GmbH, Mainz, Deutschland) 3 pum-dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden weiter
prozessiert und mit verschiedenen histologischen und immunhistochemischen Tech-

niken untersucht.

5.9.1 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Die HE-Farbung ist die Standardmethode flir morphologische Studien. Hamatoxylin
ist ein natirlicher Farbstoff, der die sauren Strukturen der Zelle, wie z.B. DNA, blau

anfarbt und damit als Kernfarbstoff Verwendung findet. Eosin ist ein synthetischer
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Farbstoff, der die basischen Strukturen der Zelle (Zytoplasmaproteine, Mitochond-
rien) rot farbt (SPECTOR und GOLDMAN, 2006). Von jedem Gewebefragment bzw.
Endometrioseherd wurden Serienschnitte angefertigt, wobei jeder sechste Schnitt
nach einem Standardprotokoll mit HE gefarbt wurde. Anhand der Serienschnitte wur-
den die Schnitte fur weitere Analysen ausgesucht. Die Auswertung erfolgte mikro-
skopisch (BX-60, Olympus). Hierbei wurden die Gewebefragmente der einzelnen
Gruppen identifiziert, die sich zu einem Endometrioseherd mit typischer Morphologie
(ausgebildete Driisenschlauche, intaktes Stroma) entwickelt hatten. Diese wurden ins
Verhéltnis zu der Gesamtzahl der transplantierten Fragmente der jeweiligen Gruppe
gesetzt. So konnte die Anwachsrate (in %) innerhalb der einzelnen Gruppen ermittelt

werden.

5.9.2 Ki67-Farbung

Ki67 ist ein Proliferationsmarker, der wéahrend der Mitose nachweisbar wird
(SCHOLZEN und GERDES, 2000). Als primérer Antikorper zur Detektion Ki67-
positiver Zellen wurde ein polyklonaler Kaninchen-anti-Ki67 Antikdrper (1:500
Abcam, Cambridge, UK) eingesetzt. Als Sekundarantikdrper wurde ein biotinylierter
Ziege-anti-Kaninchen Antikorper (ready-to-use, Abcam) verwendet. Danach wurde
Avidin-Peroxidase (POD) (ready-to-use, Abcam) hinzugegeben. Diaminobenzidin
(DAB) diente als Chromogen, das durch die Peroxidase im Avidin-Biotin-Komplex zu
einer Farbreaktion fuhrte. AnschlieBend erfolgte die Gegenfarbung mit Hamalaun.
Die Auswertung erfolgte mikroskopisch (BX-60, Olympus). Fir jeden Endometriose-
herd wurde ein reprasentativer Schnitt ausgewahlt. Es wurde in jeweils vier Berei-
chen der Anteil Ki67-positiver Zellen von allen sichtbaren Zellen erfasst und die
Proliferationsrate in % angegeben. Bei der Auszahlung wurde zwischen Stroma- und

Drisenzellen unterschieden.

5.9.3 Cleaved Caspase-3 (Casp-3)-Farbung

Casp-3 wird bei Apoptose aktiviert und ist eine Effektorcaspase, die die Fragmentie-
rung der DNA vermittelt (PORTER und JANICKE, 1999). Casp-3-exprimierende
apoptotische Zellen wurden mit einem polyklonalen Kaninchen-anti-Maus-Casp-3-
Antikorper (1:100; New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland) detektiert.

Sekundarantikdrper war ein biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (ready-to-
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use, Abcam). DAB diente als Chromogen, das durch die Peroxidase im Avidin-Biotin-
Komplex zu einer Farbreaktion flhrte. Anschlie3end erfolgte die Gegenfarbung mit
Hamalaun. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch (BX-60, Olympus). Durch Auszéah-
len des Anteils Casp-3-positiver Zellen von allen sichtbaren Zellen in vier Bereichen
eines reprasentativen Schnitts pro Herd konnte die Apoptoserate (in %) bestimmt

werden.

5.9.4 CD31-Farbung

CD31 (PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion molecule-1) ist ein Oberflachen-
molekul, welches in erster Linie von Endothelzellen exprimiert wird und an der Angi-
ogenese beteiligt ist. Der Nachweis CD31-positiver GefalRe dient zur Erfassung der
Gefalldichte im Gewebe. Primarantikorper war ein monoklonaler Ratte-anti-Maus-
CD31 Antikorper (1:100; Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland), Sekundarantikor-
per ein Ziege-anti-Ratte-Alexa-Indocarbocyanin-Antikérper (1:200; Invitrogen, Darm-
stadt, Deutschland). Fur alle immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen wurden
die Zellkerne mit Hoechst 33342 (2 pg/ml; Sigma-Aldrich) gefarbt. Die Auswertung
der Schnitte erfolgte mit einem BZ-8000 Mikroskop (Keyence, Osaka, Japan). Zur
Berechnung der GefaRdichte (in mm2) wurde die Gesamtzahl der CD31-positiven
Mikrogefal3e innerhalb der Uterus- und Endometriumfragmente bzw. der Endometri-

oseherde gezahlt und durch die analysierte Gewebeflache geteilt.

5.9.5 CD31/GFP-Doppelfarbung

GFP-positive Mikrogefal3e in den sich neu entwickelnden Endometrioseherden ga-
ben Anhalt, dass sie von den transplantierten Uterusfragmenten stammen und nicht
aus dem Empfangergewebe eingewachsen waren. Die Schnitte wurden zun&achst mit
einem monoklonalen Ratte-anti-Maus-Antikdrper gegen CD31 (1:30; Dianova GmbH)
inkubiert, um die endothelialen Zellen zu detektieren. Um die GFP-Fluoreszenz zu
verstarken, kam ein Ziege-anti-GFP-Antikdrper (1:200; Biomol GmbH, Hamburg,
Deutschland) zum Einsatz. Als sekundare Antikorper wurden ein Ziege-anti-Ratte-
Cy3-Antikorper (1:50, Dianova GmbH) und ein biotinylierter Esel-anti-Ziege-
Antikorper (1:15; Jackson ImmunoResearch, Baltimore, MD, USA) verwendet. Die
Farbgebung erfolgte durch Fluoreszein-gefarbtes Streptavidin (1.50; Vector Labs,

Burlingame, CA, USA). Die Auswertung erfolgte mikroskopisch (BX-60, Olympus).
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Die Gesamtzahl der CD31-positiven Mikrogefal3e wurde im gesamten Endometrios-
herd ausgezahlt. Der Anteil der MikrogefalRe, die zusatzlich GFP-positiv waren, wur-

de in % der Gesamtzahl der CD31-positiven Gefalie angegeben.

5.9.6 Immunzellfarbung

CD68 ist ein Transmembranprotein, welches von Makrophagen und Monozyten ex-
primiert wird. Als immunhistochemischer Marker wird es vor allem zur Untersuchung
von entzindetem Gewebe und Tumorgewebe angewandt (CHISTIAKOW et al.,
2017). Der multimere transmembrandse Proteinkomplex CD3 definiert die T-Zelllinie
und ist ihr effektivster Marker (RYAN, 2010). Myeloperoxidase (MPO) ist ein lysoso-
males Enzym der neutrophilen Granulozyten und der Monozyten (PINKUS und PIN-
KUS, 1991). Bei den Farbungen der einzelnen Immunzellen wurde als Primarantikor-
per ein polyklonaler Kaninchen-Antikorper (anti-CD68, anti-MPO oder anti-CD3)
(1:100; Abcam) eingesetzt. Als Sekundarantikorper diente ein biotinylierter Ziege-
anti-Kaninchen-Antikdrper (1:50; Abcam). 3-Amino-9-Etylcarbazol (AEC) diente als
Chromogen (AEC Substrate System, Abcam). Im Anschluss erfolgte die Gegenfar-
bung mit Hamalaun. In vier regions of interest (ROISs) eines Schnittes wurde die Zahl
CD3-, MPO- bzw. CD68-positiver Zellen bestimmt und durch die analysierte Gewe-

beflache geteilt, um so den Anteil der Immunzellen (in mm-2) anzugeben.

5.10 Protein-Array

Jeweils 24 frisch isolierte Uterusfragmente oder Fragmente nach 24h bzw. 72h Pra-
kultivierung wurden mittels eines Proteome-Profiler-Mouse-Angiogenesis-Array-Kits
(R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN, USA) untersucht. Dies ermdglichte die Detek-
tion von 53 Angiogenese-relevanten Proteinen. Zunachst wurden die Uterusfragmen-
te lysiert (10 mM Tris pH 7.5; 10 mM NaCl; 0,1 mM EDTA, 0,5 %Triton-X 100; 0,02 %
NaN3, 0,2 mM PMSF; 1.75 v/v Proteaseinhibitor Cocktail und 1:100 v/v
Phosphataseinhibitor ~ Cocktail ~ (Sigma-Aldrich)) und  homogenisiert.  Die
Gewebelysate wurden fur 30 Minuten auf Eis inkubiert und im Anschluss bei 4°C flr
5 Minuten zentrifugiert (16,000xg). Der Uberstand diente als Proteinextrakt. Jeweils

250 pug Protein pro Gruppe wurde fiir das Array bendétigt. Die lysierten Proben wur-
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den mit einem Cocktail biotinylierter Detektionsantikbrper gemischt und bei Raum-
termperatur fur 1h inkubiert und nach Herstellerangaben weiterbehandelt. Die Aus-
wertung erfolgte autoradiographisch (Intas Science Imaging Instruments GmbH,

Gottingen, Deutschland).

