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Meinem Vater



it must be borne in mind that the tragedy of life doesn't lie in not reaching
your goal. the tragedy lies in having no goals to reach.

it isn't a calamity to die with dreams unfulfilled,

but it is a calamity not to dream.

not failure, but low aim is sin.

benjamin e mays
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ZUSAMMENFASSUNG 6

1. Zusammenfassung

Die Wirkung der Phytosubstanzen Xanthohumol und Resveratrol auf die Vaskularisierung
von Endometrioseherden

Die Endometriose ist eine weitverbreitete, 6strogenabhangige Erkrankung, die etwa 8-10% aller
Frauen im reproduktiven Alter betrifft. Histopathologisch ist die Endometriose als das Vorhandensein
von funktionalem Endometrium auRerhalb der Uterushohle definiert. Leitsymptome dieser
gutartigen, chronisch verlaufenden Erkrankung sind Unterbauchschmerzen, Menstruations-
beschwerden, Dyspareunie und Dysurie. Die Pathomechanismen, die zur Entstehung der
Endometriose fiihren, sind noch nicht vollstdndig geklart. Nach der Theorie von Sampson wird
angenommen, dass Endometrium wahrend der Menstruation retrograd durch die Eileiter in den

Bauchraum transportiert wird und dort anwachst.

Obwohl die Endometriose als gutartige Erkrankung gilt, weist sie Parallelen zu Tumorerkrankungen
auf. So ist neben entziindlichen Prozessen die Angiogenese ein wesentlicher Faktor der zur
Entwicklung von Endometrioseherden beitragt, da die Bildung neuer BlutgefidRe das Uberleben des
Gewebes im Bauchraum sichert. Somit stellt eine anti-angiogene Therapie, wie sie gegenwartig auch
in der Onkologie eingesetzt wird, eine neue Behandlungsstrategie dar. Vorhandene anti-angiogene
Medikamente weisen starke Nebenwirkungen auf und kénnen die Vaskularisierung des weiblichen
Reproduktionstraktes beeinflussen, sodass gegenwartig alternative anti-angiogene Konzepte auf

Basis der Phytotherapie untersucht werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Wirkung der Phytosubstanzen Xanthohumol und
Resveratrol auf die Vaskularisierung und das Wachstum von Endometrioseherden zu untersuchen.
Hierzu wurden isolierte Endometriumfragmente syngen in die Bauchhohle von BALB/c-Ma3usen
transplantiert. Die Proliferation des Stromagewebes und die Entwicklung von Zysten wurde
anschlielend repetitiv mittels hochauflosendem Ultraschall tber einen Zeitraum von 28 Tagen
analysiert. Nach Beendigung der Versuche wurden die asservierten Gewebeproben histologisch,

immunhistochemisch und molekularbiologisch weiter aufgearbeitet.

Im ersten Teil der Arbeit wurde der anti-angiogene Einfluss von Xanthohumol, einem prenylierten
Chalkon aus der weiblichen Hopfenpflanze, untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Substanz das Anwachsen und die Entwicklung von Endometrioseherden hemmt. Dies resultierte in
einem verminderten Wachstum, ausgelost durch eine Regression des Stromagewebes, sowie einer
verminderten sekretorischen Aktivitat der glanduldren Zellen. Als moglicher Wirkmechanismus
wurde die Inhibition der Phosphoinositid-3-Kinasen identifiziert, welche elementare Bestandteile der

Signaltransduktion bei zellularen Prozessen wie Proliferation, Migration und Adhasion sind. Des
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Weiteren wurde eine eingeschrankte Proliferation der Endothelzellen nachgewiesen und damit
verbunden eine verminderte Kapillardichte in den Endometrioseherden, was die anti-angiogene
Wirkung von Xanthohumol bestatigt. Diese Wirkung war auf die Herde beschrinkt, wahrend die
Vaskularisierung der Ovarien und des Uterus nicht beeintrachtigt wurde. Somit stellt Xanthohumol

einen vielversprechenden anti-angiogenen Wirkstoff zur Therapie der Endometriose dar.

In einem zweiten Teil der Arbeit wurde die Wirkung des Stilbens Resveratrol auf die Angiogenese von
Endometrioseherden untersucht. Es zeigte sich, dass die Vaskularisierung des ektopen Endometriums
deutlich durch eine Inhibition der Endothelzellproliferation vermindert wurde. Entsprechend zeigten
die Ultraschalluntersuchungen eine signifikante Reduktion der Wachstumsraten der
Endometrioseherde. Dies liel sich auf eine Regression des Stromagewebes zurlickflihren.
Interessanterweise zeigten die Ultraschalluntersuchungen auch, dass die Bildung groBvolumiger
Zysten in den Resveratrol-behandelten Herden gehemmt wurde. Die histomorphometrische Analyse
bestatigte dieses Ergebnis. Diese Resultate sowie die in mehreren klinischen Studien belegte gute
Vertraglichkeit von Resveratrol lassen daher hoffen, dass Resveratrol als Alternative oder
unterstltzend zu den herkdmmlichen Therapien zur Behandlung der Endometriose eingesetzt

werden kann.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmalig, dass Xanthohumol und Resveratrol als anti-angiogen
wirkende Pflanzeninhaltsstoffe die Vaskularisierung von Endometrioseherden hemmen. Im Rahmen
weiterer Studien sollte untersucht werden, welche intrazelluldren Prozesse bei der Entstehung und
Entwicklung der Endometriose durch diese Substanzen beeinflusst werden. Dies wiirde neue

Erkenntnisse zur Entwicklung zukiinftiger Therapieansatze liefern.
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2. Summary

The effect of the phytochemicals xanthohumol and resveratrol on the vascularization of
endometriotic lesions

Endometriosis is a common estrogen-dependent disease, affecting 8-10% of women during the
reproductive age. It is defined as the presence of functional endometrium-like tissue outside the
uterine cavity, consisting of endometrial glands and stromal tissue. Main symptoms of this benign,
chronic disease are dysmenorrhoea, chronic abdominal or pelvic pain, dyspareunia and dyuria,
whereby patients are severely limited in their quality of life. The pathogenesis of endometriosis
remains still unclear, but according to the implantation theory of Sampson it is widely accepted that

endometrial fragments are retrogradely shed through the fallopian tubes into the peritoneal cavity.

Although endometriosis is a benign disease, it reveals similarities with cancer. Apart from other
processes like inflammation, the development of new blood vessels is an essential process to
guarantee oxygen and nutrient supply. Since angiogenesis is a prerequisite for the development of
endometriotic lesions, the inhibition of vascularization is thought to be a new strategy for the
treatment of endometriosis. However, this approach has some limitations. Beside other strong side
effects, the physiological vascularization in the female reproductive organs may be affected.
Therefore, an increasing number of phytochemical compounds are currently analyzed to provide

novel anti-angiogenic treatment strategies for endometriosis.

In the present thesis, the effect of the phytochemical compounds xanthohumol and resveratrol on
the vascularization and development of endometriotic lesions was analyzed. For this purpose,
intraperitoneal endometriotic lesions were surgically induced by suturing uterine tissue samples from
donor mice into the peritoneal cavity of recipient animals. The development of peritoneal lesions
was repetitively analyzed by means of high-resolution ultrasound imaging throughout an observation
period of 28 days. At the end of the experiments, the lesions were excised for further histological,

immunohistochemical and Western Blot analyses.

In the first part of this thesis the anti-angiogenic effect of xanthohumol, a prenylated chalcon from
hops, was analyzed. Xanthohumol effectively inhibited the growth and development of
endometriotic lesions. This resulted in a reduced lesion size caused by a regression of the stromal
tissue and a suppressed secretory function of the glandular cells. Furthermore, as a possible
mechanism of action, the inhibition of phosphoinisitide 3-kinase expression, an enzyme involved in
cellular functions like proliferation, migration and adhesion, was identified. In addition, xanthohumol
suppressed the formation of new blood vessels in endometriotic lesions. This was associated with a

reduced proliferating activity of the microvascular endothelium. The analysis of uterine horns and
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ovaries revealed that xanthohumol did not affect the reproductive organs, possibly due to a selective
inhibition of angiogenesis in the ectopic endometrium. Thus, xanthohumol represents a promising

anti-angiogenic dietary phytochemical, which may be useful for the treatment of endometriosis.

In the second part of this thesis, the effect of the stilben resveratrol on angiogenesis of
endometriotic lesions was analyzed. It was demonstrated that the vascularization of ectopic
endometrium was markedly reduced caused by an inhibition of endothelial cell proliferation.
Accordingly, the growth of endometriotic lesions was significantly reduced, based on a regression of
the stromal tissue. Interestingly, endometrial cysts in resveratrol-treated lesions presented with
lower volumes. These results were confirmed by histomorphometric analyses. These findings, as well
as the favourable safety and tolerability profiles of resveratrol demonstrated in several clinical
studies, indicate that resveratrol may be used as alternative or supportive treatment to common

endometriosis therapies.

In summary, it was shown for the first time that xanthohumol and resveratrol exert an anti-
angiogenic effect on the vascularization of endometriotic lesions. Further studies have to clarify now
which intracellular processes during the establishment and development of endometriosis are
affected by these secondary plant ingredients. This will provide new information for the

development of future therapeutic strategies.



EINLEITUNG 10

3. Einleitung

3.1. Endometriose

3.1.1. Epidemiologie und Symptomatik

Die Endometriose ist eine benigne gyndkologische Erkrankung und tritt am haufigsten bei Frauen im
reproduktiven Alter auf. Dabei liegt die Pravalenz bei ca. 10-15% bei allen Frauen und bei ca. 30% bei
infertilen Frauen [CRAMER und MISSMER, 2002; PRACTICE COMMITTEE OF THE AMERICAN SOCIETY
FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2004]. Unklar ist, ob ethnische und soziale Einfllisse hierbei eine
Rolle spielen. Wahrend von einem erhohten Risiko fiir asiatische Frauen berichtet wird [SANGI-
HAGHPEYKAR und POINDEXTER, 1995], konnte MISSMER et al. [2004] eine niedrigere
Endometriosehadufigkeit bei afro-amerikanischen Frauen nachweisen. Es besteht eine signifikante
positive Korrelation zwischen hoher Endometrioserate und gehobenem Bildungsstand [HEMMINGS
et al.,, 2004] sowie zwischen niedrigem Body-Mass-Index und einem erhdhten Erkrankungsrisiko
[SHAH et al., 2013]. Die tatsachliche Pravalenz der Endometriose ist umstritten. Da viele Frauen keine
oder sehr unterschiedliche Symptome zeigen, die eine eindeutige Diagnosestellung erschweren,

koénnte die Endometriose weiter verbreitet sein als bislang angenommen [RAWSON, 1991].

Die Endometriose ist meist mit einer komplexen und variablen Symptomatik verbunden. Ein
Leitsymptom ist Schmerz, der in unterschiedlichen Auspragungen auftritt. Hierzu zdhlen akute und
chronische Unterbauchschmerzen, Dysmenorrhd, Dyspareunie und Dysurie. Neben den allgemeinen
korperlichen Beeintrachtigungen hat dies auch Auswirkungen auf das geistige und soziale
Wohlbefinden der Patientinnen [KENNEDY et al., 2005]. Eine Korrelation zwischen dem AusmaR der
Beschwerden und der Schwere der Erkrankung konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [GRUPPO

ITALIANO PER LO STUDIO DELL’ENDOMETRIOSI, 2001].

Die Endometriose hat auch erhebliche volkswirtschaftliche Auswirkungen [GAO et al.,, 2006].
Schatzungen zufolge beliefen sich die Kosten zur Behandlung Endometriose-assoziierter Symptome in
den USA auf ca. 50 Milliarden Dollar im Jahr 2002 und sind damit vergleichbar mit Ausgaben fir
Morbus Crohn, Diabetes mellitus oder rheumatoide Arthritis [SIMOENS et al., 2012]. Diese hohen
Kosten resultieren unter anderem aus den hohen 5-Jahres-Rezidivraten von bis zu 50% nach

operativer und medikamentdser Therapie [GUO et al., 2009].

3.1.2. Definition und Stadieneinteilung

Histopathologisch ist die Endometriose durch das Vorhandensein proliferierender, endometrialer
Driisen- und Stromazellen aulRerhalb der Uterushohle definiert (Abb. 1) [GALLE, 1989]. Sie ist eine
Ostrogenabhadngige Erkrankung [BURNEY und GIUDICE, 2012] und befallt am haufigsten das kleine

Becken, die Eierstocke (Ovar) und Eileiter (Tube), den Halteapparat des Uterus und die
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Uterusmuskulatur, den Douglas-Raum sowie das Bauchfell (Peritoneum) [REDWINE, 1987; GRUPPO
ITALITANO PER LO STUDIE DELL'ENDOMETRIOSI, 1994]. Diesen Lokalisationen zufolge wird die
Endometriose in Endometriosis genitalis interna, Endometriosis genitalis externa und Endometriosis

extragenitalis unterteilt [EBERT, 2010].
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Abbildung 1: Héufige Lokalisationen von Endometrioseherden (modifiziert nach OLIVE und PRITTS [2001]).

Generell spricht man von einer Endometriosis genitalis interna, wenn Endometrioseherde innerhalb
des Uterus und den Tuben zu finden sind, wobei die Infiltration der Uterusmuskulatur als
Adenomyose bezeichnet wird. Endometrioseherde auRerhalb des Uterus, auf dem Peritoneum der
Tuben, Ovarien und den Uterusbandern werden als Endometriosis genitalis externa bezeichnet (Abb.
2A). Eine Endometriosis extragenitalis resultiert aus der Ansiedlung von Endometrium auf den
Organen des Bauchraumes, wobei hier hauptsachlich die Blase, der Darm, das Zwerchfell und die
Bauchwand betroffen sind (Abb. 2B-C). Ein Sonderfall stellt die Endometriosis rectovaginale dar, die
als Endometriose zwischen den Organen des Bauchraumes definiert ist. Dies flihrt zu Verwachsungen

zwischen der Gebarmutter, der Vagina und dem Enddarm.

In der Praxis werden zur Beurteilung des Krankheitsgrades verschiedene Klassifikationssysteme
benutzt. Die Unterteilung der Endometriosis genitalis externa in vier verschiedene Stadien (r-ASRM |-
IV) erfolgt nach einem von der American Society for Reproductive Medicine vorgeschlagenen Score.
Dabei wird neben der Anzahl, GroRe und Lokalisation der Endometrioseherde auch die
Infiltrationstiefe sowie die Ausbildung von Adhdsionen beurteilt [THE AMERICAN SOCIETY FOR
REPRODUCTIVE MEDICINE, 1997]. Allerdings werden hierbei rectovaginale Endometrioseherde und
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damit auch die tiefinfiltrierende Endometriose nicht beriicksichtigt. Flr diese Form der Erkrankung

wurde die ENZIAN-Klassifikation entwickelt, die als Erweiterung des rASRM-Scores auch den Ubertritt

auf angrenzende Organe beriicksichtigt [ADAMSON, 2011].

Abbildung 2: Typisches Erscheinungsbild verschiedener Endometrioseherde. (A): Kombination aus weiflen und braunen
Ldsionen unterhalb des rechten Ovars. (B): Braune Ldsion (iber der Blase. (C): Endometrioseherde am Diinndarm. [A und B
entnommen von www.womenssurgerygroup.com; C: AL-TALIB und TULANDI, 2010].

3.1.3. Historie

Obwohl die Endometriose eine der am haufigsten untersuchten Erkrankungen im Bereich der
Gynakologie ist, sind deren Entstehungsmechanismen bislang noch immer nicht vollstandig geklart.
Die alteste bekannte Quelle, in der eine Endometriose als ,peritoneale Geschwiire” auf Blase, Darm
und Uterus erwahnt wird, soll bis in das Jahr 1690 zuriickgehen. Sie wurde von dem deutschen
Mediziner Daniel Shroen in seiner ,Disputatio Inauguralis Medica de Ulceribus Uteri” der Universitat
Jena veroffentlicht [KNAPP, 1999]. In den letzten Jahren wird jedoch kontrovers diskutiert, ob es sich
hierbei tatsdchlich um eine Endometriose handelte [BENAGIANO UND BROSENS, 2006] oder die
morphologische Erstbeschreibung Carl von Rokitansky zugeschrieben werden muss. Er berichtete
1860 Uber ,Cysten aus driisenartigen Schlauchbildungen”, die er als ,Cystosarcoma (adenoides)
uterinum ovarii“ bezeichnete [VON ROKITANSKY, 1860]. Weitere histologische und mikroskopische
Untersuchungen erfolgten zeitgleich 1896 von Thomas S. Cullen und Friedrich von Recklinghausen
[BENAGIANO und BROSENS, 2006]. Seit dieser Zeit wurden verschiedene Theorien zur Entstehung

der Endometriose postuliert, die im folgenden Abschnitt ndher dargestellt werden.