5.11 Experimentelles Protokoll

Um einen moglichen Einfluss hormoneller Schwankungen auf die Experimente aus-
zuschlie3en, wurden in jedem Studienabschnitt nur Mause als Empfanger und Spen-
der verwendet, die sich zum Zeitpunkt der Entnahme und Transplantation der Uterus-
bzw. Endometriumfragmente im Stadium des Ostrus befanden. Die Bestimmung des

Zyklusstadiums erfolgte mittels Vaginalzytologie.

5.11.1 Studienabschnitt I: Charakterisierung prakultivierter Uterusfragmente

Im ersten Studienabschnitt wurden insgesamt 87 Uterusfragmente aus 8 C57BL/6-
TgN(ACTB-EGFP)10sb/J Mausen isoliert. Jeweils ein Drittel der Fragmente wurde
24h oder 72h prakultiviert. Das letzte Drittel wurde nicht prékultiviert und diente als
Oh-Kontrollgruppe. Nach Prakultivierung bzw. unmittelbar nach Isolierung wurden die

Uterusfragmente histologisch und immunhistochemisch untersucht.

Die Zelldichte wurde mittels HE-Farbung ausgewertet. Hierbei wurde die Gesamtzahl
der Zellen in jeweils vier ROIs/Schnitt (n = 5) ermittelt und die Zelldichte in mm-2an-
gegeben. Zur quantitativen Analyse der Apoptoserate wurde eine immunhistochemi-
sche Farbung mit dem Marker Casp-3 durchgefihrt. Jeweils funf Gewebeschnitte pro
Gruppe wurden lichtmikroskopisch analysiert und die positiven Zellen als prozentua-
ler Anteil der Gesamtzellzahl der ausgewerteten Zellen angegeben. Die Ermittlung
der GefaRdichte (in mm-2) erfolgte mit Hilfe der immunhistochemischen Fluoreszenz-
farbung des Endothelzellmarkers CD31. Hierzu wurde die Flache der Uterusfragmen-
te (jeweils n = 5) ausgemessen und alle CD31-positiven Zellen ausgezahlt. Von je-
weils 24 Uterusfragmenten jeder Gruppe erfolgte eine Proteinexpressionsanalyse.



MATERIAL UND METHODEN 31

5.11.2 Studienabschnitt II: Modell der intraperitonealen Endometriose

Im zweiten Studienabschnitt wurden insgesamt 66 frisch isolierte bzw. 24h- und 72h-
prakultivierte Uterusfragmente aus 4 C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-Mausen auf
das Peritoneum von 11 C57BL/6-Mausen transplantiert. Hierbei wurden jeweils zwei
Uterusfragmente einer Gruppe randomisiert entweder an der rechten oder linken la-
teralen Bauchwand fixiert. Jeder Empfangermaus wurden somit sechs Uterusfrag-

mente implantiert.

An Tag 0, 7, 14, 21 und 28 erfolgte die Vermessung der sich entwickelnden Endo-
metrioseherde mittels hochauflésendem Ultraschall. Am Ende des Untersuchungs-
zeitraums von 28 Tagen wurden die Herde zusatzlich mittels digitalen Messschiebers

vermessen.
Es wurden folgende Parameter erhoben:
1. Grof3e der Endometrioseherde [mm?]
2. Gesamtvolumen der Herde [mm3]
3. Stromavolumen der Herde [mm3]
4. Zystenvolumen der Herde [mm3]

5. Wachstumsrate der Endometrioseherde [%] = Gesamtvolumen Tag X / Ge-

samtvolumen Tag 0 * 100 - 100

6. Wachstumsrate des Stromagewebes [%] = Stromavolumen Tag X / Stromavo-
lumen Tag 0 * 100 - 100

7. Prozentualer Anteil der Herde mit Zysten pro Tier [%] = Anzahl der zystenent-
haltenden Herde / Gesamtzahl der Herde * 100

Am Ende der in vivo Analysen wurden die Herde zusatzlich histologisch und immun-
histochemisch analysiert. Zur morphologischen Begutachtung erfolgte zunéchst eine
HE-Farbung. Nur die Herde, die die charakteristischen Zeichen einer Endometriose
zeigten (gut vaskularisiertes Stroma, zystisch dilatierte Drisen), wurden weiter ana-
lysiert (n = 10 fur frisch isolierte Uterusfragmente, die sich final zu einem Endometri-
oseherd entwickelten, n = 6 fir die 24h-Gruppe und n = 1 fir die 72h-Gruppe) und
weiter untersucht. Da nur ein Herd der 72h-prékultivierten Gruppe eine typische En-

dometriosemorphologie aufwies, wurde diese Gruppe nicht in die statistischen Aus-
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wertungen miteinbezogen. Es erfolgte weiter eine Bestimmung der Proliferationsrate
mit Hilfe des Proliferationsmarkers Ki67 sowie eine quantitative Bestimmung der
Apoptoserate. Die Ermittlung der GefaRdichte (in mm-2) erfolgte mit Hilfe der immun-
histochemischen Fluoreszenzfarbung des Endothelzellmarkers CD31. Zusatzlich er-
folgte eine CD31/GFP-Doppelfluoreszenzfarbung zur Quantifizierung der Gefalie,
welche in den Endometriosherd eingewachsen waren (GFP-negativ) und derer, wel-
che vom Endometrioseherd ausgingen (GFP-positiv). Des Weiteren wurden zur Ana-
lyse der Immunzellinfiltration immunhistochemische Farbungen zur Detektion von
Makrophagen (CD68), neutrophilen Granulozyten (MPO) und Lymphozyten (CD3)
durchgefuhrt.

5.11.3 Studienabschnitt lll: Modell der Rickenhautkammer

Im dritten Studienabschnitt wurden insgesamt 27 frisch isolierte bzw. 24h- und 72h-
prakultivierte Endometriumfragmente aus vier C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-
Mausen in neun Ruckenhautkammern von C57BL/6-Mausen transplantiert. Die
Transplantation erfolgte in randomisierter Anordnung. An Tag O, 3, 6, 10 und 14 er-
folgte die intravitalmikroskopische Untersuchung. An den verschiedenen Messtagen
wurde mit dem 5x Objektiv die GroRRe jedes Endometriumfragments bestimmt. Zu-
satzlich wurde eine Messung der vaskularisierten Flache, d.h. des Anteils der Ge-
samtflache des Endometriumfragments, der zu dem jeweiligen Untersuchungszeit-
punkt bereits revaskularisiert war, durchgefuhrt. Die funktionelle Kapillardichte der
Endometriumfragmente wurde mit dem 10x Objektiv gemessen. Dabei konnten Ver-
groRerungen von x115 und x230 auf dem Monitor erzielt werden. An Tag 14 wurden
die Endometriumfragmente explantiert. Zun&chst wurde eine HE-Farbung zur mor-
phologischen Begutachtung angefertigt. Auch in diesem Studienabschnitt wurde die
Anwachsrate bestimmt. Das heif3t, dass wiederum nur die Herde in die weiteren Un-
tersuchungen eingeschlossen wurden, welche die Charakteristika einer Endometrio-
se zeigten (n = 5 fur Oh, n = 7 fur 24h, n = 1 fur 72h). In diesem Studienabschnitt
zeigte ebenfalls nur ein Endometriumfragment der 72h-Gruppe eine typische Endo-
metriosemorphologie, sodass diese Gruppe nicht in die statistische Auswertung mit
einbezogen wurde. Zur Quantifizierung der Gefal3dichte erfolgte eine immunhisto-

chemische Farbung des Endothelzellmarkers CD31.
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5.12 Statistik

Die deskriptive Statistik erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft
Excel 2019 (Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleil3heim). Die graphische Dar-
stellung der Daten wurde mittels SigmaPlot (Version 13.0, Jandel Corporation, San
Rafael, CA, USA) durchgefuhrt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit-
tels des Software Pakets SigmaStat (Version 2.03; Jandel Scientific, San Jose, CA,
USA). Zunachst wurden die Daten auf Normalverteilung getestet. Bei Vorliegen einer
Normalverteilung erfolgte der Vergleich zwischen zwei Gruppen mit dem Student’s t-
Test fur den unverbundenen Paarvergleich. Lag keine Normalverteilung der Werte

vor, wurde ein Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test angewendet.

Unterschiede zwischen drei experimentellen Gruppen wurden im Fall einer Normal-
verteilung mit einer one-way Analysis of variance (ANOVA) ermittelt, gefolgt von ei-
nem Student-Newman-Keuls post-hoc-Test zur Korrektur des alpha-Fehlers nach
Bonferroni. Bei nicht normalverteilten Daten wurde ein Kruskal-Wallis-Test angewen-
det.

Zur Ermittlung von zeitabhangigen Unterschieden innerhalb einer Gruppe wurde bei
Normalverteilung der Daten eine ANOVA flr wiederholte Messungen angewendet.
Im Fall von nicht parametrischen Daten wurde eine ANOVA fiir wiederholte Messun-
gen nach Friedmann angewendet. Zur Korrektur des alpha-Fehlers wurde ein Stu-
dent-Newman-Keuls post-hoc Test eingesetzt. Bei p < 0,05 wurden die Unterschiede
als statistisch signifikant angesehen. Samtliche Werte wurden als Mittelwerte mit

Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + SEM) angegeben.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Charakterisierung prakultivierter Uterusfragmente

In einem ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Prékultivierung
Uber 24h und 72h auf die Morphologie, Zelldichte, Mikrogeféal3dichte und Apoptose in
Uterusfragmenten untersucht. Als Vergleich wurde frisch isoliertes Gewebe (Oh-
prakultivierte Uterusfragmente) herangezogen. Hierzu wurden Uterusfragmente his-
tologisch, immunhistochemisch und proteinbiochemisch untersucht.

6.1.1 Morphologie und Zelldichte

Um die Qualitat des Gewebes zu analysieren, wurde zunachst sowohl die Morpholo-
gie als auch die Zelldichte der Uterusfragmente mittels HE-Farbung bestimmt. Bei
frisch entnommenem Uterusgewebe war die typische Morphologie aus Myometrium,
ausgebildeten Drisenschlauchen und Stromazellen zu erkennen (Abb. 10A und D).
Nach 24h Prakultivierung waren die Zellverbande weitgehend aufgel6st. Die glan-
duléaren Strukturen sowie der Anteil der Stromazellen waren deutlich reduziert. Zu-
dem zeigte sich das Gewebe ddematds (Abb. 10B und E). Nach 72h Prékultivierung
lagen augedehnte Nekrosen vor, und es konnten nur noch vereinzelte Zellen nach-
gewiesen werden (Abb. 10C und F). Dies zeigte sich auch in einer reduzierten Zell-
dichte nach Prakultivierung. Die Zelldichte in den frisch isolierten Uterusfragmenten
war mit 15.035 *+ 1.938 mm-2 signifikant héher im Vergleich zum 72h-prakultivierten
Gewebe mit 6.843 + 1.596 mm=. Eine tendenzielle Abnahme der Zellzahl konnte
auch bereits in den 24h-préakultivierten Uterusfragmenten beobachtet werden (11.740
+ 903 mm).
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Abbidung 10: HE-gefarbte Schnitte von frisch isolierten, 24h-prakultivierten und 72h-prakultivierten
Uterusfragmenten von C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-Mausen zur Detektion morphologischer
Unterschiede. A, D: Frisch isoliertes Uterusfragment mit typischen Drisenstrukturen (Sternchen) und
gut abgrenzbarem Myometrium (Pfeile). B, E: 24h-prakultiviertes Uterusfragment mit reduzierter Zell-
dichte, annahernd aufgeléstem Ubergang zwischen Myo- und Endometrium und aufgelésten Driisen-
strukturen. C, F: 72h-prakultiviertes Uterusfragment mit deutlich reduzierter Zahl an Stromazellen.
Drusenformationen sind nicht mehr zu erkennen. G: Zelldichte (in mm-2) der frisch isolierten (Oh, wei-
Be Saule), 24h- (graue Saule) und 72h-prakultivierten (schwarze Saule) Uterusfragmente (jeweils n =
5). Mittelwert £ SEM; *p < 0,05 vs. Oh. Mal3stab: A-C = 300 pm, D-F = 60 pm.

6.1.2 Mikrogefalidichte

Zur Bestimmung der Mikrogefalidichte wurde eine immunhistochemische Farbung
zum Nachweis des Endothelzellmarkers CD31 durchgefuhrt und anschlieRend quan-
titativ ausgewertet (Abb. 11A-D). Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Prakultivie-
rung Uber 24h keinen Einfluss auf die Dichte (193 + 31 mm2) der vorhandenen Blut-
gefalRe im Vergleich zu den frisch isolierten Uterusfragmenten (172 + 25 mm-) hatte.

Jedoch war die Mikrogefal3dichte nach 72h Préakultivierung
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(34 = 12 mm?) signifikant niedriger im Vergleich zu frisch isolierten und 24h-

prakultivierten Fragmenten.
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Abbildung 11: A-C: Immunfluoreszenzfarbung CD31-positiver Gefalde von frisch isolierten (A), 24h-
(B) und 72h-prakultivierten Uterusfragmenten (C) von C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-Mausen zur
Ermittlung der GeféaRdichte. Die Farbung erfolgte mit Hoechst 33342 zur Identifizierung der Zellkerne
(blau) und einem Antikdrper gegen CD31 zur Darstellung der Endothelzellen (rot). Es ist deutlich zu
erkennen, dass die 24h-prakultivierten Fragmente im Vergleich zu den frisch isolierten Fragmenten,
eine vergleichbare Anzahl an CD31*-GefaRen (Pfeile) aufweisen, wéahrend die 72h-prakultivierten
Fragmente nur noch vereinzelte Blutgefal3e enthalten. MaRRstab: 200 um. D: MikrogefaRRdichte (in mm-
2) der frisch isolierten (0h, weilRe Saule) sowie der 24h- (graue Saule) und 72h-prakultivierten Uterus-
fragmente (schwarze Saule) (jeweils n = 5). Mittelwert + SEM; *p < 0,05 vs. Oh; #p < 0,05 vs. 24h.

6.1.3 Apoptoserate

Weiterhin wurde der Einfluss einer Prakultivierung auf die Apoptoserate der stroma-
len Zellen in den Uterusfragmenten untersucht. Die quantitative Analyse der Casp-3-
positiven Zellen zeigte eine zunehmende Apoptoserate in den prakultivierten Frag-
menten (Abb. 12A-C). Wahrend in frisch isoliertem Gewebe die Apoptoserate mit
0,47 + 0,18 % vergeichsweise gering war, stieg der Anteil apoptischer Zellen nach
24h Prakultivierung auf 1,82 + 0,55 %. Ein signifikanter Anstieg der Apoptoserate
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konnte mit 12,34 + 3,50 % in den 72h-prakultivierten Uterusfragmenten nachgewie-

sen werden.
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Abbildung 12: Immunhistochemische Farbung von frisch isolierten (A) sowie von 24h- (B) und 72h-
prakultivierten Uterusfragmenten (C) von C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sh/J-Mausen zur Detektion
apoptotischer Casp-3* Zellen. Die Farbung erfolgte mit Hilfe eines Antikdrpers gegen Casp-3. Es zeigt
sich, dass die Zahl Casp-3* Zellen (Pfeile) mit der Prakultivierungszeit steigt. Maf3stab: 30 pym. D:
Anteil Casp-3* Zellen (in %) der frisch isolierten (Oh, weiRe Saule) sowie der 24h- (graue Saule) und
72h-prakultivierten Uterusfragmente (schwarze Saule) (jeweils n = 5). Mittelwert + SEM; *p < 0,05 vs.
Oh.

6.1.4 Protein-Array

Mit Hilfe eines Proteom-Profiler-Maus-Angiogenese Arrays wurden 53 Angiogenese-
relevante Proteine in den Uterusfragmenten untersucht. Hierbei wurden frisch isolier-
te sowie 24h- und 72h-prékultivierte Uterusfragmente verglichen. Es konnte gezeigt
werden, dass in allen Proben alle Proteine exprimiert wurden und in den préakultivier-
ten Proben ein vergleichsweise grol3er Anteil hochreguliert wurde (Tab. 1). Die
hochsten Expressionslevel im Vergleich zur Kontrolle konnten nach 24h Prakultivie-
rung fir cysteine rich angiogenic inducer 61 (CYR61) und nach 72h Prakultivierung
fur keratinocyte chemoattractant (KC) nachgewiesen werden (Abb. 13). Interessan-

terweise war die Expression von KC in der 24h-Gruppe deutlich geringer als in der
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72h-Gruppe. Dies gilt auch fir monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), placental
growth factor-2 (PIGF-2), Interleukin-1-alpha (IL-lalpha) und tissue inhibitor of

metalloproteinase-1 (TIMP-1) (Tab. 1).

Tabelle 1: Expression pro-angiogener Proteine (in % zur Oh- Kontrolle) in 24h- und 72h-prékultivierten
Uterusfragmenten, die im Proteom-Profiler-Maus-Angiognese Array detektiert wurden.