3.1.4. Atiologie

Metaplasie-Theorie

Eine der ersten Theorien zur Entstehung der Endometriose wurde von RUSSEL [1899] und VON
RECKLINGHAUSEN [1896] veroffentlicht. Diese beruht auf der Annahme, dass sich Reste von
embryonalen Stammzellen in funktionelles Endometrium differenzieren kénnen bzw. mesotheliale
Zellen des sekundaren Miiller‘schen Systems metaplasieren [LAUCHLAN, 1972]. Weiterhin postulierte
IWANOFF [1898] und spater auch MEYER [1919] die sogenannte Coelom- bzw. Serosa-Metaplasie-

Theorie. Hierbei sollen sich unter Einfluss verschiedener Stimuli aus undifferenzierten Coelom-Zellen
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Endometrium-ahnliche Zellen entwickeln. Als Ausléser werden Entziindungsreaktionen [MEYER,
1919], hormonelle Stimulation [NOVAK, 1931] und Induktion [MERRILL, 1966] genannt. Beide
Theorien kdnnen als Erklarung fiir das Auftreten von Endometrioseherden bei Mannern dienen
[OLIKER und HARRIS, 1971; PINKERT et al., 1979; BECKMAN et al., 1985; MARTIN und HAUCK, 1985;
GIANNARINI et al., 2006].

Metastasierung

HALBAN [1924] entwickelte die Theorie der lymphatischen und vendsen Metastasierung von
Endometrium, was zu einer extraperitonealen Endometriose fiihren kann. Diese Theorie wird durch
Studien gestitzt, bei denen Endometrioseherde auf der Pleura, Darm, Leber, Pankreas, Nieren,
Harnwegen, Bauchwand sowie im muskoloskelettalen System, Gehirn und zentralen Nervensystem

nachgewiesen wurden [HONORE, 1999].

Retrograde Menstruation

Die auch heute noch am weitesten verbreitete Theorie zur Entstehung der Endometriose ist die der
retrograden Menstruation von SAMPSON [1927]. Er nahm an, dass einzelne Zellen oder Fragmente
des Endometriums wahrend der Menstruation UGber die Eileiter in den Bauchraum transportiert

werden (Abb. 3).

Peritoneum
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der retrograden Menstruation nach Sampson (modifiziert nach GIUDICE [2010]).

Verschiedene Fakten sprechen fiir diese Theorie. Zum einen ist die retrograde Menstruation ein
physiologischer Prozess, der bei fast allen Frauen mit funktionsfahigen Eileitern vorkommt. Dies wird
durch Untersuchungen bestatigt, die menstruelles Blut bei bis zu 90% der Frauen in der

Peritonealflissigkeit nachweisen konnten [HALME et al., 1984]. Zum anderen entspricht die
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Verteilung von Endometrioseherden der Flussrichtung der Peritonealfliissigkeit innerhalb des
Bauchraums [JENKINS et al., 1986]. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass Frauen mit uterinen
Fehlbildungen, welche den vaginalen Abfluss des Menstruationssekretes hemmen, ein erhdhtes

Endometrioserisiko aufweisen [SANFILIPPO et al., 1986; OLIVE und HENDERSON, 1987].

Kombinationstheorie

Da keine der bislang aufgestellten Theorien im Einzelnen eine ausreichende Erklarung fir die
Entstehung einer Endometriose liefert, entwickelte JAVERT [1949] die sogenannte
Kombinationstheorie. Diese postuliert die Verbreitung von Endometrium durch invasives Wachstum
in das Myometrium, der Abldsung vitaler Zellen aus dem Fimbrientrichter, deren Implantation in das
Peritoneum und die angrenzenden Organe sowie der Verschleppung der Zellen {iber Lymph- und

Blutgefalle.

Endometriotic-Disease-Theorie

Die Endometriotic-Disease-Theorie von KONINCKX et al. [1999] besagt, dass die Entstehung einer
Endometriose der Entstehung eines benignen Tumors gleicht und damit auf genetischen
Veranderungen von Endometriumzellen beruht. Die mutierten Zellen zeichnen sich durch eine
verstarke Invasivitdt, ein erhohtes angiogenes Potential und eine verdnderte Reaktion auf

Steroidstimuli aus [KONINCKX et al., 1998].

Aromatase-Konzept

Die Erforschung neuer Therapieansatze lieferte die Basis fiir das sogenannte Aromatase-Konzept von
BULUN et al. [2004]. Er wies eine Uberexpression der Aromatase (CYP19A1l) in ektopem
Endometrium nach. Dieses Enzym wird Uber Prostaglandin E2 (PGE,) induziert und nimmt eine
Schliisselstellung bei der Synthese der Ostrogene ein. Ostrogene wiederum bewirken die Stimulation
des Enzyms Cyclooxygenase-2 (COX-2). Dies fuhrt zu lokal erhéhten PGE,-Konzentrationen, die (iber
eine positive Rlckkopplung eine erneute Stimulation der Aromatase ausléosen und damit die
proliferativen und entziindlichen Eigenschaften der Endometriose begilinstigen. Sowohl in
tierexperimentellen Studien als auch in klinischen Studien konnte nach Reduktion der

Aromataseaktivitat eine Regression von Endometrioseherden beobachtet werden [NOTHNICK, 2011].

Archimetra-Prinzip und TIAR-Konzept

Ein weiterer Ansatz zur Erklarung der Entstehung der Endometriose ist das von LEYENDECKER [1998]
entwickelte , Archimetra-Prinzip“. Er ging davon aus, dass bei Endometriose-Patientinnen eine
Funktionsstérung des Endometriums und der darunter liegenden Muskelschicht vorliegt. Die Zellen
der endometrialen Basalschicht werden durch eine gesteigerte Peristaltik des Uterus in den

Bauchraum transportiert und adharieren. Da diese dislozierten Zellen teilweise Stammzell-Charakter
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aufweisen, konnen daraus Drisen-, Stroma- und Muskelzellen entstehen [LEYENDECKER, 2002].
Spater wurde daraus das ,Tissue-Injury and Repair-Concept” (TIAR) abgeleitet. Die durch
Endometriose verursachte Hyperperistaltik des Uterus induziert Mikrotraumen an der Grenzschicht
zwischen Endometrium und Myometrium, die eine lokale Erhéhung der Ostradiolspiegel hervorrufen
und die Gewebereparation aktivieren. Die daraus resultierende permanente Hyperperistaltik fiihrt
zur Dislokation des basalen Endometriums in die Peritonealhéhle und zur Infiltration des Gewebes in

die Uteruswand [LEYENDECKER et al., 2009].

3.1.5. Pathogenese

In den letzten Jahrzehnten konnten verschiedene Mechanismen identifiziert werden, die in der
Pathogenese der Endometriose von wesentlicher Bedeutung sind. Hierzu zdhlen genetische Faktoren.
So konnte ein familidgrer Zusammenhang zwischen Verwandten ersten Grades und dem
Erkrankungsrisiko fiir Endometriose gezeigt werden [DALSGAARD et al., 2013]. In einer Vielzahl von
Studien wurden im Endometrium von erkrankten Frauen verschiedene Genmutationen, die an der
Biosynthese von Steroidhormonen sowie an der Regulation des Immunsystems beteiligt sind,
identifiziert [MONTGOMERY et al., 2008]. Obwohl ein deutlicher genetischer Einfluss vorliegt, ist die
Endometriose keine ,Erbkrankheit” im eigentlichen Sinn, sondern vielmehr ein zufalliges
Zusammentreffen verschiedener genetischer Komponenten und molekularer Mechanismen

[SIMPSON et al., 2003].

Als weiterer wichtiger pathogener Faktor werden auch Stérungen humoraler und zellvermittelter
Immunantworten diskutiert (Abb. 4). Diese schlieBen eine erhohte B-Zellaktivitdt ein, die in
gesteigerten IgG- und IgA-Konzentrationen resultieren [BADAWY et al., 1989]. Weiterhin wurde eine
reduzierte T-Lymphozyten- und NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitdt in Endometriose-Patientinnen
nachgewiesen [STEELE et al., 1984; OOSTERLYNCK et al., 1991]. Antikdrper, wie sie haufig bei
Autoimmunerkrankungen vorkommen, oder solche, die direkt gegen vorhandenes ektopes
Endometrium gerichtet sind, treten oft bei den betroffenen Patientinnen in hdheren
Konzentrationen auf [GLEICHER et al., 1987; FERNANDEZ-SHAW et al., 1993;]. Entziindliche
Reaktionen bewirken eine Verdnderung der Zusammensetzung der Peritonealfliissigkeit. Die Anzahl
und der Aktivierungsstatus von Makrophagen ist erhoht und fihrt somit zu einer
Konzentrationsanderung von proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-6 und -8 (IL-6, -8),
Tumor Necrosis Factor a (TNF-a) und verschiedenen Wachstumsfaktoren wie z.B. Vascular

Endothelial Growth Factor (VEGF) [BERKKANOGLU und ARICI, 2003].
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Reduzierte NK- und
T-Zellzytotoxizitat

Aktivierte peritoneale

Makrophagen
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Erhohte Anzahl
Auto-Antikorper

Verdnderte Cytokin- und

Wachstumsfaktorkonzentrationen

Abbildung 4: Immunologische Faktoren bei Endometriose (modifiziert nach BERKKANOGLU und ARICI [2003]).

In Endometriose-Patientinnen wurde in Makrophagen, Endometrioseherden und der
Peritonealflissigkeit ein Uberschuss an Eisen nachgewiesen. Eisen wiederum induziert oxidativen
Stress durch die Aktivierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die ein Ungleichgewicht zwischen
Radikalproduktion und antioxidativer Abwehr hervorrufen. Dies flhrt auch zu entziindlichen
Reaktionen, die die Entstehung der Endometriose weiter beglinstigen [VON LANGENDONCKT et al.,
2002; AUGOULEA et al., 2012].

Neben den genannten Faktoren ist auch die Angiogenese d.h. die Entwicklung neuer BlutgefdlRe aus
bereits bestehenden Gefidllen, eine wesentliche Voraussetzung fiir die Ausbildung einer
Endometriose. Ahnlich wie bei Tumoren wird das Uberleben von Endometrioseherden innerhalb des
Bauchraumes durch den Anschluss an das bestehende BlutgefaRsystem sichergestellt. Damit kann
eine Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen gewahrleistet und deren Adhé&sion und
Infiltration beginstigt werden [GROOTHUIS et al., 2005]. Dementsprechend stellen sich friihe und
besonders aktive Formen der Endometriose im klinischen Bild als rote Lasionen dar, die durch eine
hohe BlutgefaRdichte gekennzeichnet sind. WeiBe Lasionen hingegen gelten als weniger aktiv
[NISOLLE et al., 1993]. Entsprechend zahlt man die Endometriose heutzutage ebenso wie Krebs zur

Gruppe der angiogenen Erkrankungen [HEALY et al., 1998].

Die Angiogenese ist ein dynamischer Prozess, der durch verschiedene molekulare Mechanismen
gesteuert wird [CARMELIET, 2000]. Dabei werden zunachst die Endothelzellen bereits vorhandener
Gefdlle durch Freisetzung pro-angiogener Faktoren stimuliert. Nach lokaler Auflosung der

Basalmembran und der extrazelluldren Matrix proliferieren und migrieren die Endothelzellen in
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Richtung des Stimulus und bilden ein neues GefdlRlumen. Die Wand der sich entwickelnden
BlutgefaBe wird durch rekrutierte Perizyten stabilisiert [FOLKMAN 1984]. Dabei unterliegt die
Regulation dieses angiogenen Prozesses einem komplexen System, das auf dem Gleichgewicht

zwischen pro- und anti-angiogenen Faktoren beruht [FOLKMAN, 1995].

In den letzten Jahren wurden verschiedene angiogene Faktoren identifiziert, die an der Pathogenese
der Endometriose beteiligt sind. So konnten DONNEZ et al. [1998] nachweisen, dass VEGF wahrend
des Menstruationszyklus im Endometrium unterschiedlich exprimiert wird und im Endometrium von
Endometriose-Patientinnen erhoht ist. Weiterhin wurde eine erhdhte VEGF-Konzentration in
Endometriosegewebe und in der Peritonealfllissigkeit von Endometriose-Patientinnen gefunden
[MCLAREN et al., 1996a; MCLAREN et al., 1996b]. Dabei besteht eine positive Korrelation zwischen
der Schwere der Erkrankung und der VEGF-Konzentration [SHIFREN et al., 1996].

Neben VEGF wurden bereits zahlreiche weitere pro-angiogene Faktoren bei Endometriose

identifiziert:

e Transforming Growth Factor- beta (TGF-B) [KUPKER et al., 1998]

® Fibroblast Growth Factor (FGF) [FERRIANI et al., 1993]

e Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) [SURREY und HALME, 1991]

® Hepatocyte Growth Factor (HGF) [Khan et al., 2006]

¢ |Interleukin-1, -6 und -8 (IL-1, -6, -8) [ARICI et al., 1996; FAKIH et al., 1997; KYAMA et al., 2006]
e Tumor Necrosis Factor (TNF) [HARADA et al., 1999]

e Erythropoietin (EPO) [MATSUZAKI et al., 2001]

® Angiogenin [SUZUMORI et al., 2004]

e Angiopoietin 1 und 2 (Ang-1/Ang-2) [DI CARLO et al., 2009]

® Matrixmetalloproteinase 1, 2, 7 und 9 (MMP-1, -2, -7, -9) [DI CARLO et al., 2009; MATSUZAKI et
al., 2010]

e Leptin [MALHOTRA et al., 2012]
e Hypoxia Inducible Factor-l1alpha (HIF-1alpha) [GOTERI et al., 2009]
e Cyr61 [ABSENGER et al., 2004]

Die Hemmung der BlutgefaBneubildung durch anti-angiogene Substanzen ist somit ein

vielversprechender Ansatzpunkt zur Therapie dieser Erkrankung [HULL et al., 2003].
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3.2. Therapie der Endometriose

Da die Ursachen zur Entstehung der Endometriose noch nicht vollstandig geklart sind, gibt es zurzeit
keinen kausalen Therapieansatz. Abhdngig von der Schwere der Erkrankung, der individuellen
Lebenssituation und dem Alter der betroffenen Patientinnen steht die symptomatische Behandlung

durch operative Herdsanierung, Hormontherapie sowie Schmerzmedikation im Vordergrund.

3.2.1. Operative Therapie

Bis heute gilt die Laparoskopie als sicherste Methode zur Diagnose einer Endometriose, die zugleich
eine unmittelbare Herdsanierung ermoglicht. Ziel ist hierbei die vollstandige Entfernung aller
Endometrioseherde. Dabei kénnen Verwachsungen und dadurch verursachte Folgeschaden wie
Stenosen mitbehandelt werden [JACOBSON et al., 2009]. Peritoneale, ovarielle und tief-infiltrierende
Endometriosen werden hauptsachlich durch laparoskopische Sanierung therapiert, wohingegen bei
Patientinnen mit abgeschlossener Familienplanung und Befall des Uterus die Hysterektomie eine
effektive Therapie darstellt. Bei infertilen Patientinnen mit Kinderwunsch steht jedoch der
Organerhalt im Vordergrund. Da die chirurgische Behandlung meist mit hohen Rezidivraten
einhergeht, stellt die Kombination aus operativer und medikamentdser Therapie ein etabliertes

Behandlungskonzept dar [FEDELE et al., 1994; GUO, 2009].

3.2.2. Medikamentése Therapie

Die Endometriose ist eine Ostrogen-abhingige Erkrankung, so dass die gegenwirtige medikamentdse
Therapie auf der Hemmung der Ostrogen-Produktion beruht. Zum Einsatz kommen hier Gestagene
oder Gestagen-Ostrogen-Kombinationen wie orale Kontrazeptiva, Gonadotropin-Releasing-Hormon-
(GnRH) Agonisten oder Danazol [KENNEDY et al., 2005]. Das Absenken des natiirlichen Ostrogen-
Spiegels bewirkt die Hemmung des Wachstums und der Aktivitat der Endometrioseherde, was durch
eine Blockade des Regelkreises zwischen Ovar, Hypophyse und Hypothalamus oder der

Gonadotropinfreisetzung erreicht wird [NOTHNICK, 2010].