Expression (% zur Kontrolle)

Protein 24h 72h
Cyr61/CCN1, IGFBP-10 2180,7 2711,0
KC/CXCL1/CINC-1/GRO-alpha 1771,1 15458,7
ADAMTS1/METH1 12447 1631,7
Thrombospondin-2/TSP-2 1007,1 1939,8
MCP-1/CCL2/JE 902,0 1825,1
DLL4 844,3 682,6
DPP 1V/CD26 603,7 554,3
PIGF-2 564,2 1795,7
Amphiregulin/AR 556,4 484.,4
MMP-3 523,8 590,2
Serpin E1/PAI-1 496,8 452,0
IL-1alpha 477,3 2175,4
Osteopontin/OPN 4727 435,7
KGF/FGF-7 468,0 920,4
Endoglin/CD105 3711 337,9
GM-CSF 333,0 388,8
Fractalkine/CX3CL 1 302,9 284,8
HB-EGF 298,2 237,3
TIMP-1 295,3 1013,5
PDGF-AA 273,7 455,2
IP-10/CXCL 10 262,4 223,1
Angiopoietin-1/Ang-1 253,2 228,8
IGFBP-3 225,6 215,8
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Pentraxin-3/PTX3/TSG-14
Endothelin-1/ET-1
PDGF-AB/BB

Platelet Factor 4/CXCL4/PF4
VEGF/VPF

FGF acid/[FGF-1/ECGF/HBGF-1
MIP-1alpha

IL-10/CSIF
Angiopoietin-3/Ang-3
VEGF B/VRF

Proliferin
Endostatin/Collagen VIII
HGF

CXCL 16

PD-ECGF
Angiogenin/ANG
Leptin/OB

Prolactin/PRL

FGF basic/FGF-2
IL-1beta

IGFBP-2

TIMP-4

IGFBP-1
NOV/CCN3/IGFBP-9

MMP-9

Coagulator Factor lll/Tissue Factor/TF

MMP-8
SDF-1/CXCL 12
EGF

Serpin F1/PEDF

210,0
200,8
196,8
194,0
190,1
177,4
168,5
156,5
156,1
151,7
150,1
148,7
146,6
135,2
123,8
121,0
119,6
115,2
114,8
1119
111,9
105,6
99,0

98,6

95,5

95,4

89,6

88,8

88,3

79,4

246,4
428,2
246,6
428,2
221,0
149,4
258,1
175,8
148,9
127,9
142,0
145,4
137,5
285,6
167,8
155,1
129,6
123,9
145,0
79,5

126,1
105,9
91,5

188,0
104,9
102,5
101,6
104,4
64,7

134,3
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Abbildung 13: Nitrozellulosemembran des Protein-Arrays von frisch isolierten, 24h- und 72h-
prakultivierten Uterusfragmenten mit an definierten Punkten gespotteten Fanger- und Kontrollantikor-
pern und nach Inkubation mit den Zelllysaten, den Detektionsantikdrpern und dem sekundéaren Detek-
tionsreagenz. Die Quantifizierung erfolgte Uber die mittlere Spot-Pixeldichte. Mit Hilfe eines Koordina-
tensystems lasst sich die Lokalisation der verschiedenen Angiogenesefaktoren ablesen. Blau umkreist
sind in der Abbildung die Koordinaten von CYR 61 (24h) und rot umkreist die Koordinaten von KC
(72h).

6.2 Auswirkungen einer Prakultivierung auf die Entwicklung intra-

peritonealer Endometrioseherde

In einem zweiten Studienabschnitt wurden die Auswirkungen einer Prakultivierung
auf die Morphologie, die Anwachsrate, das Wachstum, die Mikrogefal3dichte, die
Apoptose, die Proliferation sowie die Immunzellinfiltration sich neu entwickelnder int-
raperitonealer Endometrioseherde untersucht. Zur Analyse der GrolRenentwicklung
der induzierten Endometrioseherde wurden repetitive Ultraschallanalysen durchge-
fuhrt. Zudem wurden die Endometrioseherde am Tag der Explantation (Tag 28) mit-
tels Schieblehre vermessen. Schlussendlich erfolgten nach Exzision der Herde an

Tag 28 histologische und immunhistochemische Untersuchungen.
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6.2.1 Wachstum der Endometrioseherde

Nicht jedes Uterusfragment hatte sich am Tag 28 zu einem Endometrioseherd mit
typischer Morphologie, charakterisiert durch gut vaskularisiertes Stroma und zystisch
veranderte Drisen (Abb. 14A-C), entwickelt. Es wurden insgesamt 66 Uterusfrag-
mente auf das Peritoneum transplantiert. Bei der Explantation an Tag 28 zeigten 17
von 22 der frisch isolierten Uterusfragmente (77,3 %), 8 von 22 der 24h-
prakultivierten Uterusfragmente (36,4 %) und 1 von 22 der 72h-prakultivierten Ute-
rusfragmente (4,5 %) eine typische Endometriosemorphologie in der HE-Farbung
(Abb. 14A-D). Da in der 72h-Gruppe nur ein singuléarer Herd eine typische Endomet-
riosemorphologie aufwies, wurde diese Gruppe aus den weiteren statistischen Aus-

wertungen ausgeschlossen.
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Abbildung 14: A-C: HE-Féarbung von frisch isolierten (A) sowie von 24h- (B) und 72h-prékultivierten
(C) Uterusfragmenten von C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sh/J-Mausen. Anhand der HE-Farbung er-
folgte an Tag 28 die Bestimmung der Uterusfragmente, die eine typische Endometriosemorphologie
aufwiesen. Maf3stab: 200 um. D: Anwachsrate (in %) der frisch isolierten (Oh, wei3e Saule) sowie der
24h- (graue Saule) und 72h-prakultivierten Uterusfragmente (schwarze Saule) (jeweils n = 11) mit
typischer Endometriosemorphologie. E: GréRe (in mm?2) der frisch isolierten (Oh, weille Saule, n = 10)
und der 24h-prakultivierten Uterusfragmente (graue Saule; n = 6) an Tag 28 nach Transplantation,
welche die typische Morphologie einer Endometriose zeigten. Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. Oh;
#p<0,05 vs. 24h.
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Ohne Prakultivierung entwickelten sich signifikant mehr Uterusfragmente zu typi-
schen Endometrioseherden als nach 24h Prakultivierung. Vor Explantation der En-
dometrioseherde an Tag 28 wurden diese mittels Schieblehre vermessen. Die 24h-
prékultivierten Endometrioseherde wiesen eine Flache von 2,88 £ 0,29 mm?2 und die
nicht prékultivierten eine Flache von 1,83 + 0,24 mm?2 auf. Dies zeigt, dass eine Préa-
kultivierung Uber 24h das Grélienwachstum der Endometrioseherde signifikant for-

derte.

Die sich neu entwickelnden Endometrioseherde wurden mittels hochauflésendem
Ultraschall an Tag 0, 7, 14, 21 und 28 untersucht (Abb. 15A und B). Nur die Uterus-
fragmente, die sich in der HE-Farbung als typische Endometrioseherde erwiesen,

gingen in diese Untersuchung ein.

Die Ultraschallanalyse ergab zu allen Untersuchungszeitpunkten, dass das Gesamt-
volumen der Endometrioseherde signifikant grol3er war als an Tag 0. Dies galt so-
wohl fur die frisch isolierten als auch fir die 24h-prakultivierten Uterusfragmente, die
sich zu Endometrioseherden entwickelt hatten (Abb. 15C und D).

Wenn man das Stromawachstum betrachtet, so war in beiden Gruppen zu allen Un-
tersuchungszeitpunkten das Stromavolumen signifikant grof3er als an Tag O (Abb.
15E und F). In der 24h-prakultivierten Gruppe zeigten sich an Tag 14, 21 und 28 sig-
nifikant mehr zystenenthaltende Endometrioseherde als an Tag 0 (Abb. 15H). Das
Gesamtvolumen der Endometrioseherde der 24h-Gruppe war sowohl an Tag 21, als
auch an Tag 28 signifikant gré3er als das Volumen der Endometrioseherde der nicht-
prakultivierten Gruppe (Abb. 15C). Dies resultiert aus dem signifikant geringeren
Stromavolumen der Oh-Gruppe an Tag 21 und 28 (Abb. 15E). Die Anzahl der zysten-
enthaltenden Endometrioseherde erwies sich an Tag 28 in der 24h-prakultivierten
Gruppe signifikant grofRer als in der nicht prékultivierten Gruppe (Abb. 15H). Das Zys-
tenvolumen war nur an Tag 14 in der 24h-prakultivierten Gruppe signifikant gro3er

als in der nicht prakultivierten Gruppe (Abb. 15G).
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Abbildung 15: A, B: Hochauflésende Ultraschalluntersuchung an Tag 28 nach Transplantation von
frisch isolierten (A) und 24h-prakultivierten Uterusfragmenten (B) von C57BL/6-TgN(ACTB-
EGFP)10sb/J-Méausen an die Bauchwand von C57BL/6 Mausen, die sich nach 28 Tagen zu Endomet-
rioseherden entwickelt hatten. Die Begrenzung der Endometrioseherde ist durch die gestrichelten
Linien markiert, die Zystengrenzen mittels gepunkteter Linien. Mal3stab: 1 mm. C-H: Gesamtvolumen
(in mm?3) (C), Herdwachstum (in %) (D), Stromavolumen (in mm3) (E), Stromawachstum (in %) (F),
Zystenvolumen (in mm?) (G) und Zysten-enthaltende Herde in % (H) von Uterusfragmenten unmittel-
bar (d0) sowie an Tag 7, 14, 21 und 28 nach Transplantation von frisch isolierten (Oh, wei3e Saulen, n
= 10) und 24h- prakultivierten Uterusfragmenten (graue S&ulen, n = 6), die sich an Tag 28 zu Endo-
metrioseherden entwickelt hatten. Mittelwerte + SEM; *p < 0,05 vs. Oh; 8p < 0,05 vs. Tag 0 der glei-
chen Gruppe.
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6.2.2 Vaskularisierung der Endometrioseherde

Die GefalRdichte in den Endometrioseherden wurde fluoreszenzmikroskopisch nach
immunhistochemischer Markierung mit CD31 bestimmt (Abb. 16A und B). An Tag 28
waren die Gefalidichten in den Endometrioseherden beider Gruppen vergleichbar
(frisch isoliert: 168 + 12 mm2vs. 24h-prakultiviert: 177 + 15 mm-2).