Gestagene blockieren die ovarielle Funktion durch eine reduzierte Freisetzung des
Follikelstimulierenden Hormons (FSH) und des Luteinisierenden Hormons (LH) und dadurch die
Ostrogen-induzierte Proliferation des Endometriums. Dies fiihrt zu einer Atrophie vorhandener
Endometrioseherde sowie des Endometriums und somit zu einer Senkung des Rezidivrisikos
[VERCELLINI et al., 2003M; FEDELE et al., 2001]. Gestagenbetonte Prdaparate mit einem geringen
Anteil an Ostrogen sind in ihrer Wirkung effektiver als reine Gestagen-Monopriparate. Der
vorhandene Ostrogenanteil bewirkt eine gesteigerte Expression der Progesteron-Rezeptoren, sodass
die Wirkung der Gestagene erhoht wird. Ein Vorteil dieser Wirkstoffe ist, dass sie (iber einen langeren

Zeitraum in einem kontinuierlichen oder zyklischen Dosierungsschema angewendet werden kénnen.
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Eine weitere Therapiemoglichkeit besteht in der Blockierung der GnRH-Rezeptoren, was eine
reduzierte LH- und FSH-Freisetzung zur Folge hat. Die dadurch verursachte konstante Senkung des
Serum-Ostrogen-Spiegels 18st typische menopausale Nebenwirkungen wie Hitzewallungen, Migrine
oder Osteoporose aus. Daher wird die zusitzliche Gabe von Ostrogen empfohlen, um diesen

Nebenwirkungen entgegenzuwirken [OLIVE, 2003].

Lange Zeit wurde zur Endometriosetherapie das Testosteronderivat Danazol eingesetzt. Danazol
besitzt ein breites Wirkspektrum. Neben der gehemmten Freisetzung von FSH und LH kommt es
hierbei zu erhdéhten Testosteron-Konzentrationen im Serum [FLOYD, 1980]. Ein weiteres Wirkprinzip
liegt in der Inhibition der Zellproliferation durch die kompetitive Bindung von Danazol an
Steroidhormonrezeptoren in Endometrioseherden [SURREY UND HALME, 1992]. Aufgrund der
ausgepragten androgenen Nebenwirkungen wie Gewichtszunahme, Akne, Veranderungen der
Stimmlage und Hirsutismus sollte die Therapiedauer mit Danazol 6 Monate jedoch nicht

Uberschreiten [CROSIGNANI et al., 2006].

Da die gegenwartig genutzten Wirkstoffe zur Behandlung der Endometriose auf der Unterdriickung
der Ostrogenproduktion beruhen und mit entsprechenden Nebenwirkungen einhergehen, werden
derzeit alternative Therapieansdtze untersucht. Ein neuer Ansatz zur Therapie der Endometriose
beruht auf dem Einsatz verschiedener Substanzen mit anti-angiogener Wirkung, denen
unterschiedliche Wirkmechanismen zugrunde liegen. Hierzu zdhlen die Wachstumsfaktorinhibitoren
Bevacizumab und SU6668 [LASCHKE et al., 2006a; RICCI et al., 2011], Endostatin [NAP et al., 2004;
BECKER et al.,, 2005], COX-2-Inhibitoren [LASCHKE et al., 2007], 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
Coenzym-A-Reduktase-Inhibitoren wie Lovastatin [ESFANDIARI et al., 2007], Simvastatin [BRUNER-
TRAN et al., 2009] und Atorvastatin [OKTEM et al., 2007], die Immunmodulatoren Lipoxin A4 [XU et
al., 2012], Rapamycin [LASCHKE et al., 2006b] und Pentoxifyllin [VLAHOS et al., 2010],
Dopaminagonisten wie Cabergolin und Quinagolid [DELGADO-ROSAS et al., 2011], Inhibitoren der
Proteinkinase CK2 [FENG et al., 2012] sowie der Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren

(PPAR) [OLIVARES et al., 2011].

Obwohl die anti-angiogene Therapie eine vielversprechende Alternative zur Behandlung der
Endometriose darstellt, ist die Anwendung dieser Substanzen auf Grund von unerwinschten
Nebenwirkungen und fehlender Effektivitat limitiert. Da die Gefafldichte in bereits bestehenden
Herden sehr variabel ist, bieten z.B. dltere, weille Herde mit einer geringen Anzahl an BlutgefafRen
auch weniger Angriffspunkte fiir eine anti-angiogene Therapie. Denkbar ware jedoch der Einsatz anti-
angiogener Substanzen zur Prdvention der Endometriose nach erfolgter operativer Sanierung. Ein
weiterer entscheidender Nachteil einer anti-angiogenen Behandlungsstrategie sind die

Auswirkungen auf den physiologischen Prozess der Angiogenese. Die Bildung neuer Blutgefalle bei
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Erwachsenen kommt fast ausschliefRlich in den weiblichen Reproduktionsorganen vor und wird durch
pro- und anti-angiogene Faktoren reguliert [REYNOLDS et al., 1992]. Das Eingreifen in diesen Prozess
kann deshalb unter anderem zu Stérungen des weiblichen Fortpflanzungssystems fiihren und damit
die Fertilitat beeintrachtigen oder moglicherweise sogar teratogen wirken. Aus den genannten
Grinden ergibt sich die Notwendigkeit nach komplementaren oder adjuvanten Therapieformen. Da
viele der heute verwendeten Medikamente von Naturstoffen abgeleitet sind, kénnten pflanzliche
Inhaltsstoffe eine potentielle Alternative zur Behandlung der Endometriose und ihrer Symptome
darstellen [WIESER et al., 2007]. Phytochemische Wirkstoffe werden schon seit langem
nebenwirkungsfrei eingesetzt und haben einen hohen Stellenwert in der alternativen
Schmerztherapie. In den letzten Jahren wurde fir verschiedene pharmakologisch aktive
Pflanzeninhaltstoffe wie Genistein (YAVUZ et al., 2007), Epigallocatechin-3-gallat (LASCHKE et al.,
2008; XU et al., 2009), Curcumin (ZHANG et al., 2011), Puerarin (WANG et al.,, 2011) und 4-
Hydroxybenzylalkohol (LASCHKE et al., 2011) unter tierexperimentellen Bedingungen eine
therapeutische Wirkung auf Endometrioseherde nachgewiesen. Da Untersuchungen zur anti-
angiogenen Wirkung von Xanthohumol und Resveratrol bisher nicht vorliegen, wurde in der
vorliegenden Arbeit erstmalig der Effekt dieser Substanzen auf die Vaskularisierung und das

GréBenwachstum von experimentell induzierten Endometrioseherden untersucht.

3.3. Xanthohumol
Xanthohumol (Abb. 5) ist ein prenyliertes Chalkon, das erstmals 1913 aus Hopfen (Humulus lupulus

L.) isoliert wurde [STEVENS et al., 1998].

CHs OH O
TN =

HO OCH3 OH

Abbildung 5: Strukturformel von Xanthohumol.

JUNG et al. [2005] identifizierten Xanthohumol als Inhaltstoff in Sophora flavescens, einer
Arzneipflanze, die seit langem in der traditionellen chinesischen Medizin eingesetzt wird.
Xanthohumol akkumuliert jedoch hauptsachlich in den glanduldaren Trichomen der weiblichen
Hopfendolde und stellt mit einem Anteil von 80-90% das wichtigste Prenylflavonoid dar. Bier- und
Hopfenzubereitungen gelten als natirliche Nahrungsquelle [STEVENS und PAGE, 2004; STEVENS et
al., 1997]. Der Xanthohumolgehalt variiert stark zwischen den verschiedenen Biersorten und liegt bei

ca. 0,002-0,69mg/I [STEVENS et al., 1999]. Ungefahr 95% des vorhandenen Xanthohumol gehen
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wahrend des Brauprozesses durch Isomerisierung zu lIsoxanthohumol und der unzureichenden
Extraktion auf Grund des hydrophoben Charakters von Xanthohumol verloren [WUNDERLICH et al.,
2005]. Verglichen mit dem Gesamtgehalt an Polyphenolen in Bier ist der Anteil an Prenylflavonoiden
vergleichsweise gering [GERHAUSER, 2005]. Generell ist die Bioverfiigbarkeit von Xanthohumol
niedrig und nach oraler Gabe kdnnen keine relevanten Wirkstoffspiegel im Blutplasma gemessen
werden [AVULA et al., 2004]. Als pleiotroper, chemoprotektiver Wirkstoff entfaltet Xanthohumol
eine Reihe biologischer Effekte und nimmt Einfluss auf ein breites Spektrum verschiedener zellularer
Mechanismen. Diese haben unter anderem Auswirkungen auf Initiation, Progression und Regression

von Tumoren [GERHAUSER et al., 2002].

Verschiedene Effekte werden durch die anti- und pro-oxidative Wirkung von Xanthohumol ausgel6st.
ROS, wie das Hydroxyl-, Hyperoxid- oder Peroxyl-Anion, nehmen eine wesentliche Rolle bei
oxidativem Stress und damit auch bei vielen pathophysiologischen Vorgédngen ein. Ein Uberschuss an
ROS 16st Oxidationsprozesse in Zellstrukturen wie Lipiden, DNA und Proteinen aus und fiihrt zu
letalen Zellschadigungen die unter anderem zu Tumorerkrankungen fiihren [HALLIWELL und CROSS,
1994]. Xanthohumol ist in der Lage, Hydroxyl- und Peroxyl-Radikale abzufangen und die Bildung von
Superoxidanion-Radikalen und Stickstoffmonoxid zu inhibieren [GERHAUSER, 2002]. Im Gegensatz zu
den anti-oxidativen Eigenschaften wurden in den letzten Jahren Hinweise auf eine pro-oxidative
Wirkung von Xanthohumol gefunden. Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass die Induktion
der Apoptose durch Xanthohumol mit der Freisetzung von ROS gekoppelt ist. Durch Hemmung der
Komplexe I-lll der mitochondrialen Atmungskette werden vermehrt ROS gebildet. Der daraus
resultierende Abfall des mitochondrialen Membranpotentiales und die gleichzeitige Freisetzung von

Cytochrom c fuhrt zu einer intrinsischen Apoptose-Induktion [STRATHMANN et al., 2010].

Die extrinsische, rezeptorvermittelte Apoptose wurde in verschiedenen Krebszelllinien
nachgewiesen. Xanthohumol aktiviert in Kolonkarzinomzellen die Initiator-Caspase-8 und -9 (Casp-8
,-9) und damit die Effektorcaspasen-3 und -7 (Casp-3, -7). Zusatzlich erfolgt die Spaltung der
Poly(ADP-ribose)polymerase (PARP), ein weiterer Marker der Apoptose-Induktion [PAN et al., 2005].
Eine vergleichbare Aktivierung der Caspase-Kaskade und der PARP-Spaltung wurde in humanen
Prostatakarzinomzellen gefunden. Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass die Induktion der
Apoptose mit der Inhibition des Transkriptionsfaktors nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells (NF-kB) und den dadurch regulierten anti-apoptotischen Proteinen B-cell ymphoma-

2 (Bcl-2) und B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xl) assoziiert ist [DEEB et al., 2010].

Die Aktivierung von NF-kB ist auch fir entziindliche und immunologische Prozesse von zentraler
Bedeutung [SARKAR et al., 2008]. Die immunmodulatorische Wirkung von Xanthohumol durch NF-kB-

Inhibition konnte bereits in verschiedenen Zelllinien gezeigt werden. Ein antileukamischer Effekt wird
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durch die verminderte Expression von NF-kB, Proteinkinase B (AKT) und Focal Adhesion Kinase (FAK)
vermittelt [BENELLI et al., 2012]. Weiterhin blockiert Xanthohumol die NF-kB-regulierte Expression
des Chemokinrezeptors 4 (CXCR4) sowie die Chemokin 12 (CXCL12)-induzierte Zellinvasion in Brust-
und Darmkrebszellen [WANG et al.,, 2012]. Des Weiteren steht die Inhibition von NF-kB auch in
Zusammenhang mit einer verminderten Zytokinfreisetzung. Die IL-12-Freisetzung durch murine
Makrophagen nach Lipopolysaccarid- und Interferon-y-Stimulation wird dadurch ebenso
herabgesetzt wie die Freisetzung von IL-6 und IL-1 durch Monozyten sowie bei induzierten
Mammakarzinomen und Entziindungsmodellen der Leber [MONTEIRO et al., 2008; CHO et al., 2010;
PELUSO et al., 2010; DORN et al., 2013].

Ein weiterer Angriffspunkt fiir die Regulation von Entziindungen sind Cyclooxygenasen (COX-1 und -
2), die Reaktionen der Prostaglandinsynthese katalysieren und deren Aktivitdt dosisabhéngig durch
Xanthohumol inhibiert wird [GERHAUSER et al., 2002]. Prostaglandin stimuliert die Bildung von
Ostrogenen, die das Zellwachstum {ber die Interaktion mit den entsprechenden Rezeptoren

beeinflussen [SACCO et al., 2012].

Xanthohumol hat einen ausgepragten anti-Ostrogenen Effekt, ohne eigene 6strogene Aktivitat zu
zeigen. Das anti-Ostrogene Potential von Xanthohumol wurde in der humanen endometrialen
Adenokarzinomzelllinie Ishikawa untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die katalytische
Aktivitat der Aromatase und somit die Umsetzung von Testosteron zu Ostradiol (E2) gechemmt wird
[GERHAUSER, 2005; MONTEIRO et al., 2006]. Dariiber hinaus inhibiert Xanthohumol die E2-
vermittelte Induktion der alkalischen Phosphatase (ALP) [GERHAUSER et al., 2002]. Dies wurde von
GUERREIRO et al. [2007] bestatigt, die eine Inhibition der ALP und damit assoziiert eine Reduktion

der Zellproliferation durch E2 und Xanthohumol in Brustkrebzellen nachweisen konnten.

Die Hemmung der Zellproliferation durch Xanthohumol wurde in verschiedenen Tumorzelllinien aus
Brust, Darm, Ovar, Fibrosarkom, Kaposi-Sarkom, Prostata, Leukdamie, Leber und Schilddrise
untersucht [MIRANDA et al.,, 1999; GOTO et al., 2005; ALBINI et al., 2006; DELMULLE et al., 2006;
DELL’EVA et al., 2007; COOK et al.,, 2010; DORN et al., 2010]. Die anti-proliferative Wirkung wird
durch verschiedene Effekte vermittelt. MIRANDA et al. [1999] konnten eine Inhibition der DNA-
Synthese in humanen Brustkrebszellen nachweisen. Dieser Mechanismus sowie ein Arrest in
verschiedenen Zyklusphasen wurde auch fiir humane Kolon- und Prostatakarzinomzellen

angenommen [PAN et al., 2005; VENE et al., 2012].

Xanthohumol wirkt als effektiver Inhibitor der Proteinkinase B. Diese greift in die Regulation der
Zellproliferation Uber eine Induktion der Apoptose ein [DEEB et al., 2010] und moduliert die
Expression von Zellzyklus-assoziierten Proteinen wie Cyclin D1 und p21 [MONTEGHIRFO et al., 2008;
HARIKUMAR et al., 2009;]. Die Uberexpression der Tyrosinkinase FAK wurde ebenfalls mit einem
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gesteigerten Zellwachstum bei verschiedenen Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht. Des
Weiteren konnte eine Korrelation zwischen der FAK-Aktivitdit und einer gesteigerten VEGF-
Konzentration aufgestellt werden. Als ein wichtiger pro-angiogener Faktor ist VEGF an der Bildung
neuer BlutgefdRe in Endometrioseherden beteiligt. In vitro wurde in CML (chronische myeloische
Leukdmie) Zelllinien [DELL'EVA et al.,, 2007] sowie in humanen Prostatakarzinomzellen eine
Verminderung der Sekretion von VEGF nachgewiesen [VENE et al., 2012]. Die Behandlung humaner
Endothelzellen mit Xanthohumol inhibiert die Reorganisation der Zellen und dadurch die Bildung
gefalRahnlicher Strukturen in einem 3D-Matrigel-Assay. Zusatzlich konnte in vivo in induzierten
Kaposi-Sarkomen eine Reduktion der Blutgefafidichte und damit ein verringertes GrolRenwachstum
nachgewiesen werden [ALBINI et al., 2006]. Diese anti-angiogene Wirkung von Xanthohumol wurde

auch in humanen Brustkrebs-Xenotransplantaten in Mausen gezeigt [MONTEIRO et al., 2008].

3.4. Resveratrol

Resveratrol (Abb. 6) ist ein Polyphenol, das hauptsachlich in Weintrauben, Niissen und verschiedenen
Beeren sowie im japanischen Staudenknéterich vorkommt. Die am weitesten verbreitete
Nahrungsmittelquelle fiir Resveratrol stellt Rotwein mit Konzentrationen des trans-lsomeres von 0,1-
15mg/| dar [CARERI et al., 2004]. Als naturliches Phytoalexin wird die Substanz in Pflanzen zur
Abwehr von viralen und mikrobiellen Infektionen, bei UV-Schadigungen und Verletzungen gebildet

[BAUR und SINCLAIR, 2006].

HO

OH

Abbildung 6: Strukturformel von Resveratrol.

Resveratrol steht in Zusammenhang mit dem Begriff des ,french paradox”, bei dem kardiovaskulare
Erkrankungen in Frankreich trotz ungesunder und fettreicher Erndahrung seltener auftreten [RENAUD
und DE LORGERIL, 1993]. Als Ursache hierfir wird der Konsum von Rotwein und damit von
Resveratrol angesehen. Wie bei vielen anderen Pflanzeninhaltsstoffen ist die orale Bioverfligbarkeit
von Resveratrol mit weniger als 1% sehr gering [WALLE, 2011]. Ahnlich wie Xanthohumol ist
Resveratrol ebenfalls ein pleiotroper Wirkstoff, dem verschiedene positive Effekte zugeschrieben

werden und der seit langem in der traditionellen chinesischen und japanischen Medizin eingesetzt
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wird. Noch heute wird eine aus Weintrauben hergestellte ayurvedische Zubereitung zur Heilung

verschiedener Erkrankungen eingesetzt [AGGARWAL et al., 2004].

Neben anti-inflammatorischen Eigenschaften sowie einer prdventiven Wirkung gegen Alterung,
kardiovaskulare und neurodegenerative Erkrankungen sowie Diabetes beeinflusst Resveratrol auch
das Wachstum verschiedener Krebsarten [BAUR und SINCLAIR, 2006]. Ersten tierexperimentellen
Untersuchungen zufolge wirkt Resveratrol chemopraventiv und inhibiert die Karzinogenese [JANG et
al., 1997]. In in vitro und in vivo Studien wurde eine Vielzahl verschiedener intrazellularer Targets
identifiziert, die das Zellwachstum, entziindliche und apoptotische Prozesse sowie die Angiogenese
beeinflussen [ATHAR et al., 2009]. Die chemische Struktur von Resveratrol dhnelt dem synthetischen
Ostrogen Diethylstilbestrol. Die Substanz bindet mit geringer Affinitit an Ostrogenrezeptoren (ER)
und verstarkt abhangig vom Zelltyp die Aktivierung der Hormonrezeptor-vermittelten
Gentranskription. Resveratrol wirkt dosisabhdngig in ER-positiven Geweben entweder als Agonist
oder Antagonist und moduliert auch in ER-negativen Geweben verschiedene Signalwege [SIGNORELLI

und GHIDONI, 2005].

Als Antioxidanz ist Resveratrol in der Lage ROS abzufangen und die Aktivitdt ROS-produzierender
Enzyme zu verringern. Gleichzeitig wird die Aktivitdt ROS-metabolisierender Enzyme erhéht und
dadurch ausgel6ste oxidative DNA-Schaden verhindert. Dies beeinflusst biologische Prozesse wie die
Regulation des Zellzyklus und die Biogenese von Mitochondrien [CARRIZZO et al., 2013]. Jedoch weist
Resveratrol abhdngig von der Konzentration und des analysierten Zelltyps auch pro-oxidative
Eigenschaften auf. Diese fiihren in Verbindung mit Metallen wie Kupfer zu oxidativen DNA-
Strangbriichen, sodass man davon ausgeht, dass dies ein weiterer Mechanismus ist, Gber den
pflanzliche Polyphenole ihre chemopraventiven Eigenschaften entfalten [DE LA LASTRA und
VILLEGAS, 2007].

In klinischen Studien wurde an gesunden Probanden nachgewiesen, dass Resveratrol neben der
Regulation von ROS auch verschiedene Entziindungsmarker wie TNF-a, IL-6 und NF-kB beeinflusst
[GHANIM et al., 2010]. Die Hemmung von Entziindungsreaktionen tber die Inhibition verschiedener
proinflammatorischer Mediatoren stellt somit einen weiteren moglichen protektiven Mechanismus
dar. Resveratrol wurde in verschieden Studien als potenter COX-Inhibitor beschrieben, der die
Freisetzung von proinflammatorischen Prostaglandinen in Tumorgewebe und bei induzierter Kolitis

inhibiert [LI et al., 2002; SANCHEZ-FIDALGO et al., 2010;].

Als proinflammatorischer Transkriptionsfaktor ist NF-kB ein wesentliches Element bei der Regulation
wichtiger Signalwege, die an der Kontrolle von Zellproliferation, Differenzierung, Signaltransduktion
und Apoptose beteiligt sind. Resveratrol inhibiert in vitro die Aktivierung von NF-kB durch Hemmung

der IkB-Kinase [HOLMES-MCNARY und BALDWIN, 2000]. In tierexperimentellen Studien bewirkt dies
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eine Reduktion der TumorgréRe und eine hohere Uberlebensrate bei Hautkrebs [CHEN et al., 2012],
hepatozellularem Karzinom [YU et al., 2010], Mammakarzinom [BANERJEE et al., 2002], malignen
Lymphomen [SINGH et a., 2011] und Pankreaskarzinom [HARIKUMAR et al., 2010].

Die Reduktion des Tumorwachstums wird mit der pro-apoptotischen Wirkung von Resveratrol
sowohl (ber die Aktivierung des intrinsischen (mitochondrial) als auch des extrinsischen
(rezeptorvermittelt) Weges in Verbindung gebracht [SINGH et al., 2011]. Dabei wird eine
Destabilisierung des mitochondrialen Membranpotentials durch die Hemmung der Bcl-2 Protein- und
Genexpression, die daraus resultierende Cytochrom c Freisetzung sowie die Aktivierung von Casp-3, -
8 und -9 bewirkt. Des Weiteren wird p53, ein Tumorsupressor, durch Resveratrol aktiviert und tragt
ebenfalls zur Apoptose-Induktion und zum Zell-Zyklus-Arrest bei [DELMAS et al., 2006].

Die Regulation des Zellzyklus und damit die Proliferationsfahigkeit der Zellen unterliegt einer Vielzahl
von verschiedenen Proteinen und Enzymkomplexen wie Cyclinen und Cyclin-abhdngigen Kinasen
(cdk), die an unterschiedlichen Kontrollpunkten wahrend des Zyklus aktiviert werden [ATHAR et al.,
2009]. Resveratrol blockiert den Ubergang von der G1- zur S-Phase durch eine verminderte
Expression der Cycline D1, D2 und E sowie cdk2, 4, und 6 in verschiedenen Tumorzelllinien [AHMAD
et al.,, 2001]. Weiterhin konnte eine Akkumulation von humanen Krebszellen in der S-Phase
beobachtet werden. Dies wurde vor allem durch die Inhibition von Cyclin B1 ausgel6st [JOE et al.,
2002]. Ein zusatzlicher Mechanismus des S-Phasen-Arrest besteht in der Interaktion von Resveratrol
mit der DNA-Polymerase und der damit verbundenen Inhibition der DNA-Synthese [ESTROV et al.,
2003]. Im weiteren Verlauf des Zellzyklus verhindert Resveratrol die Transition der G2- zur M-Phase
Uber die Akkumulation der Cycline A und B sowie durch die cdk7-vermittelte Reduktion der cdkil-

Aktivitat [LIANG et al., 2003].

Die pro-apoptotische und proliferationshemmende Wirkung von Resveratrol auf die Endometriose
wurde in einer tierexperimentellen Studie bereits beschrieben und resultiert in einer verminderten
Anwachsrate sowie einem reduzierten Gesamtvolumen von Endometrioseherden. Des Weiteren
wurde ein dosisabhdngiges, herabgesetztes Invasionspotiential humaner endometrialer Stromazellen
unter dem Einfluss von Resveratrol nachgewiesen [BRUNER-TRAN et al., 2011]. Ob die Regression
Resveratrol-behandelter Endometrioseherde mit einer Hemmung der Angiogenese assoziiert ist,

wurde bisher jedoch nicht untersucht.

In verschiedenen Tumorstudien konnte die Neubildung von Blutgefdflen durch Resveratrol inhibiert
werden. Dabei wird das endotheliale Zellwachstum durch die Blockierung der VEGF- und FGF-
Rezeptor-vermittelten angiogenen Reaktion und der Inhibition der Phosphorylierung von Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPK) gestort [BRAKENHIELM et al., 2001]. Andere mégliche molekulare

Mechanismen der Angiogenesehemmung ist die Hemmung der Aktivitat von NF-kB [YU et al., 2010]
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und MMP-9 sowie die reduzierte Expression von Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) und
COX-2 [HARIKUMAR et al., 2010]. Weiterhin inhibiert Resveratrol die durch Hypoxie vermittelte
Aktivierung der Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK1/2) und AKT. Dies fihrt zu einer
verminderten HIF-lalpha-Expression und einer damit verbundenen, geringeren VEGF-Freisetzung

[ZHANG et al., 2005].

Die durch Tumor-Studien belegten Effekte auf eine Vielzahl angiogener Mechanismen lassen deshalb
erwarten, dass Resveratrol auch auf die Endometriose eine anti-angiogene Wirkung ausliben kdnnte,

was in der vorliegenden Arbeit ndaher analysiert wurde.
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4. Zielstellung

Das Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung von Xanthohumol und Resveratrol auf die
Entwicklung experimentell induzierter Endometrioseherde im Mausmodell zu untersuchen. Dabei

sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Kann Xanthohumol oder Resveratrol das GréBenwachstum und die Zystenbildung der Endo-

metrioseherde hemmen?

2. Inhibieren die Substanzen die Entwicklung neuer Blutgefiae in induzierten Endometriose-

herden?

3. Wird die zelluldre Proliferationsfahigkeit der Endometrioseherde durch die Behandlung mit

Xanthohumol oder Resveratrol reduziert?

4. st die anti-angiogene Wirkung der Substanzen abhangig von der Endothelzellproliferation?

5. Hemmt Xanthohumol die Expression von pERK1/2 oder PI3-K?
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5. Material und Methoden

5.1. Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurden als Versuchstiere weibliche BALB/c-Mé&use (Charles River
Laboratories GmbH, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Das Korpergewicht der 10-14 Wochen alten
Tiere betrug 18-22g und wurde wochentlich kontrolliert. Die Haltung erfolgte in Gruppen von
mehreren Tieren unter klimatisierten Bedingungen mit einem 12h/12h-Tag/Nachtrhythmus.
Trinkwasser und Standardpelletfutter (Altromin, Lage, Deutschland) waren jederzeit frei zuganglich.
Das Schlaf- und Fressverhalten sowie der Allgemeinzustand der Tiere wurde wahrend der
Experimente kontinuierlich Giberwacht. Die gemaR dem Tierschutzgesetz durch das Landesamt fir
Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz (Saarbriicken) genehmigten Versuche wurden alle am
Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitit des Saarlandes (Homburg/Saar)

durchgefihrt.

5.2. Modell der intraperitonealen Endometriose

5.2.1. Bestimmung des Zyklusstadiums

In die Versuche wurden nur Mause als Spender und Empfanger einbezogen, die sich zum Zeitpunkt
der Entnahme und Transplantation von Uterusfragmenten im Stadium des Ostrus befanden, um den
Einfluss hormoneller Schwankungen auf die Experimente auszuschlieRen. Das Zyklusstadium wurde
mittels Vaginalabstrich bestimmt. Hierzu wurden 15 pl 0,9%-ige Kochsalzlésung (B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) in die Vagina der Tiere pipettiert und mit den darin befindlichen Zellen
gemischt. Die Zellsuspension wurde anschliefend auf einen Objekttrager aufgebracht und das

Zyklusstadium mikroskopisch (CH-2; Olympus, Hamburg, Deutschland) analysiert.

Der Zyklus der Maus untergliedert sich in die vier Zyklusstadien Prodstrus, Ostrus, Metdstrus und
Diostrus [BYERS et al., 2012]. Diese Stadien konnen leicht durch die visuelle Charakterisierung der
vorhandenen Zelltypen identifiziert werden (Abb. 7). Wahrend des Prodstrus sind hauptsachlich
Parabasalzellen und Intermediarzellen vorhanden. Zu Beginn des Prodstrus kénnen noch vereinzelt
Leukozyten vorliegen, wohingegen wahrend des spaten Proostrus auch Superfizialzellen zu finden
sind. Der Vaginalabstrich wahrend des Ostrus weist Uberwiegend kernlose, keratinisierte
Epithelzellen auf. Das Stadium des Metostrus ist durch ein gemischtes Zellbild charakterisiert, in dem
Leukozyten, keratinisierte Epithelzellen und vereinzelte Intermediarzellen auftreten. Der Ubertritt in

das Stadium des Didstrus ist durch das ausschlieBliche Vorkommen von Leukozyten gekennzeichnet.
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Abbildung 7: Verteilung der verschiedenen Zellfraktionen wéhrend des Zyklus der Maus nach BYERS et al. [2012].

5.2.2. Entnahme von Uterusfragmenten

Die Induktion intraperitonealer Endometrioseherde erfolgte durch syngene Transplantation von
Uterusfragmenten aus Spendermausen in die Bauchhdhle von Empfangertieren. Zur Gewinnung der
Transplantate wurden die Tiere mit Ketamin (75 mg/kg; Pharmacia GmbH, Erlangen, Deutschland)
und Xylazin (15 mg/kg KG; Rompun; Bayer, Leverkusen, Deutschland) durch intraperitoneale
Injektion narkotisiert. Nach Desinfektion des Bauches mittels 70% Alkohol erfolgte eine mediane
Laparotomie und Auslagerung des Darms. Anschlieend wurden beide Uterushorner exzidiert und in
eine Petrischale mit 37°C warmen Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium (DMEM; 10% fetales
Kalberserum, 100U/ml Penicillin und 0,1mg/ml Streptomycin; PAA, Colbe, Deutschland) transferiert
(Abb. 8A). Die Uterushorner wurden mit einer Mikroschere unter einem Operationsmikroskop
(M651; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) langs eroffnet. Mit Hilfe einer 2 mm-
Biopsiestanze (Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach am Main, Deutschland) wurden dann

Uterusfragmente gewonnen (Abb. 8B), welche in die Bauchhohle der Empfangermause transplantiert

werden konnten.
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Abbildung 8: Entnahme der Uterusfragmente. A: Exzidiertes Uterushorn in DMEM-Medium. B: Léngs erdffnetes,
aufgespanntes Uterushorn mit 2 mm grofsem ausgestanzten Uterusfragment (Pfeil). Mafstab: 2,5 mm (A-B).

5.2.3. Transplantation der Uterusfragmente

Zur Transplantation der Uterusfragmente wurden die Empfangertiere durch intraperitoneale
Injektion von Ketamin (75 mg/kg; Pharmacia GmbH) und Xylazin (15 mg/kg; Rompun; Bayer)
narkotisiert und das Fell der Bauchdecke mit Enthaarungscreme (Nair hair removal lotion; Church &
Dwight Canada Corp., Mississauga, ON, Kanada) entfernt. Nach medianer Laparotomie entlang der
Linea alba wurde auf jeder Seite ein Uterusfragment mit einem 6-0 Prolene-Faden (Ethicon Produkte,

Norderstedt, Deutschland) am Peritoneum der Bauchwand fixiert (Abb. 9).

Abbildung 9: Induktion intraperitonealer Endometrioseherde im Mausmodell. A: Annéhen eines Uterusfragments an die
Bauchwand eines Empféngertieres. B: Typisches Erscheinungsbild des angendhten Gewebes (schwarze Linie) nach Fixierung

am Peritoneum. Mafstab: 2,5 mm (A), 1,25 mm (B).

Nach vorsichtiger Auslagerung des Darms konnten zwei weitere Uterusfragmente durch 6-0 Prolene-
Naht (Ethicon Produkte) an das Mesenterium des Diinndarms angendht werden (Abb. 10).
AbschlieBend wurde die Muskulatur mit einer fortlaufenden 6-0 Prolene-Naht (Ethicon Produkte)

und die Haut mit einer fortlaufenden 5-0 Prolene-Naht (Ethicon Produkte) verschlossen.
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Abbildung 10: Induktion mesenterialer Endometrioseherde im Mausmodell. A: Anndhen eines Uterusfragments an das
Mesenterium eines Empféngertieres. B: Typisches Erscheinungsbild des angendhten Gewebes (schwarze Linie) nach
Fixierung am Mesenterium. Mafstab: 2,5 mm (A), 1,25 mm (B).