Mittels immunhistochemischer Doppelfluoreszenzfarbung zur Markierung von
CD31/GFP-positiven GefalRen konnte die Herkunft der Mikrogefal3e (implantierter
Herd vs. Peritoneum) bestimmt werden (Abb. 16D und E). Dabei zeigte sich, dass in
der Oh-Gruppe 74,2 + 2,5 % der Mikrogefal3e vom Endometrioseherd ausgingen, d.h.
GFP-positiv waren. Bei den Endometrioseherden der 24h-prakultivierten Uterusfrag-
mente waren 70,3 + 6,6 % GFP-positiv. Somit ergab sich kein signifikanter Unter-

schied zwischen den beiden Gruppen (Abb. 16 F).
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Abbildung 16: A, B, D, E: Immunfluoreszenzfarbung CD31-positiver Gefal3e (A, B) und Immundop-
pelfluoreszenzfarbung zur Markierung von CD31/GFP-positiven GefalRen (D, E) in frisch isolierten (A,
D) und 24h-prakultivierten Uterusfragmenten (B, E) von C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-Mé&usen
an Tag 28 nach Transplantation an die Bauchwand von C57BL/6-Mausen, die sich zu typischen En-
dometrioseherden entwickelt hatten. Die Farbung erfolgte mit Hoechst 33342 zur Identifizierung der
Zellkerne (blau), einem Antikérper gegen CD31 zur Darstellung der Endothelzellen (rot) und einem
Antikdrper gegen GFP zur Detektion der GFP-positiven Endothelzellen (griin). Es zeigt sich eine an-
nahernd gleiche Anzahl CD31-positiver sowie CD31/GFP-positiver GefalRe (Pfeile) in beiden Gruppen.
A-B: MaRstab: 60 um, D-E: MaRstab: 40 um. C: Mikrogefaf3dichte (in mm-2) der frisch isolierten (weifl3e
Séule, n = 10) und 24h-prékultivierten Uterusfragmente (graue Saule; n = 6). F: Anteil CD31/GFP-
positiver Zellen (in %) der frisch isolierten (Oh, wei3e Sdule, n = 10) und 24h-prakultivierten Uterus-
fragmente (graue Saule; n = 6). Mittelwert + SEM.
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6.2.3 Proliferation und Apoptose in den Endometrioseherden

Die proliferativen Zellen in den Endometrioseherden wurden mittels des Proliferati-
onsmarkers Ki67 detektiert (Abb. 17A und B). Hierbei wurde zwischen Stromazellen
und Driusenzellen differenziert. Die Proliferationsrate der Drisenzellen der frisch iso-
lierten Uterusfragmente betrug 33,32 + 12,45 % und der 24h-prakultivierten Frag-
mente 36,44 + 10,98 % und war somit vergleichbar. Im Gegensatz dazu konnte eine
signifikant erhodhte Proliferationsrate der Stromazellen in den Herden der 24h-
prakultivierten Gruppe detektiert werden (9,4 + 1,7 % vs. 5,9 + 0,9 %) (Abb. 17C).
Nach immunhistochemischer Farbung von Casp-3 wurde die Apoptoserate ermittelt
(Abb.17D und E). In der Oh-Gruppe konnte ein Anteil von 0,42 + 0,11 % Casp-3-
positiven Zellen, in der 24h-Gruppe ein Anteil von 0,22 + 0,04 % nachgewiesen wer-

den. Damit war auch die Apoptoserate beider Gruppen vergleichbar (Abb. 17F).
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Abbildung 17: A, B, D, E: Immunhistochemische Farbung von Ki67+*- (A, B) und Casp3*-Zellen (D, E)
in frisch isolierten (A, D) und 24h-prékultivierten Uterusfragmenten (B, E) von C57BL/6-TgN(ACTB-
EGFP)10sb/J-M&ausen an Tag 28 nach Transplantation an die Bauchwand von C57BL/6-Mausen, die
sich zu typischen Endometriosherden entwickelt hatten. Die Pfeile markieren die Ki67*- und die
Casp3*-Zellen. A, B, D, E: MalR3stab: 25 pm. C: Anteil Ki67+*-Zellen (in %) der frisch isolierten (Oh, wei-
Re Saule, n = 10) und 24h-prékultivierten Uterusfragmente (graue Saule; n = 6) im Stroma und in den
Drisen. F: Anteil Casp3*-Zellen (in %) der frisch isolierten (Oh, weilRe Séaule, n = 10) und 24h-
prékultivierten Uterusfragmente (graue Saule; n = 6). Mittelwerte + SEM; *p < 0,05 vs. Oh.
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6.2.4 Entzundungsprozesse im Gewebe

Die Endometriose wird als eine entziindliche Erkrankung angesehen (RICCIO et al.,
2018). Bei allen Typen der Erkrankung werden Endometriose-assoziierte Immun-
zellinfiltrate beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde das Ausmald der Entzin-
dung im Gewebe mittels CD3 (T-Lymphozyten-Marker) (Abb. 18A und B), MPO
(Marker fur neutrophile Granulozyten) (Abb. 18C und D) und CD68 (Makrophagen-
Marker) (Abb. 18E und F) bestimmt.
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Abbildung 18: A-F: Immunhistochemische Farbung von CD3*-Lymphozyten (A, B), MPO*-
neutrophilen Granulozyten (C, D) und CD68*-Makrophagen (E, F) in frisch isolierten (A, C, E) und
24h-prakultivierten Uterusfragmenten (B, D, F) von C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP)10sb/J-M&ausen an
Tag 28 nach Transplantation an die Bauchwand von C57BL/6-M&usen, die sich zu typischen Endo-
metrioseherden entwickelt hatten. Die Immunzellen sind jeweils mit Pfeilen markiert. Mal3stab: 25 pm.
G: CD3*-Lymphozyten, MPO*-neutrophile Granulozyten und CD68*-Makrophagen (jeweils in %) der
frisch isolierten (Oh, weil3e Saule, n = 10) und 24h-prékultivierten Uterusfragmente (graue Séule; n =
6). Mittelwerte + SEM; *p < 0,05 vs. Oh.
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Die T-Zellinfiltration zeigte in den Herden beider Gruppen (Oh-Gruppe vs. 24h-
Gruppe) keinen signifikanten Unterschied (727 + 133 mm vs. 649 + 140 mm2) (Abb.
18G). Die Anzahl CD68-positiver Makrophagen war in der Oh-Gruppe signifikant ho-
her (570 £ 69 mm2) als in der 24h-prakultivierten Gruppe (335 + 68 mm) (Abb.18G).
In gleicher Weise war die Anzahl MPO-positiver Granulozyten in der nicht prakulti-
vierten Gruppe signifikant hoher (356 + 41 mm) als in der 24h-prakultivierten Grup-
pe (158 + 27 mm2) (Abb. 18G).

6.3 Endometriose in der Rickenhautkammer

In einem dritten Studienabschnitt wurde der Einfluss einer Prékultivierung von Endo-
metriumfragmenten auf deren Vaskularisierung untersucht. Hierzu wurde das Modell
der Ruckenhautkammer angewandt. Zur GroRenmessung der Transplantate und zur
Quantifizierung ihrer Vaskularisierung wurde eine intravitale Fluoreszenzmikroskopie
durchgefiihrt. Des Weiteren erfolgte zur zusatzlichen Bestimmung der Mikroge-
falRdichte in den Transplantaten eine immunhistochemische Detektion von CD31-

positiven Endothelzellen.