5.3. Substanzapplikation

5.3.1. Xanthohumol

Um den Einfluss von Xanthohumol auf das GrofRenwachstum von Endometrioseherden zu
untersuchen, wurden jeweils 8 Tiere mit 100 pM Xanthohumol-Lésung (Hopsteiner, Mainburg,
Deutschland) oder 0,1% Ethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) als Vehikel-
Kontrolle ad libitum ber das Trinkwasser behandelt. Die Substanzgabe begann 3 Tage vor Induktion
der Endometrioseherde bis zum Ende des Versuches nach 28 Tagen. Um eine Zersetzung des
Wirkstoffes zu vermeiden, wurde die Losung jeden Tag erneuert und in lichtundurchlassigen Flaschen
bereitgestellt. Die aufgenommene Menge an Xanthohumol pro Tier entspricht einer Dosis von ca. 8
mg/kg taglich. Diese Dosierung zeigte bereits in einer friiheren Studie einen inhibitorischen Effekt auf
das Wachstum von Brustkrebs im Mausmodell [MONTEIRO et al., 2008]. Dabei fiihrte die Behandlung
mit Xanthohumol zu einer reduzierten TumorgroRe durch eine verminderte Proliferationsrate und
erhohte Apoptoserate der Brustkrebszellen. Zusatzlich konnte eine verminderte GefaRdichte

innerhalb der behandelten Tumore nachgewiesen werden.

5.3.2. Resveratrol

Die Wirkung von Resveratrol auf die Angiogenese in Endometrioseherden wurde in einem zweiten
Studienabschnitt dieser Arbeit untersucht. Beginnend am Tag der Induktion der Endometrioseherde
wurden die Tiere einmal taglich Gber einen Zeitraum von 28 Tagen mit 40 mg/kg Resveratrol (gelGst
in 100 pl 25% Ethanol; Biomol, Hamburg, Deutschland) oder 100 ul 25% Ethanol (Carl Roth GmbH +
Co. KG) intragastral behandelt. Diese Dosierung fiihrte in anderen Studien zu einer Inhibition des
GefdalBwachstums in Tumoren [TSENG et al., 2004; HARIKUMAR et al., 2010]. Die Applikation erfolgte

nach einer Kurzzeitnarkose mit 5 Vol-% Isofluran (Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiRheim,
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Deutschland) mit Hilfe einer Knopfkanile (gerade; 1,2x60 mm; Henry Schein Vet GmbH, Hamburg,
Deutschland).

5.4. Vermessung der Endometrioseherde

5.4.1. Volumenmessung mittels hochauflésendem Ultraschall

Zur Volumenmessung der induzierten Endometrioseherde wurden in beiden Studienabschnitten
Ultraschall-Analysen (Vevo770, VisualSonics, Toronto, Kanada) der Transplantate an den Tagen O, 7,
14, 21 und 28 durchgefiihrt. Zur Generierung zweidimensionaler Schnittbilder wurde ein 704RMV
(VisualSonics)-Schallkopf mit einer Frequenz von 40 MHz und einer Fokustiefe von 6 mm verwendet.
Die Bilder wurden mit Hilfe eines linearen Motors im Abstand von 50 um aufgenommen (Abb. 11A
und B). AnschlieBend wurden daraus dreidimensionale Bilder der Herde mit einer speziellen Software

(Vevo770V2.3.0, VisualSonics) rekonstruiert (Abb. 11C) und zur Volumenmessung verwendet.

3D Acquisition Motor

PIN: 11484
S/N: 3DB - 148

Abbildung 11: Sonographische Aufnahme von Endometrioseherden in der Maus. A: 40 MHz Ultraschallkopf (Pfeil) mit
linearem Motor (Stern). B: Abdominale Ultraschalluntersuchung der Maus. C: Dreidimensionale Rekonstruktion eines
Endometrioseherdes (rot = Gesamtvolumen; gelb = Zystenvolumen). Mafstab: 20 mm (A), 13 mm (B), 0,7 mm (C).

Fir die hochauflésende Ultraschall-Analyse wurden die Tiere mit 5 Vol-% Isofluran (Baxter

Deutschland GmbH) in 100% Sauerstoff narkotisiert und in Rickenlage auf dem Untersuchungstisch

fixiert. Uber eine Atemmaske erfolgte die Aufrechterhaltung der Narkose mit 2 Vol-% Isofluran
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(Baxter Deutschland GmbH). Mit Hilfe einer Elektrode (THM100; Indus Instruments, Houston, TX,
USA) konnte die Herz- und Atemfrequenz der Tiere lberwacht werden. Nach Enthaarung der
Bauchdecke und Auftragen des Ultraschallgels (Aquasonic 100; Parker, Fairfield, NJ, USA) erfolgten
die Ultraschall-Aufnahmen mit einem Bildabstand von 50 um Uber die gesamte Lange der
Endometrioseherde (Abb. 11B). Aus den gewonnenen Bildern wurde durch Bestimmung der Herd-
und Zystengrenzen das Gesamtvolumen der Endometrioseherde sowie deren Zysten- und

Stromavolumen (mm?3) berechnet.

5.4.2. Gréfienmessung mittels digitalem Messschieber

Da die mesenterialen Endometrioseherde im Gegensatz zu den peritonealen Herden der Peristaltik
des Gastrointestinaltraktes unterworfen waren und somit nicht mittels Ultraschall analysiert werden
konnten, wurde zur GroRenbestimmung dieser Herde am 28. Untersuchungstag eine Messung
mittels digitalem Messschieber (0-150 mm; Technologiezentrum W-tec, Wuppertal, Deutschland)
durchgefihrt. Hierzu wurden die Tiere mit einer intraperitonealen Injektion Ketamin (75 mg/kg;
Pharmacia GmbH) und Xylazin (15 mg/kg; Rompun; Bayer) narkotisiert. Nach Eroffnung des
Abdomens konnten sowohl die peritonealen (Abb. 12A) als auch die mesenterialen Lasionen (Abb.
12B) mit dem digitalen Messschieber unter einem Stereo-Operationsmikroskop (M651; Leica
Microsystems GmbH) vermessen werden. Dabei wurde der Langs- und Querdurchmesser der
Endometrioseherde bestimmt. Die GroRe (mm?) konnte dann mit der Formel d1*d2*n/4 [BECKER et
al., 2008] berechnet werden, wobei d1 dem kleineren und d2 dem dazu senkrecht verlaufenden

groReren Durchmesser entsprach.

Abbildung 12: Zweidimensionale Vermessung typischer Endometrioseherde mittels digitalem Messschieber 28 Tage nach
Transplantation von Uterusfragmenten. A: Peritonealer Endometrioseherd (Pfeile). B: Mesenterialer Endometrioseherd
(Pfeile). MafSstab: 1 mm.
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Direkt nach der Messung wurden die Tiere mit einer Uberdosis Pentobarbital (200 mg/kg
intraperitoneal; Narcoren; Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) getotet und die

Endometrioseherde sowie die Ovarien und Uteri fiir weitere Untersuchungen asserviert.

5.4.3. Histomorphometrie

Aus den konservierten Endometrioseherden wurden Serienschnitte angefertigt und mit Hamatoxylin-
Eosin (HE) gefarbt (siehe 5.5.1.). Beginnend vom ersten Schnitt wurden die HE-gefarbten Praparate
im Abstand von 80 um mit einem Lichtmikroskop (BZ-8000, Keyence, Osaka, Japan) aufgenommen.
Das Ausmessen der einzelnen Flachen erfolgte mit Hilfe der Biozero analysis software (Version 3.60;
Keyence). Das Gesamtvolumen sowie das Stroma- und Zystenvolumen der Herde wurde mit der
Formel fir die trapezoide Interpolation V = % x (A + B) x d berechnet. Dabei entsprach A der
ausgemessenen Flache eines Endometrioseherdes auf einem Histologieschnitt, B der ausgemessenen
Flache des Herdes auf dem folgenden Histologieschnitt und d dem Abstand zwischen den beiden
Schnitten. Die Summe aller errechneten Volumina ergab schlieBlich das Gesamtvolumen bzw. das

Stroma- oder Zystenvolumen [mm?3].

5.5. Histologie und Immunhistochemie

5.5.1. HE-Férbung

Die entnommenen Endometrioseherde wurden fir 24 Stunden in 4%-Paraformaldehyd fixiert, in
Paraffin eingebettet und davon anschliefend mit Hilfe eines Mikrotoms (Cut 5062; SLEE medical
GmbH, Mainz, Deutschland) 2 um dicke Serienschnitte angefertigt. Diese wurden nach einem
Standardprotokoll HE-gefarbt. Bei dieser Farbetechnik werden verschiedene Strukturen des
Gewebeschnittes unterschiedlich angefarbt. Hamatoxylin stellt Zellorganellen, die saure
Molekiilgruppen tragen, blau dar (z.B. Zellkern), wahrend Eosin basische Zellstrukturen, wie z.B.

Plasmaproteine, rot markiert.

5.5.2. PCNA-Firbung

Das Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) ist ein Zellkern-assoziiertes Protein, das als Co-Faktor
der DNA-Polymerase fungiert. Es ist damit in Prozesse der DNA-Replikation, Reparatur und der
Zellzyklusregulation eingebunden und wird hauptsdchlich wahrend der G1- und S-Phase des
Zellzyklus synthetisiert. Da die PCNA-Expression mit der Proliferationsaktivitat von Zellen korreliert,

wird PCNA als Proliferationsmarker eingesetzt.

In der vorliegenden Arbeit wurden proliferierende Zellen mit einem kreuzreagierenden
monoklonalen Maus-anti-Ratte-PCNA-Antikérper als Primarantikérper detektiert (1:200; Dako
Cytomation, Hamburg, Deutschland). Als Sekundarantikérper wurde ein an Biotin-gekoppelter Ziege-

anti-Maus-Antikoérper verwendet (1:100; Abcam, Cambridge, England). Als Chromogen diente 3,3’-
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Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB). Die Gegenfarbung erfolgte mit 1% Methylgriin. Die

Auswertung wurde mit Hilfe eines Mikroskops durchgefiihrt (BX-60; Olympus).

5.5.3. Ki6é7-Firbung

Als weiterer Proliferationsmarker wurde Ki67 eingesetzt. Dieser Marker wird wahrend allen aktiven
Phasen des Zellzyklus exprimiert. Die Detektion Ki67-positiver Zellen erfolgte mit einem
kreuzreagierenden polyklonalen Kaninchen-anti-Human-Ki67-Antikdrper (1:2000; Abcam) gefolgt von
einem biotinylierten Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper (ready to use; Abcam) als Sekundarantikorper.
Als Chromogen diente DAB. Die Gegenfarbung erfolgte mit 1% Methylgriin. Die Auswertung wurde

mit Hilfe eines Mikroskops durchgefiihrt (BX-60; Olympus).

5.5.4. Cleaved Casp-3-Férbung

Casp-3 ist eine sogenannte Effektorcaspase, die nach Auslosen des Apoptosezyklus aktiviert wird.
Dies flhrt zur Fragmentierung der DNA und somit zum programmierten Zelltod der Zelle.
Apoptotische Zellen wurden mit einem polyklonalen Kaninchen-anti-Maus-cleaved Casp-3-Antikorper
(1:200; Cell Signaling Technology, Boston, MA, USA) als Primdrantikorper markiert. Als
Sekundarantikorper diente ein biotinylierter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikérper (ready to use; Abcam).
Als Chromogen wurde DAB verwendet. Die Gegenfarbung erfolgte mit 1% Methylgriin. Die

Auswertung wurde mit Hilfe eines Mikroskops durchgefiihrt (BX-60; Olympus).

5.5.5. CD31-Firbung

Zur Bestimmung der GefdlRdichte in den Endometrioseherden wurde eine CD31-
Immunfluoreszenzfarbung durchfiihrt. CD31 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule, PECAM-1)
ist ein Transmembranprotein, das hauptsachlich auf Endothelzellen exprimiert wird. Zur Bestimmung
der GefaRdichte wurde als Primarantikorper ein monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD31-Antikoérper
(1:30; Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) und als Sekundéarantikdrper ein Ziege-anti-Ratte-
Indocarbocyanin-Antikdrper (1:50; Jackson ImmunoResearch Europe Ltd, Suffolk, UK) eingesetzt. Zur
Darstellung der Zellkerne wurde Hoechst 33342 (1:500; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
verwendet. Die gefdrbten Schnitte wurden unter einem BZ-8000 Mikroskop (Keyence) zur
quantitativen Auswertung der MikrogefaRdichte (in mm™) analysiert. Das Ausmessen der einzelnen

Flachen erfolgte mit Hilfe der Biozero analysis software (Version 3.60; Keyence).

5.5.6. CD31/PCNA-Doppelfirbung

Zusatzlich zur Gefafdichte wurde die Proliferation der Endothelzellen in Endometrioseherden
untersucht. Hierzu wurden als Primarantikdrper ein monoklonaler Ratte-anti-Maus-CD31-Antikorper
(1:30; Dianova GmbH) und ein kreuzreagierender monoklonaler Maus-anti-Ratte-PCNA-Antikorper

(1:200; Dako Cytomation) verwendet. Als Sekundarantikorper wurden ein Ziege-anti-Ratte-
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AlexaFluor 488-Antikorper (1:200; Invitrogen, Eugene, OR, USA) und ein Ziege-anti-Maus-
Indocarbocyanin-Antikorper (1:200; Jackson ImmunoResearch Europe Ltd) eingesetzt. Die Zellkerne
wurden mit Hoechst 33342 (1:500; Sigma-Aldrich) gefarbt. Zur Bestimmung des Anteils der
PCNA/CD31-positiven Endothelzellen (in %) wurde ein BZ-8000 Mikroskop (Keyence) verwendet.

5.6. Western Blot

Zur Analyse der Expression der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-K) sowie der MAP-Kinase pErk1/2 in
Endometrioseherden wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Hierzu wurden die Endometrioseherde
isoliert und in flissigem Stickstoff konserviert. AnschlieRend wurden die Proben in Lysepuffer [10
mM Tris pH 7,5, 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,5% Triton-X 100, 0,02% NaN;, 0,2 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid  und  Protease-Inhibitor-Cocktail  (1:100 v/v;  Sigma-Aldrich)]
homogenisiert, 30 min auf Eis inkubiert und danach 30 min bei 16000xg (4°C) zentrifugiert. In dem
gewonnenen Uberstand wurde der Gesamtproteingehalt gemessen. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte nach Lowry. Dabei wurde Rinderserumalbumin als Standard benutzt.
Je 30 pg Protein pro Bande wurden auf ein 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und mittels
Gelelektrophorese getrennt. Die elektrophoretisch getrennten Proteine konnten anschliefend auf
Polyvinyldifluoridmembranen (BioRad, Miinchen, Deutschland) Gbertragen werden. Nach Blockade
der unspezifischen Bindungsstellen wurden die Membranen fiir 4 Stunden mit einem
kreuzreagierenden monoklonalen Maus-anti-Human-pErk1/2-Antikérper (1:300; Abcam) oder mit
einem kreuzreagierenden monoklonalen Maus-anti-Human-PI3-K-Antikérper (1:300; BD Biosciences,
Heidelberg, Germany) inkubiert. Danach wurde ein HRP (horseradish peroxidase)-konjugierter
Sekundarantikorper (1:5000; GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) eingesetzt. Die Detektion
chemolumineszierender Signale erfolgte mittels Audioradiographie auf einem Rontgenfilm
(Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Freiburg, Deutschland). Als interner Standard zur Kontrolle des
Proteintransfers wurde ein kreuzreagierender monoklonaler Maus-anti-Human-B-Aktin-Antikorper
(1:500; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) eingesetzt. Die Auswertung der Signale
erfolgte densitometrisch (Gel-Doc; BioRad, Miinchen, Deutschland). Die optische Dichte wurde

entsprechend der B-Aktin-Konzentration normalisiert und quantifiziert.

5.7. Experimentelles Protokoll
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von zwei verschiedenen Polyphenolen auf das
GroBenwachstum und die Angiogenese von experimentell induzierten Endometrioseherden

untersucht:
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5.7.1. Xanthohumol

Um den Einfluss hormoneller Schwankungen auf die Studienergebnisse auszuschlieRen, wurden nur
Tiere verwendet, die sich im gleichen Zyklusstadium befanden (siehe 5.2.1.). Die Wirkung von
Xanthohumol auf das Wachstum von Endometrioseherden wurde in insgesamt 16 Tieren analysiert,
die randomisiert in zwei Gruppen (n=8) aufgeteilt wurden. Drei Tage vor Transplantation von
Uterusfragmenten zur Induktion der Endometriose wurde mit der Substanzapplikation von 100 uM
Xanthohumol-Lésung (Hopsteiner) oder 0,1% Ethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG) als Kontrolle

begonnen (siehe 5.3.1.).

Die Induktion der Endometrioseherde erfolgte durch Fixierung von insgesamt vier Uterusfragmenten
pro Tier in die Bauchhohle (siehe 5.2.3.). Hierbei wurden jeweils die Uterusfragmente eines
Spendertieres in vier Empfangermause transplantiert. Am Tag der Transplantation sowie nach 7, 14,
21 und 28 Tagen wurden die peritonealen Herde der Tiere sonographisch untersucht (siehe 5.4.1.).
Direkt nach der letzten Ultraschalluntersuchung und der Er6ffnung des Abdomens der Mause
wurden die peritonealen und mesenterialen Endometrioseherde mit einem digitalen Messschieber
vermessen (siehe 5.4.2.). Die Tiere wurden mit einer Uberdosis Pentobarbital getétet und die Herde
sowie die Ovarien und Uterushérner entnommen und fiir weitere histologische und

immunhistochemische Untersuchungen konserviert.

Aus den erhaltenen Daten der Ultraschalluntersuchungen und der Messung mittels digitalem

Messschieber wurden folgende Parameter berechnet:

1. GroRe der Endometrioseherde [mm?] (siehe 5.4.2.)
2. Gesamtvolumen der Herde [mm?3] (siehe 5.4.1.)

3. Stromavolumen [mm?3] (siehe 5.4.1.)

4, Zystenvolumen [mm?3] (siehe 5.4.1.)

5. Wachstumsrate der Endometrioseherde [%]

(Gesamtvolumen Tag X / Gesamtvolumen Tag 0 * 100) - 100

6. Wachstumsrate des Stromagewebes [%]
(Stromavolumen Tag X / Stromavolumen Tag 0 * 100) - 100

7. Prozentualer Anteil der Zysten pro Tier [%]
(Anzahl der zystenenthaltenden Herde * 100 / Gesamtzahl der Herde)

Von den isolierten Endometrioseherden, Ovarien und Uterushoérnern wurden Gewebeschnitte
angefertigt. AnschlieRend erfolgte eine HE-Farbung jedes 10. Gewebeschnittes (siehe 5.5.1.). Zur
guantitativen Analyse der Proliferations- und Apoptoserate wurde eine immunhistochemische

Farbung mit den Markern PCNA und Casp-3 durchgefiihrt. Jeweils ein Gewebeschnitt pro Herd wurde
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lichtmikroskopisch analysiert und die positiven Zellen als prozentualer Anteil an der Gesamtzellzahl
der ausgewerteten Zellen angegeben (siehe 5.5.2. und 5.5.4.). Die BlutgefidRdichte (mm™) in den
Endometrioseherden wurde nach immunhistochemischer Fluoreszenzfarbung mit dem
Endothelzellmarker CD31 ermittelt. Von jedem Endometrioseherd wurden 2 Gewebeschnitte
analysiert und davon der Mittelwert gebildet (siehe 5.5.5.). Zusatzlich wurden die
Endometrioseherde mit Hilfe einer PCNA/CD31-Doppelfarbung hinsichtlich der Proliferation
einzelner Endothelzellen untersucht. Hierzu wurden pro Endometrioseherd auf einem Gewebeschnitt
ca. 100 CD31-positive Zellen randomisiert ausgesucht und davon der prozentuale Anteil PCNA-

positiver Zellen bestimmt (siehe 5.5.6.).

In einem weiteren Experiment wurde die Expression von PI3-K und der MAP-Kinase pERK1/2 in
Xanthohumol-behandelten und Vehikel-behandelten Endometrioseherden untersucht. Hierzu
wurden in 3 weiteren Tieren pro Gruppe jeweils 6 peritoneale und 3 mesenteriale
Endometrioseherde induziert. Die Uterusfragmente eines Spendertieres wurden zur Transplantation
auf jeweils zwei Empfangertiere aufgeteilt. Nach 28 Tagen wurden die Herde entnommen und in
flissigem Stickstoff konserviert. Sowohl die peritonealen als auch die mesenterialen Herde jeder
Gruppe wurden gepoolt und die Proteinexpression mittels Western Blot-Analyse bestimmt (siehe

5.6.).

5.7.2. Resveratrol

Zur Untersuchung der Wirkung von Resveratrol auf induzierte Endometrioseherde wurden in einem
zweiten Studienabschnitt insgesamt 20 Tiere in zwei Gruppen (n=10) aufgeteilt. Resveratrol (Biomol)
(40 mg/kg gelost in 100 ul 25% Ethanol) oder 25% Ethanol (100 pl) (Carl Roth GmbH + Co. KG) wurde

beginnend vom Tag der Transplantation an einmal taglich intragastral verabreicht.

Die Transplantation der Gewebefragmente, die Ultraschalluntersuchungen, die Messung mittels
digitalem Messschieber und die Berechnung samtlicher Parameter erfolgten wie unter 5.7.1.
beschrieben. Nach 28 Tagen wurden die Tiere mit einer Uberdosis Pentobarbital getdtet und die
Endometrioseherde entnommen und konserviert. Nach Anfertigung von Serienschnitten und HE-
Farbung wurden die Praparate im Abstand von 80 um aufgenommen und hinsichtlich der Volumina
des Gesamtherdes, des Stromaanteils und des Zystenanteils untersucht (siehe 5.4.3.).
Immunhistochemisch wurde die Apoptoserate durch Casp-3-Farbung, die GefdRdichte mit dem
Endothelzellmarker CD31 wund die Proliferation der Endothelzellen mittels PCNA/CD31-
Doppelfarbung untersucht (siehe 5.7.1.). Zur Bestimmung der Proliferationsrate wurde pro
Endometrioseherd ein Gewebeschnitt ausgewertet. Die PCNA- und Ki67-positiven Zellen im Stroma
sowie in den Driisen wurden gezahlt und als prozentualer Anteil an der jeweiligen Gesamtzellzahl der

betreffenden Zellfraktion angegeben.
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5.8. Statistik

Zur Berechnung der verschiedenen Parameter wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft
Excel 2000 (Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleifRheim, Deutschland) verwendet. Samtliche
Werte wurden als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts (x * SEM) angegeben. Die
graphische Darstellung der Daten erfolgte mittels SigmaPlot 2011 (Jandel Corporation, San Rafael,
CA, USA) als Balkendiagramm. Die statistische Auswertung wurde unter Verwendung der SigmaStat

Statistical Software (Jandel Scientific, San Jose, CA, USA) durchgefiihrt.

Bei Normalverteilung der Werte (Shapiro-Wilk-Test) erfolgte der Vergleich zwischen zwei Gruppen
mit dem Student’s t-Test flir unverbundene Stichproben. Fir nicht normal verteilte Werte wurde der
Mann-Whitney-Rangsummen-Test angewendet. Um Unterschiede gemessener Parameter (iber den
Zeitverlauf innerhalb einer Gruppe zu detektieren, wurde eine One-Way Analysis of Variance
(ANOVA) fiir wiederholte Messungen gefolgt von einem post-hoc-Test nach Dunnett durchgefihrt,
der eine Korrektur des a-Fehlers zur Kompensation multipler Vergleiche beinhaltet. Fir alle

statistischen Analysen wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.



ERGEBNISSE 40

6. Ergebnisse

6.1. Wirkung von Xanthohumol auf Endometrioseherde

6.1.1. Dosierung

Die in dieser Arbeit gewahlte Applikation von 100uM Xanthohumol ad libitum Uber das Trinkwasser
zeigte in einer friheren Tumorstudie bereits einen wachstumshemmenden Effekt [MONTEIRO et al.,
2008]. In der hier durchgefiihrten Studie tranken die Xanthohumol-behandelten Tiere 4,6 + 0,2 ml
und die Tiere der Kontrollgruppe 5,2 + 0,2ml (p<0,05) pro Tag. Dies entspricht einer tdglichen Dosis
von ca. 8 mg/kg Xanthohumol. Diese Dosierung zeigte keine zytotoxischen Effekte, was an einem
normalen Schlaf-, Putz- und Fressverhalten sowie durch einen sehr guten Allgemeinzustand der Tiere
zu erkennen war. Dementsprechend konnte durch wochentliche Gewichtskontrolle der Tiere eine
physiologische Gewichtszunahme dokumentiert werden (Tab. 1).

Tabelle 1: Wéchentliche Gewichtsentwicklung Xanthohumol- und Vehikel-behandelter Tiere (iber einen Zeitraum von 28
Tagen. Mittelwert + SEM.

Kontrolle Xanthohumol
el el
do 18,6 £ 0,5 17,8+ 0,5
d7 18,1+0,1 18,3+0,3
di4 20,1+0,4 20,0+0,3
d21 20,9£0,5 20,6 £0,4
d28 21,4+0,6 21,5+0,6

6.1.2. Wachstum der Endometrioseherde

Der erste Abschnitt dieser Studie untersuchte den Einfluss von Xanthohumol auf das Wachstum und
die Zystenbildung der Endometrioseherde. Das Volumen der Herde und Zysten wurde mit Hilfe eines
hochauflésenden Ultraschallsystems gemessen. Da peritoneale Herde nicht der Peristaltik des
Gastrointestinaltraktes unterworfen sind, konnten diese zur repetitiven Untersuchung mittels
Ultraschall herangezogen werden. Die quantitative Analyse der Ultraschallbilder zeigte an Tag 0 mit
ca. 1,2 mm? vergleichbare Initialvolumina der Transplantate, die sich im Ultraschall als echoreiche,
homogene Gewebeareale darstellten. Wahrend der folgenden 28 Tage entwickelten sich die
Transplantate zu typischen Endometrioseherden, die durch einen echoreichen stromalen

Gewebeanteil und echoarme Zysten charakterisiert waren (Abb. 13A-B).
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Abbildung 13: Reprdsentative Ultraschallbilder induzierter Endometrioseherde an Tag 28 (Herdgrenze: rote Linie;
Zystengrenze: gelbe Linie) nach Behandlung mit 0,1% Ethanol (Kontrolle, A) oder 100 uM Xanthohumol (B) iiber das
Trinkwasser. Mafistab: 1 mm (A-B). C-H: Gesamtvolumen (C, in mm?3), Wachstum der Herde (D, in %), Stromavolumen (E, in
mm?3), Wachstum des Stromas (F, in %), Volumen der Zysten (G, in mm?3) und zystenenthaltende Herde (H, in %) von
Kontrolltieren (weifSe Sdulen) oder Xanthohumol-behandelten Tieren (schwarze Sdulen) am Tag 28 (GruppengréfSe jeweils
n=8). Mittelwert + SEM; *p < 0,05 versus Kontrolle, °p < 0,05 versus Tag 0.

Uber den gesamten Zeitverlauf konnte eine stetige Volumenzunahme innerhalb der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden (Abb. 13C). Dies war auf ein kontinuierliches Wachstum des Stromagewebes

bzw. auf die Zystenbildung innerhalb der Herde zurilickzufiihren (Abb. 13E und G). Im Gegensatz dazu

wiesen die Herde in Xanthohumol-behandelten Tieren ein signifikant kleineres Gesamtvolumen auf,



ERGEBNISSE 42

was auf einen reduzierten Stromaanteil zuriickzufihren war (Abb. 13C und E). Dementsprechend
ergab sich in dieser Gruppe eine verminderte Wachstumsrate bezogen auf das Gesamtvolumen und
den Stromaanteil der Herde (Abb. 13D und F). Verglichen mit den Kontrolltieren war das
Zystenvolumen in den Xanthohumol-behandelten Tieren geringer, obwohl in beiden

Untersuchungsgruppen eine vergleichbare Anzahl an Zysten zwischen Tag 14 und 28 gefunden wurde

(Abb. 13 G-H).

Die Ergebnisse der Ultraschalluntersuchung wurden durch die GréRenmessung mittels digitalem

Messschieber und histologischen Analysen der Endometrioseherde an Tag 28 bestatigt.
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Abbildung 14: HE-gefirbte Gewebeschnitte induzierter Endometrioseherde (schwarze Linie) 28 Tage nach Transplantation
von Uterusfragmenten an die Bauchwand (A, B) und das Mesenterium (C, D) von BALB/c Mdusen. Die Tiere wurden mit
0,1% Ethanol (Kontrolle; A und C) oder 100 uM Xanthohumol (B und D) iiber das Trinkwasser behandelt. Es ist deutlich
erkennbar, dass die Herde der Mduse in der Behandlungsgruppe eine geringere Gréfie aufweisen als die Herde der
Kontrollgruppe. Mafstab: 800 um (A-D). (E) Gréfle (mm?) der peritonealen und mesenterialen Endometrioseherde von
Kontrolltieren (weifse Sdulen) und Xanthohumol-behandelten Tieren (schwarze Sdulen) an Tag 28 (Gruppengréfie jeweils
n=8). Mittelwert + SEM,*p < 0,05 versus Kontrolle.

Zusatzlich zu den peritonealen Transplantaten wurden Uterusstanzen am Mesenterium des
Diinndarms fixiert. Ebenso wie die peritoneal induzierten Herde entwickelten sich diese zu

Endometrioseherden mit dem typischen Driisen- und Stromaanteil (Abb. 14A-D). Die Messung
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mittels digitalem Messschieber zeigte, dass eine Behandlung mit Xanthohumol das GréRenwachstum
der Herde unabhangig von der Lokalisation hemmt. Die GréRe der peritonealen und mesenterialen
Herde in den Tieren der Xanthohumol-Gruppe war im Vergleich zu den Herden in der Kontrollgruppe

an Tag 28 signifikant kleiner (Abb. 14E).

6.1.3. Vaskularisierung der Endometrioseherde

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es, den anti-angiogenen Einfluss von Xanthohumol auf sich

peritoneal mesenterial

entwickelnde Endometrioseherde zu untersuchen.
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Abbildung 15: Immunhistochemische Fluoreszenzfdrbung CD31-positiver GefdfSe in peritonealen (A, B) und mesenterialen
Endometrioseherden (C, D) 28 Tage nach Transplantation in die Bauchhéhle von BALB/c Mdusen. Die Tiere wurden mit 0,1%
Ethanol (Kontrolle; A und C) oder 100 uM Xanthohumol (B und D) (iber das Trinkwasser behandelt. Die Fdrbung erfolgte mit
Hoechst 33342 zur Identifizierung der Zellkerne (blau) und einem Antikérper gegen CD31 zur Darstellung der Endothelzellen
(rot). Es ist deutlich erkennbar, dass die Endometrioseherde der Kontrollgruppe eine héhere Anzahl CD31-positiver Gefdfse
(Pfeile) aufweisen. Mafstab: 50 um (A-D). (E): GefdRdichte (mm?) der peritonealen und mesenterialen Endometrioseherde
von Kontrolltieren (weifSe Sdulen) und Xanthohumol-behandelten Tieren (schwarze Sdulen) am Tag 28 (GruppengréfSe
Jjeweils n=8). Mittelwert + SEM;*p < 0,05 versus Kontrolle.

Hierzu wurde eine immunhistochemische Analyse zum Nachweis des GefdBmarkers CD31 in
Gewebeschnitten von peritonealen und mesenterialen Endometrioseherden durchgefiihrt und die

Gefaldichte als Parameter der Vaskularisierung berechnet (Abb. 15A-D).Die quantitative Analyse der
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CD31-positiven GefdBe zeigte, das Xanthohumol die Bildung neuer BlutgefiRe in
Endometrioseherden inhibiert (Abb. 15E). Die Anzahl der GefaRe in peritonealen und mesenterialen
Herden in Xanthohumol-behandelten Tieren war im Vergleich zu den Kontrolltieren an Tag 28

signifikant reduziert.
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Abbildung 16: Immunhistochemische Doppelfluoreszenzfidrbung PCNA/CD31-positiver Gefdfse in peritonealen (A, B) und
mesenterialen Endometrioseherden (C, D) 28 Tage nach Transplantation von Uterusfragmenten in die Bauchhéhle von
BALB/c Mdusen. Die Tiere wurden mit 0,1% Ethanol (Kontrolle; A und C) oder 100 uM Xanthohumol (B und D) liber das
Trinkwasser behandelt. Die Férbung erfolgte mit Hoechst 33342 zur Identifizierung der Zellkerne (blau), einem Antikérper
gegen PCNA zur Fdrbung proliferierender Zellen (rot) und einem Antikérper gegen CD31 zur Darstellung der Endothelzellen
(griin). Es ist deutlich erkennbar, dass die Anzahl proliferierender CD31/PCNA-doppelpositiver Endothelzellen (Pfeile)
innerhalb der Kontrollgruppe héher ist als in der Xanthohumol-Gruppe. Mafstab: 25 um (A-D). (E): Proliferationsrate CD31-
positiver Zellen (%) in peritonealen und mesenterialen Endometrioseherden von Kontrolltieren (weifse Sdulen) und
Xanthohumol-behandelten Tieren (schwarze Séulen) am Tag 28 (Gruppengréfie jeweils n=8). Mittelwert + SEM;*p < 0,05
versus Kontrolle.