6.3.1 Vaskularisierung und GréR3enentwicklung der Endometrioseherde

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie dient zur Analyse der Vaskularisierung in vi-
vo. Sie erfolgte an Tag 0, 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation von Endometrium-
fragmenten in die Ruckenhautkammer zur Induktion von Endometrioseherden. Es
gingen nur die Herde in die Auswertung ein, die sich in der abschlieRenden HE-
Féarbung als typische Endometrioseherde zeigten. In der Oh-Gruppe wiesen 63 % der
transplantierten Endometriumfragmente die typische Morphologie einer Endometrio-
se auf. In der 24h-Gruppe waren es 78 %. Ein singulares 72h-prakultiviertes Endo-
metriumfragment (12,5 %), welches sich als typischer Endometrioseherd prasentier-
te, wurde aus allen weiteren Analysen ausgeschlossen. Die funktionelle Kapillardich-
te in den Endometrioseherden zeigte in der Oh-Gruppe an den Tagen 6, 10 und 14
jeweils eine signifikante Zunahme gegeniber Tag 0. In der Gruppe der 24h-
prékultivierten Endometriumfragmente zeigte die funktionelle Kapillardichte an den
Tagen 10 und 14 eine signifikante Zunahme verglichen mit Tag 0. Zwischen den bei-
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den Gruppen fand sich nur an Tag 14 ein signifikanter Unterschied der funktionellen
Kapillardichte (Oh-Gruppe 224 + 15 cm/cm?vs. 24h-Gruppe 273 + 11 cm/cm?) (Abb
19C).

do d3 dé d10 di4

Abbildung 19: A, B: Darstellung des BlutgefaBnetzwerks eines frisch isolierten (A) und 24h-
prakultivierten Endometriumfragments (B) in der Rickenhautkammer einer C57BL/6-Maus an Tag 14
nach Transplantation mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie nach retrobulbérer Injektion von
FITC-Dextran. Die Grenzen der Endometriumfragmente sind durch die gestrichelten Linien gekenn-
zeichnet. Beide Fragmente zeigten in der HE-Farbung eine typische Endometriosemorphologie. Maf3-
stab: 300 um C: Funktionelle Kapillardichte (in cm/cm?) am Tag der Transplantation (d0) sowie an den
Tagen 3, 6, 10 und 14 nach Transplantation der frisch isolierten (Oh, weil3e Punkte, n = 6) und 24h-
prakultivierten Endometriumfragmente (graue Punkte, n = 7). Mittelwert + SEM; *p < 0,05 vs. Oh, 3p
<0,05 vs. d0 der gleichen Gruppe.

Die GroRe der Endometrioseherde, die sich aus frisch isolierten und 24h-
prékultivierten Endometriumfragmenten entwickelten, war an allen Untersuchungsta-
gen vergleichbar. Weiterhin konnte zu keinem Zeitpunkt ein signifikantes Wachstum
der Herde verglichen mit Tag 0 nachgewiesen werden (Tab.2). Die vaskularisierte
Flache innerhalb der Endometrioseherde aus nicht prakultivierten Fragmenten zeigte
bei den Messungen an Tag 10 und 14 jeweils eine signifikante Gréf3enzunahme im
Vergleich zu Tag 0. In der Gruppe der Herde aus 24h-prékultivierten Fragmenten
fanden sich an den Tagen 6, 10 und 14 signifikante Gréienzunahmen der vaskulari-
sierten Flachen (Tab. 2). Zu keinem Zeitpunkt gab es einen signifikanten Unterschied

in der vaskularisierten Flache zwischen der Oh-Gruppe und der 24h-Gruppe.
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Tabelle 2: Gro3e der Endometriumfragmente (in mm?2) am Tag der Transplantation (Tag 0) und an
den Tagen 3, 6, 10 und 14 sowie deren vaskularisierte Flache (in mm?) innerhalb der frisch isolierten
(n = 6) und 24h-prékultivierten Endometriumfragmente (n = 7) von C57BL/6-TgN(ACTB-
EGFP)10sb/J-Méausen in der Rickenhaukammer von C57BL/6-Mausen. Mittelwert + SEM, #p <0,05
vs. Tag 0.

Tag O Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14
Grofle der Endo-
metriumfrag-mente
in mm?2
Oh-Gruppe 1,26 + 0,16 1,40 + 0,17 1,52 +0,20 1,45+0,14 1,48 + 0,12
24h-Gruppe 1,42 £ 0,05 1,55+ 0,09 1,51 +£0,08 1,48 £ 0,10 1,47 £0,11
Vaskularisierte
Flache in mm?2
Oh-Gruppe 0,07 £ 0,06 0,86 + 0,39 1,24 + 0,252 1,46 £ 0,122
24h-Gruppe 0,02 £ 0,20 0,88 £ 0,132 1,25+ 0,152 1,44 + 0,112

Die immunhistochemische Analyse der CD31-Farbung an Tag 14 nach Transplanta-
tion der Endometriumfragmente zeigte keinen signifikanten Unterschied der Mikroge-
fakdichten zwischen den beiden Gruppen (Oh-Gruppe: 111 + 31 mm? vs. 24h-
Gruppe: 123 + 24 mm2).
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Abbildung 20: Immunfluoreszenzfarbung von CD31* GefaRRen frisch isolierter und 24h-prékultivierter
Endometriumfragmente von C57BL/6-TgN(ACTB-EGFP) 10sb/J-Mausen in der Riickenhautkammer
von C57BL/6-Mausen an Tag 14 nach Transplantation. Die Farbung erfolgte mit Hoechst 33342 zur
Identifizierung der Zellkerne (blau) und einem Antikdrper gegen CD31 zur Darstellung der Endothel-
zellen (rot). Die CD31* Gefal3e sind durch Pfeile markiert. MaR3stab: 20 pm. C: MikrogefaRRdichte (in
mm-) der frisch isolierten (Oh, weile Saule, n = 6) und 24h-prakultivierten Endometriumfragmente
(graue Saule, n = 7). Mittelwert + SEM.
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7 DISKUSSION

7.1 Diskussion der Methoden

In den letzten Jahren wurden zur Analyse pathogenetischer Mechanismen der En-
dometriose verschiedene tierexperimentelle Modelle eingesetzt. Die Beantwortung
humanmedizinischer Fragestellungen mit Hilfe experimenteller Modelle gelingt umso
besser, je ndher die Tiergattung mit dem Menschen verwandt ist (SCHAPER und
WINKLER, 1998). Speziell Primatenmodelle entsprechen dem Menschen im Bezug
auf Physiologie, reproduktive Anatomie und in der spontanen Entstehung einer En-
dometriose am besten. Ein wesentlicher Vorteil ist auch der Zugang zum Cavum uteri
durch die Cervix zur Entnahme von Endometrium, ohne dass eine Hysterektomie
erfolgen muss. Die Forschung an nicht-humanen Primaten hat jedoch betrachtliche
Limitationen. Zum einen erfordert eine solche Forschung eine spezielle und kostenin-
tensive Infrastruktur und Logistik. Zum anderen sind das Training und der Umgang
mit den Tieren sehr zeitaufwendig. Insbesondere in Europa werden die Modelle an
nicht-humanen Primaten, wie Pavian und Rhesusaffe, kontrovers diskutiert und von
vielen Autoren ethisch nicht akzeptiert (D'HOOGHE et al., 2009).

Vergleichende Genomuntersuchungen kommen zum Ergebnis, dass alle Spezies,
mit Ausnahme von Primaten, im Verwandtschaftsgrad &hnlich weit vom Menschen
entfernt sind (SCHAPER und WINKLER, 1998). Daher werden in der Endometriose-
forschung auch genetisch gut definierte Nagetiermodelle eingesetzt. Diese sind zur
Erforschung der komplexen molekularen und zellularen Mechanismen, die zur En-
dometriose fuhren, hilfreich (LASCHKE und MENGER, 2012). Mausmodelle haben
den grofRen Vorteil, dass die Maus unter allen Tieren genetisch am besten definiert
ist, und zudem die Moglichkeit der genetischen Manipulation besteht (SCHAPER und
WINKLER, 1998). Nachteile der Mausmodelle liegen im Bereich der reproduktiven
Anatomie und Physiologie, d.h. in der geringen Organgrof3e sowie dem Ausbleiben
einer Menstruation und somit der fehlenden Moglichkeit der Entwicklung einer spon-

tanen Endometriose.

Endometriosedhnliche Herde werden im Nagetiermodell durch Transplantation en-
dometrialer Gewebefragmente erzeugt (GRUMMER, 2006). Die Transplantation kann

von einem Tier in ein anderes Tier mit identischem Genotyp (syngen) oder in dem-
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selben Tier (autolog), z.B. vom Uterus zum Peritoneum, erfolgen (BACCI et al., 2009;
FAINARU et al., 2008). Beide Methoden haben mégliche verfahrenstypische Einflis-
se auf die Entwicklung von Endometrioseherden. Im Falle der syngenen Transplanta-
tion konnen Unterschiede der individuellen Ostrogenspiegel verschiedener Mause
das Wachstum der Herde beeinflussen. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit
zum Ausschluss hormoneller Schwankungen nur Mause als Empfanger und Spender
verwendet, die sich zum Zeitpunkt der Entnahme der Uterus- und Endometriumfrag-
mente und zum Transplantationszeitpunkt im Stadium des Ostrus befanden. Die Zyk-
lusbestimmung erfolgte dabei mittels Vaginalzytologie. Im autologen Modell kann die
Resektion eines Uterushorns zu chirurgisch induzierten Entziindungsreaktionen mit
daraus resultierenden Veranderungen des peritonealen Milieus und zu Verwachsun-
gen im Bauchraum fiihren. Dies konnte die Implantation und das Wachstum der En-
dometrioseherde beeinflussen. In einer Untersuchung von KORBEL et al. (2010)
zeigte sich jedoch, dass die Methode der Transplantation (syngen vs. autolog) kei-
nen signifikanten Einfluss auf das Anwachsen und die Entwicklung von Endometrio-

seherden hat.