Um den inhibitorischen Effekt von Xanthohumol auf die Vaskularisierung von Endometrioseherden
genauer zu analysieren, erfolgte eine immunhistochemische Doppelfluoreszenzfarbung zur

Markierung PCNA/CD31-doppelpositiver Endothelzellen. Diese Untersuchung zeigte, dass die

verminderte GefdRdichte nach Xanthohumol-Behandlung durch eine reduzierte Proliferation der
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GefdlRendothelzellen verursacht wurde (Abb. 16A-D). In Xanthohumol-behandelten Tieren betrug die
Proliferationsrate der Endothelzellen 17,9 + 1,8% in peritonealen und 14,4 + 1,3% in mesenterialen
Herden. Im Vergleich dazu waren die Proliferationsraten der Kontrolltiere mit 28,8 + 1,6% in

peritonealen und 24,7 + 2,6% in mesenterialen Herden signifikant héher (Abb. 16E).

6.1.4. Zellproliferation und Apoptose in Endometrioseherden
Weiterhin wurde die Wirkung von Xanthohumol auf die Proliferation und Apoptose der Stromzellen

in den induzierten Endometrioseherden untersucht.
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Abbildung 17: Immunhistochemische Fdrbung PCNA-positiver Zellen in peritonealen (A, B) und mesenterialen
Endometrioseherden (C, D) 28 Tage nach Transplantation von Uterusfragmenten in die Bauchhéhle von BALB/c Mdusen. Die
Tiere wurden mit 0,1% Ethanol (Kontrolle; A und C) oder 100 uM Xanthohumol (B und D) (iber das Trinkwasser behandelt.
Die Férbung erfolgte mit Methylgriin zur Identifizierung der Zellkerne (griin) und einem Antikérper gegen PCNA zur Férbung
proliferierender Zellen (braun). Es ist deutlich erkennbar, dass die Anzahl proliferierender Zellen (Pfeile) in den Herden der
Kontrollgruppe héher ist als in den Herden der Xanthohumol-Gruppe. Maf3stab: 50 um (A-D). (E-F): Proliferationsrate (%) der
peritonealen und mesenterialen Endometrioseherde von Kontrolltieren (weifSe Séulen) und Xanthohumol-behandelten Tieren
(schwarze Sdulen) am Tag 28 (Gruppengréfle jeweils n=8). Mittelwert + SEM, *p < 0,05 versus Kontrolle.

Die quantitative Analyse der PCNA-positiven Zellen zeigte, dass die Proliferationsraten in den

peritonealen und mesenterialen Herden der Kontrollgruppe mit 18,3 £ 2,4% und 19,9 £ 1,9% im
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Vergleich zu denen der Xanthohumol-Gruppe mit 12,2 + 1,2% und 9,8 + 1,9% signifikant hoher waren
(Abb. 17A-E).

Nach immunhistochemischer Farbung von Casp-3 konnte in beiden Gruppen kein positives Signal (0,0

+ 0,0%) detektiert werden.

6.1.5. Kinaseaktivitdit in Endometrioseherden

Wie bereits in 6.1.4. gezeigt, ibt Xanthohumol einen inhibitorischen Effekt Giber die Hemmung der
Endothelzellproliferation aus. Um den zugrundeliegenden Mechanismus weiter aufzuklaren, wurde
die Expression von pERK1/2 und PI3-K mit Hilfe eines Western Blots analysiert. Auf diese Weise
konnte gezeigt werden, dass Xanthohumol die Expression von pERK1/2 nicht beeinflusst. Es wurde
jedoch eine signifikante Hemmung der PI3-K in Endometrioseherden in Xanthohumol-behandelten

Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet (Abb. 18).

18

15 o
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Protein-Expression [OD*mm?]
©

pErk1/2 PI3-K

Abbildung 18: Expression (Optische Dichte (OD)*mm?) von pErkl/2 und PI3-K in peritonealen und mesenterialen
Endometrioseherden 28 Tage nach Transplantation von Uterusfragmenten in die Bauchhéhle von BALB/c Mdusen. Die Tiere
wurden mit 0,1% Ethanol (Kontrolle; weifse Sdulen) oder 100 uM Xanthohumol (schwarze Sdulen) iber das Trinkwasser
behandelt (Gruppengréfie jeweils n=3). Mittelwert + SEM;*p < 0.05 versus Kontrolle.

6.1.6. Einfluss von Xanthohumol auf die weiblichen Geschlechtsorgane

Da Xanthohumol in vitro eine schwach anti-6strogene Aktivitat zeigt, wurde zusatzlich dessen Einfluss
auf den Uterus und die Ovarien untersucht. Nach histologischer und immunhistochemischer Analyse
der Geschlechtsorgane am 28. Tag nach Induktion der Endometrioseherde konnte kein Unterschied
zwischen der Xanthohumol-behandelten und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Die
Uterushorner und Ovarien der Tiere aus beiden Gruppen wiesen eine normale Morphologie auf.

Auch in Bezug auf die Vaskularisierung und die Zellproliferation unterschieden sich die

Reproduktionsorgane der Tiere beider Gruppen nicht (Abb. 19A-L).
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Abbildung 19: Histologische Gewebeschnitte der Uterushérner (A-F) und Ovarien (G-L) von BALB/c-Mdusen 28 Tage nach
Behandlung mit 0,1% Ethanol (A-C, G-1) oder 100 uM Xanthohumol (D-F, J-L) (iber das Trinkwasser. A, D, G, J: HE-gefiirbte
Gewebeschnitte. Mafsstab: 500 um; B, E, H, K: Immunhistochemische Fluoreszenzfdrbung CD31-positiver Gefdfie. Die
Fdrbung erfolgte mit Hoechst 33342 zur Identifizierung der Zellkerne (blau) und einem Antikérper gegen CD31 zur
Darstellung der Endothelzellen (rot). Mafstab: 170 um; C, F, 1, L: Inmunhistochemische Fdrbung PCNA -positiver Zellen. Die
Fdrbung erfolgte mit Methylgriin zur Identifizierung der Zellkerne (griin) und einem Antikérper gegen PCNA zur Férbung
proliferierender Zellen (braun). Mafstab: 170 um. Es ist deutlich erkennbar, dass die Uterushérner und Ovarien beider
Gruppen eine vergleichbare Histomorphologie, Gefdf3dichte und Zellproliferation aufweisen.
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6.2. Wirkung von Resveratrol auf Endometrioseherde

6.2.1. Dosierung

Die in der vorliegenden Arbeit gewahlte Dosis von 40 mg/kg Resveratrol zeigte bereits in
vorhergehenden Tumorstudien einen anti-angiogenen Effekt [TSENG et al, 2004; HARIKUMAR et al,
2010]. Die Substanz wurde einmal tiglich mittels Knopfkaniile intragastral verabreicht. Uber den
Zeitraum von 4 Wochen war bei den Tieren ein normales Schlaf-, Putz- und Fressverhalten zu
beobachten. Der gute Allgemeinzustand und die physiologische Gewichtszunahme lieRen somit auf
eine gute Vertraglichkeit der Substanz schlielRen (Tab. 2).

Tabelle 2: Wéchentliche Gewichtsentwicklung Resveratrol- und Vehikel-behandelter Tiere (iber einen Zeitraum von 28
Tagen. Mittelwert + SEM.

Kontrolle Resveratrol
[g] [e]
do 19,7+0,4 19,9+0,3
d7 19,7+0,3 20,0+0,2
di4 20,3+0,3 20,8+0,3
d21 21,0+0,3 21,3+0,2
d28 21,2+0,2 21,8+0,2

6.2.2. Wachstum der Endometrioseherde

In einem zweiten Studienabschnitt wurde der Einfluss von Resveratrol auf das GréRenwachstum und
die Zystenbildung der Endometrioseherde untersucht. Wie bereits im ersten Studienabschnitt
beschrieben wurde das Wachstumsverhalten der peritonealen Endometrioseherde mit Hilfe eines
hochauflésenden Ultraschallsystems untersucht. Direkt nach Transplantation des Gewebes wurden
vergleichbare Initialvolumina von 1,19 + 0,11 mm? in der Resveratrolgruppe und 1,21 + 0,11 mm?3 in
der Kontrollgruppe gemessen. Uber den Zeitverlauf von 28 Tagen entwickelten sich typische
Endometrioseherde, die sich im Ultraschall durch den echoreichen stromalen Gewebeanteil und

echoarmen Zysten darstellten (Abb. 20A-B).

Wahrend des Untersuchungszeitraumes konnte in der Kontrollgruppe ein stetiges Wachstum der
Herde festgestellt werden, sodass das Gesamtvolumen bis Tag 28 um das 3-fache anstieg (Abb. 20C-
D). Diese Volumenzunahme wurde durch die Proliferation des Stromagewebes (Abb. 20E-F) als auch
durch die Entwicklung grofRvolumiger Zysten verursacht (Abb. 20G-H). Im Gegensatz dazu wurde die
Entwicklung der Endometrioseherde in der mit Resveratrol behandelten Gruppe ab Tag 7 deutlich
unterdriickt. Durch signifikante Regression des Stromagewebes ab Tag 14 unterschied sich das
Gesamtvolumen der Lasionen in der Resveratrol-Gruppe zum Ende des Beobachtungszeitraumes mit

0,97 £ 0,14 mm3 im Vergleich zum Initialvolumen von 1,19 + 0,11 mm?3 an Tag 0 nicht (Abb. 20E).
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Abbildung 20: Reprdsentative Ultraschallbilder induzierter Endometrioseherde an Tag 28 (Herdgrenze: rote Linie;
Zystengrenze: gelbe Linie) nach intragastraler Behandlung mit 25% Ethanol (Kontrolle, A) oder 40 mg/kg Resveratrol (B).
Mapstab: 1 mm (A-B). C-H: Gesamtvolumen (C, in mm?3), Wachstum der Herde (D, in %), Stromavolumen (E, in mm?3),
Wachstum des Stromas (F, in %), Volumen der Zysten (G, in mm?3) und zystenenthaltende Herde (H, in %) von Kontrolltieren
(weif3e Sdulen) oder Resveratrol-behandelten Tieren (schwarze Séulen) am Tag 28 (GruppengréfSe jeweils n=10). Mittelwert
+ SEM; *p < 0,05 versus Kontrolle, °p < 0,05 versus Tag 0.

Demzufolge waren das Volumen des Stromas und die Wachstumsrate der Herde zwischen den Tagen
14 und 28 gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant reduziert (Abb. 20E-F). Interessanterweise wurde

in beiden Gruppen eine vergleichbare Anzahl an Zysten detektiert, welche jedoch in Resveratrol-

behandelten Tieren ein geringeres Volumen aufwiesen (Abb. 20G-H). Allerdings konnte weder in der
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Kontrollgruppe noch in der Behandlungsgruppe eine vollstéandige Regression der Herde beobachtet

werden.

Auch in diesem Studienabschnitt wurde eine histologische Analyse der transplantieren Uterusstanzen

durchgefihrt.
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Abbildung 21: HE-gefirbte Gewebeschnitte induzierter Endometrioseherde (schwarze Linie) 28 Tage nach Transplantation
von Uterusfragmenten an die Bauchwand (A, B) und das Mesenterium (C, D) von BALB/c Mdusen. Die Tiere wurden
intragastral mit 25 % Ethanol (Kontrolle; A und C) oder 40 mg/kg Resveratrol (B und D) behandelt. Es ist deutlich erkennbar,
dass die Herde der Mduse in der Behandlungsgruppe eine geringere Gréf3e aufweisen als die Herde der Kontrollgruppe.
Mapfstab: 400 um (A-D). (E) GréfRe (mm?) der peritonealen und mesenterialen Endometrioseherde von Kontrolltieren (weifle
Sdulen) und Resveratrol-behandelten Tieren (schwarze Séulen) am Tag 28 (GruppengréfSe jeweils n=10.) Mittelwert + SEM;
*p < 0,05 versus Kontrolle.

In beiden Gruppen entwickelten sich unabhangig von der Transplantationsstelle am Peritoneum und
am Mesenterium des Dinndarmes typische Endometrioseherde mit zystisch dilatierten
endometrialen Driisen und einem gut vaskularisierten Stroma (Abb. 21A-D). Sowohl peritoneale als
auch mesenteriale Lasionen waren nach Behandlung mit Resveratrol im Vergleich zur Kontrollgruppe

kleiner. Die quantitative Analyse der HerdgréRe mit Hilfe eines Messschiebers bestatigte diese

Beobachtung (Abb. 21E).
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Eine genauere histomorphometrische Analyse zeigte, dass diese GroRenreduktion der Herde in den
Resveratrol-behandelten Tieren durch ein vermindertes Stroma- und Zystenvolumen hervorgerufen
wurde und bestéatigt die aus der sonographischen Untersuchung ermittelten Daten (Tab. 3). Im
Vergleich zu den Volumina der Ultraschallanalyse wurden die Volumina bei der
histomorphometrischen Untersuchung jedoch deutlich unterschatzt, was vermutlich auf die
Schrumpfung des Gewebes wahrend der histologischen Aufarbeitung zuriickzufiihren ist [LASCHKE et

al., 2010].

Tabelle 3: Histomorphometrische Analyse von Gesamtvolumen (mm?3), Stromavolumen (mm?3) und Zystenvolumen (mm?3) der
HE-gefdrbten Gewebeschnitte von peritonealen und mesenterialen Endometrioseherden an Tag 28 nach intragastraler
Behandlung mit 25% Ethanol (Kontrolle) oder 40 mg/kg Resveratrol (Gruppengréfie jeweils n=10). Mittelwert + SEM; *p<
0,05 versus Kontrolle.

Kontrolle Resveratrol
Gesamtvolumen [mm?3]
peritoneal 1,08 £ 0,46 0,34+0,12
mesenterial 1,13+0.34 0,61 0,15
Stromavolumen [mm?3]
peritoneal 0,51+0,11 0,24 +0,07*
mesenterial 0,64 £0,14 0,39 £ 0,09
Zystenvolumen [mm?3]
peritoneal 0,56 £ 0,37 0,10 £ 0,05
mesenterial 0,48 £0,24 0,20+0,10

6.2.3. Vaskularisierung der Endometrioseherde

Wie schon im ersten Studienabschnitt wurde auch der anti-angiogene Einfluss von Resveratrol auf
Endometrioseherde untersucht. Die quantitative Analyse der CD31-positiven GefdRe in
Gewebeschnitten peritonealer und mesenterialer Endometrioseherde zeigte einen signifikanten
inhibitorischen Effekt der Substanz auf die Bildung neuer Blutgefialle (Abb. 22A-D). In peritonealen
und mesenterialen Herden Resveratrol-behandelter Tiere wurde an Tag 28 eine Gefalldichte von 341
+ 21 mm™? und 273 £ 22 mm™ im Vergleich zu den Kontrolltieren mit 401 + 13 mm™ und 421 + 47

mm2 ermittelt (p < 0,05) (Abb. 22E).
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peritoneal mesenterial

Abbildung 22: Immunhistochemische Fluoreszenzfdrbung CD31-positiver GefdfSe in peritonealen (A, B) und mesenterialen
Endometrioseherden (C, D) 28 Tage nach Transplantation in die Bauchhéhle von BALB/c Mdusen. Die Tiere wurden
intragastral mit 25% Ethanol (Kontrolle; A und C) oder 40 mg/kg Resveratrol (B und D) behandelt. Die Fdrbung erfolgte mit
Hoechst 33342 zur Identifizierung der Zellkerne (blau) und einem Antikérper gegen CD31 zur Darstellung der Endothelzellen
(rot). Es ist deutlich erkennbar, dass die Endometrioseherde der Kontrollgruppe eine héhere Anzahl CD31-positiver Gefdfse
(Pfeile) aufweisen. Mafstab: 50 um (A-D). (E): GefdRdichte (mm?) der peritonealen und mesenterialen Endometrioseherde
von Kontrolltieren (weifSe Sdulen) und Resveratrol-behandelten Tieren (schwarze Sdulen) am Tag 28 (Gruppengréfe jeweils
n=10). Mittelwert + SEM;*p < 0,05 versus Kontrolle.