Der Zielort der Transplantation der Uterusfragmente war in der vorliegenden Arbeit
das Peritoneum. Die Entwicklung von Endometrioseherden auf dem Peritoneum der
vorderen Bauchwand kann mittels hochauflésender Ultraschallbildgebung beurteilt
werden (LASCHKE et al., 2010a). Diese quantitative Analyse erfasst das Volumen,
den Stromaanteil und die zystischen Anteile der Herde. Am Tag der Explantation
kann zuséatzlich die Oberflaiche der Endometrioseherde als Parameter zur Grof3en-
messung mittels Schieblehre ermittelt werden. Nach histologischer und immunhisto-
chemischer Aufarbeitung des Gewebes erfolgt die Auswertung u.a. der Mikroge-
falkdichte (LASCHKE et al., 2010b). Auf diese Weise konnten in der vorliegenden
Arbeit detaillierte Aussagen zum Wachstumsverhalten und zur Durchblutung der En-

dometrioseherde gemacht werden.

In einem xenogenen Modell kann isoliertes eutopes oder dystopes endometriales
menschliches Gewebe auf M&ause mit schwerem kombiniertem Immundefekt (SCID
Mause) oder auch auf Nacktmause transplantiert werden (AWWAD et al., 1999;
BRUNER et al., 1997). Ein Vorteil dieses Ansatzes ist, dass man in diesem Modell
therapeutische Effekte auf das menschliche Gewebe untersuchen kann. Da die Emp-
fangertiere jedoch kein Immunsystem besitzen, kommt es nicht zu immunologischen

Reaktionen zwischen Transplantat und Empfanger, was in vorliegender Arbeit aber
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naher untersucht werden sollte. Denn gerade diese immunologischen Prozesse fuh-
ren zu Adhasion, Invasion, Proliferation und Angiogenese der Endometrioseherde
(WU et al., 2015) und sind somit essentielle Faktoren, die bei der Pathogenese der

Endometriose eine Rolle spielen.

Speziell zur Untersuchung von angiogenen Mechanismen ist die Transplantation von
Gewebe auf die Chorionallantoismembran von befruchteten Hihnereiern eine haufig
angewandte Methode, die seit mehr als 50 Jahren eingesetzt wird (LASCHKE und
MENGER, 2007). Die Membran ist mit einem dichten mikrovaskularen Netz ausge-
stattet und fungiert, ahnlich wie eine Lunge, als Oberflache zum Gasaustausch. Die
Limitationen des Modells liegen in der Schwierigkeit einer nativen Epi-
llluminationsmikroskopie und in einer zeitlichen Begrenzung der Untersuchungsmaog-
lichkeit auf etwa 10 Tage (LASCHKE und MENGER, 2007). Zudem ist die Unver-
sehrheit des Gewebes eine wesentliche Voraussetzung fur die Implantation auf die
Membran. Da der frihe Hilhnchenembryo noch kein vollstandiges Immunsystem be-
sitzt, kbnnen immunologische Prozesse, die mitunter bei der Entstehung der Endo-

metriose eine Rolle spielen, in diesem Modell nicht untersucht werden.

Eine weitere Mdglichkeit zur Untersuchung der Angiogenese in Endometrioseherden
bietet das Modell der Rickenhautkammer der Maus. Hierbei kénnen Endometrium-
fragmente nach Transplantation in die Rickenhautkammer Uber einen langeren Zeit-
raum (2 - 3 Wochen) repetitiv mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht
werden, um deren Revaskularisierung und Mikrohamodynamik quantitativ zu erfas-
sen (FENG et al., 2014). Neben der Mdglichkeit, eine Vielzahl von Parametern erhe-
ben zu koénnen, liegt der Vorteil der Riickenhautkammer auch darin, dass durch die
repetitive Untersuchung der sich entwickelnden Endometrioseherde eine geringere
Anzahl an Versuchstieren bengtigt wird. Eine Limitation der Ruckenhautkammer ist
allerdings, dass es sich bei der Lokalisation der induzierten Endometrioseherde nicht
um die typische Lokalisation einer Endometriose, ndmlich den Bauchraum, handelt
(FENG et al., 2014). Deshalb werden die immunologischen Interaktionen zwischen
Endometrium und Peritoneum, die einen Einfluss auf die Entstehung einer Endomet-
riose haben koénnten, nicht exakt widergespiegelt. Aus diesem Grund wurden in der
vorliegenden Arbeit verschiedenen Endometriosemodelle kombiniert, um die Aussa-

gekraft der Untersuchungen zu verbessern.
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7.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Endometriose ist eine benigne Erkrankung, bei der Endometrioseherde unter
anderem auf dem Peritoneum entstehen. Schllisselprozess in der Pathogenese der
Endometriose ist die retrograde Menstruation (SAMPSON, 1927; PERSOONS et al.,
2020). 76-90 % aller Frauen haben eine retrograde Menstruation (HALME et al.,
1984), jedoch nur 2-25 % entwickeln eine Endometriose (MOGHISSI 1999; OLIVE
und PRITT, 2001; GIUDICE und KAO, 2004).

Wahrend der Transitphase auf dem Weg vom Uterus Uber die Tube in die Peritone-
alhéhle sind die abgestoRenen Endometriumfragmente nicht perfundiert und damit
hypoxischem Stress ausgesetzt, sodass die Integritat des Gewebes und seine Uber-
lebensfahigkeit negativ beeinflusst werden. Dadurch wird auch die angiogene und
proliferative Aktivitat beeinflusst. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen,
dass dieses ischamische Zeitfenster entscheidend ist fir die Fahigkeit eines Endo-

metriumfragments, sich zu einem Endometrioseherd zu entwickeln.

Um die Transitzeit eines Endometriumfragments unter avaskularen Bedingungen zu
simulieren, erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine Prékultivierung von Uterus- bzw.
Endometriumfragmenten. Die Préakultivierung sollte in den Gewebefragmenten in
Folge der niedrigen Sauerstoffkonzentration im Kulturmedium zumindest in zentralen
Gewebeanteilen eine Hypoxie mit ihren komplexen Folgen verursachen. Hierzu wur-
den die Endometrium- bzw. Uterusfragmente bei 37°C fur 24h oder 72h in Standard-
zellkulturmedium in einer befeuchteten Atmosphéare und 5% CO: prakultiviert. Nach
dem Daltonschen Gesetz (DALTON, 1805) sollte der Sauerstoffpartialdruck tber
dem Kulturmedium unter atmospharischen Bedingungen (20 % Sauerstoff und 750
mmHg Luftdruck) 150 mmHg betragen, was einer Sauerstoffkonzentration von 0,18 —
0,19 mM entspricht. Die Sauerstoffkonzentration im Kulturmedium ist proportional
dem Partialdruck Gber dem Medium und der Henry-Konstante (HENRY, 1803), die
die Loslichkeit von Gasen in definierten Flussigkeiten charakterisiert. Daraus ergibt
sich, dass die Sauerstoffkonzentration im Kulturmedium lediglich etwa 1/40 der Kon-
zentration in der Luft betragt (PLACE et al., 2017). Sie ist dartiber hinaus noch von
anderen Faktoren wie z.B. der Art und Menge des Kulturmediums, der Temperatur,
der Anzahl und der Stoffwechselaktivitat kultivierter Zellen abhangig (SHETA et al.,
2001). Tatsachlich ist die physiologische Sauerstoffkonzentration im weiblichen Fort-
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pflanzungstrakt und in der PeritonealhOhle ebenfalls viel niedriger als unter atmo-
spharischen Bedingungen (TAN et al., 2014). Es ist weiterhin zu bertcksichtigen,
dass die Kultivierung von Gewebefragmenten eine Organkultur ist. Diese unterschei-
det sich von der Zellkultur dadurch, dass die rdumliche Struktur und die Dimension
der Gewebefragmente den Gasaustausch behindern (SCHAEFFER, 1990), so dass
zumindest im Innern des Gewebes eine chronische Hypoxie herrscht. Diese Vorstel-
lung wurde in einem Organkulturmodell mit pulmonalarteriellem Gewebe bestétigt, in
dem auch durch ein Anheben des Sauerstoffpartialdruckes auf 60 % typische Hypo-
xie-bedingte Veranderungen im kultivierten Gewebe nachgewiesen werden konnten
(MANOURY et al., 2009).

Der Ansatz der vorliegenden Arbeit sollte jedoch nicht als Versuch interpretiert wer-
den, die in vivo Situation einer retrograden Menstruation bei Frauen exakt nachzu-
ahmen, sondern eher den Einfluss einer avaskularen Phase auf Endometriumgewbe

unter standardisierten Bedingungen zu untersuchen.

Die Veranderungen in Uterusfragmenten als Folge einer Prakultivierung wurden in
einem ersten Studienabschnitt untersucht. Insgesamt veranderte sich die physiologi-
sche Morphologie der Uterusfragmente mit der Zeitspanne der Prakultivierung. Die
Zelldichten der 24h-prakultivierten und die der frisch isolierten Uterusfragmente un-
terschieden sich nicht signifikant. Dies ist eine wichtige Erkenntnis, da eine intakte
Gewebeintegritat als essentielle Voraussetzung fur die Entstehung eines Endometri-
oseherdes in verschiedenen Endometriosemodellen gilt (BRUNER et al., 1997; NAP
et al., 2003). Im Gegensatz dazu wiesen die 72h-prakultivierten Uterusfragmente ei-
ne signifikant erhéhte Apoptoserate auf, aul3erdem eine signifikant reduzierte Zell-
und MikrogefaRdichte. Dies deutet darauf hin, dass die Entstehung einer Endometri-
ose nur in einem kritischen Zeitfenster mdglich ist, in dem ein abgestolenes Endo-
metriumfragment erfolgreich in die Peritonealhdhle gelangt und auf dem Peritoneum
anwachst. Dieser Prozess koénnte durch pathologische Verdnderungen der Gebar-
mutterfunktion, wie die bekannte Hyper- oder Dysperistaltik bei Endometriosepatien-
tinnen geférdert werden (KISSLER et al., 2007; AGUILAR und MITCHELL, 2010).

Im zweiten Studienabschnitt der vorliegenden Arbeit, entwickelten sich signifikant
weniger Uterusfragmente, die 24h prakultiviert wurden, zu Endometrioseherden im
Vergleich zu frisch isolierten Uterusfragmenten. Andererseits zeigten die Endometri-

oseherde, die sich aus den 24h-prakultivierten Uterusfragmenten entwickelten, wah-
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rend des 28-téagigen Untersuchungszeitraums ein wesentlich aggressiveres Wachs-
tum, was sich in den Ultraschallanalysen durch ein deutlich grél3eres Gesamt- und
Stromavolumen prasentierte. Diese Beobachtung kann durch die Ergebnisse des
durchgefiihrten Proteome-Profiler-Mouse-Angiogenese-Arrays erklart werden. In die-
sem Array wurde die Expression von 53 Angiogenese-relevanten Proteinen unter-
sucht. Vierzehn Proteine in der Gruppe der 24h- und 72h-prakultivierten Uterusfrag-
mente waren 4-20-fach und weitere 14 Proteine 2-3-fach Gberexprimiert im Vergleich
zu den frischen und nicht prakultivierten Fragmenten. Diese Uberexpression ist
hdchstwahrscheinlich auf Hypoxie-induzierte Signalwege zuriickzufuhren, z.B. wie
den Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF)1-a/Cyr61-Signalweg (ZHAO et al., 2014;
GASHAW et al., 2008). Die hochste Expression nach 24h Prakultivierung erreichte
dabei Cyr61 und nach 72h Prakultivierung KC. Dementsprechend kdnnte die Aktivitat
dieser Faktoren die angiogene Aktivitdt des Gewebes deutlich erhéht haben. Zudem
zeigte sich eine Hochregulierung der MMP-3. MMPs sind proteolystische Enzyme,
die von Endometriumfragmenten fir den Abbau und die Umgestaltung der extrazellu-
laren Matrix sezerniert werden, um eine Invasion in umliegendes Gewebe zu ermoég-
lichen (LAGANA et al., 2019). Mehrere Studien deuten darauf hin, dass eine veran-
derte Expression von MMPs in eutopem und ektopem Endometrium zur Pathogene-
se der Endometriose beitragt (CHUNG et al., 2001; RAMON et al., 2005). AuRerdem
wurde gezeigt, dass MMP-3 durch IL-1 hochreguliert wird, welches ebenfalls in den
prékultivierten Uterusfragmenten tberexprimiert war (SILLEM et al., 2001).

Die Endometriose wird auch als entziindliche Erkrankung angesehen (RICCIO et al.,
2018). So werden bei allen Typen der Erkrankung Endometriose-assoziierte Immun-
zellinfiltrate beschrieben. Die ausgepragtesten Infiltrate sind bei der peritonealen und
ovariellen Endometriose nachweisbar (SCHEERER et al., 2016). Aus diesem Grund
erfolgte in der vorliegenden Arbeit zusatzlich eine Analyse der Immunzellinfiltration in
den sich entwickelnden Endometrioseherden. Hierbei wurden viele T-Lymphozyten
detektiert. Jedoch liel3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Herden aus
frisch isolierten und 24h-prékultivierten Uterusfragmenten erkennen. Die Anzahl der
CD68-positiven Makrophagen war in den Endometrioseherden, die sich aus frisch
isolierten Uterusfragmenten entwickelten, signifikant hoher als in den Endometriose-
herden der 24h-prakultivierten Gruppe. In gleicher Weise war auch die Anzahl MPO-
positiver neutrophiler Granulozyten signifikant erhdht. Letztendlich ist nicht klar, ob

diese Immunzellen aus dem Transplantat (Uterusfragment) oder dem Peritoneum
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des Empfangers stammen. Makrophagen werden wesentlich fir die Entwicklung von
Endometrioseherden verantwortlich gemacht (WILSON, 2018). lhre Aktivierung zu
einem reparativen Phanotyp (alternative Aktivierung) fordert das Uberleben, die Vas-
kularisierung und das Wachstum der Herde (CAPOBIANCO und ROVERE-QUERINI,
2013; BACCI et al., 2009, SPATER et al., 2020). Daher wére auf Grundlage der vor-
liegenden Ultraschallanalysen eine héhere Anzahl dieser Immunzellen in den Endo-
metrioseherden, welche sich aus 24h-prékultivierten Uterusfragmenten entwickelten,
zu erwarten gewesen. Mdglicherweise forderte die Prakultivierung jedoch die Um-
wandlung von pro-inflammatorischen M1- zu pro-angiogenen und regenerativen M2-
Makrophagen, welche die Entwicklung der Herde trotz ingesamt niedrigeren Ge-

samtzahl stimuliert haben konnte.

Weitere immunhistochemische Analysen ergaben, dass in Endometrioseherden, die
sich aus frisch isolierten oder 24h-préakultivierten Uterusfragmenten entwickelten, die
Endothelzellen in 70 - 74 % ein GFP-positives Signal aufwiesen. Dies bedeutet, dass
nur 26 - 30 % der nachgewiesenen Gefal3e aus dem umliegenden Empfangergewe-
be stammen, wahrend in beiden Gruppen die meisten MikrogefaRe den Prozess der
Transplantation Uberlebten. Entsprechend kann geschlussfolgert werden, dass der
primare Vaskularisierungsmodus im vorliegenden Endometriosemodell eine Inoskula-
tion war. Inoskulation bedeutet die Verbindung von BlutgefaRen. Dabei kdnnen ei-
nerseits Gefal3e aus dem Transplantat aussprossen und sich aul3erhalb (extern) mit
Empfangergefal3en verbinden. Andererseits kdnnen auch Empfangergefal3e in das
Transplantat einsprossen und innerhalb des Transplantates (intern) eine Verbindung
eingehen. Beide Varianten, interne und externe Inoskulation, sind in Endometriose-
modellen beschrieben (LASCHKE et al., 2010b; MACHADO et al., 2014; FENG et al.,
2014). Die Hypoxie-induzierte Uberexpression von pro-angiogenen Faktoren konnte
die Einsprossung von Gefalien in die 24h-prakultivierten Uterusfragmente beglinstigt
haben. Entsprechend zeigte sich im Modell der Rickenhautkammer auch eine ver-
besserte Vaskularisierung in den 24h-prakultivierten Endometriumfragmenten, die im
Vergleich zu frisch isolierten Fragmenten eine hohere funktionelle Kapillardichte auf-
wiesen. Eine solche verbesserte Vaskularisierung kénnte auch zur erhéhten Wachs-
tumsrate der Transplantate in der Peritonealh6hle beigetragen haben. Nicht nur An-
giogenese wird durch Hypoxie stimuliert, sondern auch die Zellproliferation (HARRIS,
2002). Dies konnte ebenfalls das hohere Gesamt- und Stromavolumen der Herde der
24h-préakultivierten Uterusfragmente erklaren (HARRIS, 2002).
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7.3 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Ischamie einen wesentlichen Einfluss auf die Ge-
webeintegritat von Uterus- bzw. Endometriumfragmenten hat. Uberschreitet die
avaskulare hypoxische Phase einen bestimmten Zeitraum, ist die Entwicklung eines
Endometrioseherdes aus einem Endometriumfragment nicht mehr méglich. Anderer-
seits induziert Hypoxie die Angiogenese und gleichzeitig die Zellproliferation, was zur
Ausbildung deutlich aggressiverer Herde fihren kann. Damit reprasentiert die Dauer
des Ischamie-Zeitfensters fur abgestol3ene Endometriumschleimhaut einen wichtigen
Selektionsfaktor, der die Entwicklung eines Endometrioseherdes in der Peritoneal-
hohle und damit das Risiko, an einer Endometriose zu erkranken, bestimmit.
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