Eine weitere immunhistochemische Doppelfluoreszensfarbung zur Markierung von PCNA/CD31-
doppelpositiven Endothelzellen gab Aufschluss lber deren Proliferationsfahigkeit (Abb. 23A-D). In
Resveratrol-behandelten Tieren betrugt die Proliferationsrate der Endothelzellen 9,3 + 1,0% in
peritonealen und 9,8 * 0,7% in mesenterialen Herden. Im Vergleich dazu waren die

Proliferationsraten der Kontrolltiere mit 17,2 + 1,6% in peritonealen und 16,3 = 1,5% in

mesenterialen Herden signifikant hoher (p < 0,05) (Abb. 23E).
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Abbildung 23: Immunhistochemische Doppelfluoreszenzfidrbung PCNA/CD31-positiver Gefdfle in peritonealen (A, B) und
mesenterialen Endometrioseherden (C, D) 28 Tage nach Transplantation von Uterusfragmenten in die Bauchhéhle von
BALB/c Mdusen. Die Tiere wurden intragastral mit 25% Ethanol (Kontrolle; A und C) oder 40 mg/kg Resveratrol (B und D)
behandelt. Die Fdrbung erfolgte mit Hoechst 33342 zur Identifizierung der Zellkerne (blau), einem Antikérper gegen PCNA
zur Fdrbung proliferierender Zellen (rot) und einem Antikérper gegen CD31 zur Darstellung der Endothelzellen (griin). Es ist
deutlich erkennbar, dass die Anzahl proliferierender CD31/PCNA-doppelpositiver Endothelzellen(Pfeil) innerhalb der
Kontrollgruppe héher ist als in der Xanthohumol-Gruppe. Maf3stab: 25 um (A-D). (E): Proliferationsrate CD31-positiver Zellen
(%) in peritonealen und mesenterialen Endometrioseherden von Kontrolltieren (weifle Séulen) und Xanthohumol-
behandelten Tieren (schwarze Sdulen) am Tag 28 (GruppengréfSe jeweils n=10). Mittelwert + SEM;*p < 0,05 versus Kontrolle.

6.2.4. Zellproliferation und Apoptose in Endometrioseherden

Die Proliferationsrate der Zellen wurde mit Hilfe der Proliferationsmarker PCNA (Abb. 24A-D) und
Ki67 (Abb. 25A-D) analysiert. Sowohl in peritonealen als auch in mesenterialen Lasionen der
Resveratrolgruppe wurde im Stromagewebe eine signifikant reduzierte Anzahl PCNA-positiver Zellen
detektiert. Die Proliferationsraten innerhalb der Behandlungsgruppe betrug 21,2 + 5,6% (peritoneal)
und 20,3 + 3,5% (mesenterial) versus 37,3 £ 5,4% und 37,4 + 6,0% in der Kontrollgruppe (Abb. 24E).

Bezliglich der proliferativen Aktivitdt der Drisenzellen beider Gruppen konnte kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden (Abb. 24F).
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Abbildung 24: Immunhistochemische Fdrbung PCNA-positiver Zellen in peritonealen (A, B) und mesenterialen
Endometrioseherden (C, D) 28 Tage nach Transplantation von Uterusfragmenten in die Bauchhéhle von BALB/c Mdusen. Die
Tiere wurden intragastral mit 25% Ethanol (Kontrolle; A und C) oder 40 mg/kg Resveratrol (B und D) behandelt. Die Fdrbung
erfolgte mit Methylgriin zur Identifizierung der Zellkerne (griin) und einem Antikérper gegen PCNA zur Fdrbung
proliferierender Zellen (braun). Es ist deutlich erkennbar, dass die Anzahl proliferierender Zellen (Stromazellen: Pfeil;
Driisenzellen: Pfeilspitze) in den Herden der Kontrollgruppe héher ist als in den Herden der Xanthohumol-Gruppe. Maf3stab:
50 um (A-D). (E-F): Proliferationsrate (%) der peritonealen und mesenterialen Endometrioseherde von Kontrolltieren (weifle
Sdulen) und Resveratrol-behandelten Tieren (schwarze Séulen) in Stromazellen (E) und Driisenzellen (F) am Tag 28
(GruppengréfSe jeweils n=10). Mittelwert + SEM;*p < 0,05 versus Kontrolle.

Wie erwartet, war die Expression von Ki67 in den Endometrioseherden wesentlich geringer, da Ki67

im Gegensatz zu PCNA ein spezifischerer Proliferationsmarker ist [KORDEK et al., 1996].
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Abbildung 25: Immunhistochemische Fdrbung Ki67-positiver Zellen in peritonealen (A, B) und mesenterialen
Endometrioseherden (C, D) 28 Tage nach Transplantation von Uterusfragmenten in die Bauchhéhle von BALB/c Mdusen. Die
Tiere wurden intragastral mit 25% Ethanol (Kontrolle; A und C) oder 40 mg/kg Resveratrol (B und D) behandelt. Die Fidrbung
erfolgte mit Methylgriin zur Identifizierung der Zellkerne (griin) und einem Antikérper gegen Ki67 zur Fdrbung
proliferierender Zellen (braun). Es ist deutlich erkennbar, dass die Anzahl proliferierender Zellen (Stromazellen: Pfeil;
Driisenzellen: Pfeilspitze) in den Herden der Kontrollgruppe héher ist als in den Herden der Xanthohumol-Gruppe. Maf3stab:
50 um (A-D). (E-F): Proliferationsrate (%) der peritonealen und mesenterialen Endometrioseherde von Kontrolltieren (weifse
Sdulen) und Resveratrol-behandelten Tieren (schwarze Sdulen) in Stromazellen (E) und Driisenzellen (F) am Tag 28
(GruppengréfSe jeweils n=10). Mittelwert + SEM;*p < 0,05 versus Kontrolle.

Im Drisenepithel peritonealer als auch mesenterialer Herde Resveratrol-behandelter Tiere wurde

mit 6,5 £ 1,2% und 5,5 + 0,9% versus 23,4 + 4,3% und 10,8 £ 2,0% im Vergleich zur Kontrollgruppe



ERGEBNISSE 56

eine signifikant reduzierte Proliferationsrate gemessen (Abb. 25F). Innerhalb des Stromagewebes

wurde kein Unterschied gefunden (Abb. 25E).

Nach immunhistochemischer Farbung von Casp-3 konnten an Tag 28 keine positiven Zellen in den

Endometrioseherden beider Gruppen detektiert werden.

6.3. Zusammenfassung der Ergebnisse
In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurde erstmals die Wirkung von Xanthohumol und
Resveratrol auf das GréBenwachstum und die Entwicklung neuer BlutgefiRe von Endometriose-

herden im murinen Tiermodell untersucht. Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1. Mittels hochauflosendem Ultraschall konnte die GréBRenentwicklung peritonealer
Endometrioseherde repetitiv Giber einen Zeitraum von 28 Tagen analysiert werden. Dabei war
die Differenzierung zwischen Stromaanteil und Zystenanteil gut moglich. Sowohl Xanthohumol
als auch Resveratrol inhibierten das Wachstum peritonealer Endometrioseherde. Uber den
Zeitverlauf konnten in den Behandlungsgruppen signifikant reduzierte Gesamtvolumina der

Herde im Vergleich zu den Kontrollgruppen nachgewiesen werden.

2. Die Ergebnisse der Ultraschalluntersuchung wurden durch die Messung mittels eines digitalen
Messschiebers bestatigt. Zusatzlich zu den peritonealen Herden wurden mesenteriale
Endometrioseherde induziert und vermessen. Unabhangig von der Lokalisation der
Endometrioseherde konnte ein inhibitorischer Effekt beider Substanzen auf die GroRe der
Herde festgestellt werden. Fir die Endometrioseherde in Resveratrol-behandelten Tieren

wurde dies zusatzlich durch eine histomorphometrische Analyse bestatigt.

3. Xanthohumol und Resveratrol haben eine inhibitorische Wirkung auf die Vaskularisierung
peritonealer und mesenterialer Endometrioseherde. Die quantitative Analyse CD31-positiver
Zellen zeigte nach 28 Tagen eine reduzierte GefaRdichte in den behandelten Herden im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Weitergehende Untersuchungen konnten belegen, dass diese
anti-angiogene Wirkung auf einer Reduktion der Proliferationsfahigkeit der Endothelzellen

beruhte.

4. Beide Phytosubstanzen wirkten anti-proliferativ. Endometrioseherde Xanthohumol-
behandelter Tiere wiesen an Tag 28 eine deutlich reduzierte Anzahl PCNA-positiver Zellen auf.
In Resveratrol-behandelten Tieren war die Proliferationsrate der Stromazellen an Tag 28
geringer als in der Kontrollgruppe, wohingegen in Drisenzellen kein Unterschied

nachgewiesen werden konnte. Als weiterer spezifischer Proliferationsmarker wurde Ki-67
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eingesetzt. Hier zeigte sich 28 Tage nach Resveratrolbehandlung in den Endometrioseherden
ein signifikanter Unterschied an Ki-67-positiven Signalen in den Epithelzellen der Driisen. Die

Anzahl Ki-67-positiver Zellen im Stromagewebe war in beiden Gruppen gleich.

Zur ldentifizierung der intrazellularen Signalkaskaden, welche die anti-proliferative und anti-
angiogene Wirkung von Xanthohumol vermitteln, wurden Proteine des PI13-K/AKT- und des
MAPK/ERK-Signalweges untersucht. Beide Signaltransduktionswege sind an der Regulation des
Zellwachstums und der Angiogenese beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass Xanthohumol
die Expression von PI3-K jedoch nicht die Expression von pERK1/2 in Endometrioseherden

inhibiert.
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7. Diskussion

7.1. Diskussion von Material und Methoden

7.1.1. Tierexperimentelle Endometriosemodelle

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die Wirkung von Xanthohumol und Resveratrol auf die
Vaskularisierung und GroRenentwicklung von Endometrioseherden im Tiermodell untersucht. Die
Endometriose ist eine haufige gynakologische Erkrankung, deren Pathogenese und die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen bislang nicht vollstandig aufgeklart wurden. Sie gilt jedoch als
Ostrogenabhadngige und angiogene Erkrankung, da das Wachstum des ektopen Endometriums durch
Ostradiol stimuliert wird und das Uberleben des Gewebes von der Bildung neuer BlutgefiRe und der
damit verbundenen Sauerstoffversorgung abhangig ist. Zur Analyse pathogenetischer Mechanismen
der Endometriose und fiir die Evaluierung neuer Medikamente zur Behandlung der Erkrankung

wurden in den letzten Jahren verschiedene experimentelle Tiermodelle eingesetzt.

Eine Voraussetzung fiir die Entwicklung einer Endometriose ist die Menstruation, sodass diese
Erkrankung spontan nur im Menschen oder Primaten entsteht [GRUMMER, 2006]. Zur Erforschung
grundlegender Mechanismen der Endometriose wurden verschiedene Primaten-Modelle eingesetzt
[STORY und KENNEDY, 2004]. Obwohl speziell Primaten-Modelle dem Menschen in Bezug auf
Anatomie, Fortpflanzung und Immunstatus sehr gut entsprechen, sind die hohen Kosten fiir die
Haltung der Tiere, Studiendurchfiihrung sowie das geringe Vorkommen spontaner Endometriosen
ein limitierender Faktor. Auf Grund dieser Limitationen wurden neue Endometriosemodelle durch

Transplantation von Endometrium entwickelt [GRUMMER, 2006].

Ein weit verbreitetes Modell ist das der Chorioallantoismembran (CAM) des befruchteten
Hiihnereies. Nach Transplantation von humanem Endometrium auf die CAM entwickeln sich typische
Endometrioseherde mit endometrialen Driisen und Stromazellen wobei die Unversehrtheit des
Gewebes eine wesentliche Voraussetzung fir die Implantation auf der Membran darstellt [MAAS et
al., 2001; NAP et al., 2003]. Da die CAM ein dichtes mikrovaskuldares Gefdlnetzwerk aufweist,
ermoglicht dieses Modell differenzierte Beobachtungen zur Angiogenese von humanem
Endometrium. In mehreren Studien wurden dabei verschiedene Angiogenese-relevante Faktoren wie
VEGF [KRESSIN et al., 2001], MMP-1 und -2 [WOLBER et al., 2003] sowie Ang-1 und -2 [DRENKHAHN
et al., 2004] identifiziert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass anti-angiogene Substanzen wie anti-
VEGF-Antikorper, TNP-470, Endostatin und Anginex die Vaskularisierung der Transplantate reduziert
[NAP et al.,, 2005]. Deutliche Vorteile des CAM-Assay liegen in der einfachen Durchfiihrung des

Versuches und der Moglichkeit, die Entwicklung neuer Blutgefalie repetitiv zu untersuchen.



DISKUSSION 59

Ein weiteres Modell zur repetitiven, nicht-invasiven Analyse der Angiogenese ist die
Rickenhautkammer, die urspriinglich zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens von Zellen und
Tumorimplantaten entwickelt wurde [SANDISON, 1928; ALGIRE, 1943; ARFORS et al., 1943]. In den
vergangen Jahrzehnten wurde das Modell zur Analyse der Mikrohdmodynamik eines GefaRsystems
bestehend aus Arteriolen, Kapillaren und Venolen an Ratten [PAPENFUSS et al., 1979], Nacktmausen
[LEHR et al., 1993] und am Hamster [ENDRICH et al.,, 1980] etabliert. Die Transplantation von
Endometriumfragmenten in die Rickenhautkammer von Syrischen Goldhamstern erméglicht in vivo
die Visualisierung der Neovaskularisierung und die quantitative Analyse mikrohamodynamischer
Parameter der Mikrozirkulation in Endometrioseherden [LASCHKE et al., 2005]. Somit stellt dieses
Modell ebenfalls einen vielversprechenden Ansatz zur Testung anti-angiogener Substanzen zur
Therapie der Endometriose dar. Mit Hilfe dieses Modells konnte bereits nachgewiesen werden, das
selektive COX-2-Inhibitoren [LASCHKE et al., 2007; LASCHKE et al.,, 2006b], Hemmstoffe der
Proteinkinase CK2 [FENG et al., 2012] und Phytosubstanzen wie HBA [LASCHKE et al.,, 2011] und
EGCG [LASCHKE et al., 2008] die Vaskularisierung und Zellproliferation in transplantierten
Endometriumfragmenten inhibieren und somit eine Regression sich entwickelnder

Endometrioseherde induzieren.

Sowohl die Rickenhautkammer als auch das CAM-Modell haben jedoch entscheidende Nachteile.
Die Transplantationsstelle der Endometriumfragmente entspricht nicht der physiologischen
Umgebung innerhalb des Bauchraumes. Deshalb werden die immunologischen Interaktionen
zwischen Endometrium und Peritoneum, die einen Einfluss auf die Entstehung einer Endometriose
haben kdnnten, in diesen Modellen nicht widergespiegelt. Da es sich bei der CAM um embryonales
Gewebe handelt, ist das Immunsystem nicht vollstandig ausgebildet. Dadurch unterscheidet sich das
Wachstumsfaktorprofil von dem des adulten Organismus und ebenso auch von dem der
Peritonealfliissigkeit. Ein weiterer Nachteil ist der limitierte Untersuchungszeitraum von 10 Tagen fir

das CAM-Modell und 14-21 Tagen fiir die Riickenhautkammer.

Untersuchungen (ber einen langeren Zeitraum konnen im Modell der intraperitonealen
Endometriose durchgefiihrt werden, bei dem Endometriumfragmente in die Bauchhdhle
transplantiert werden. Das erste autologe Endometriose-Modell wurde in Kaninchen etabliert, wobei
Gewebefragmente eines Uterushornes an das Peritoneum transplantiert wurden [SCHENKEN und
ASCH, 1980]. Nach einem Beobachtungszeitraum von 14 Tagen wurden die Transplantate
histologisch als Endometrioseherde charakterisiert. Dieses Modell wurde von VERNON und WILSON
[1985] fir die Ratte und von STEINLEITNER et al. [1991] fir Syrische Goldhamster adaptiert. Ein
erstes autologes Mausmodell etablierten CUMMINGS und METCALF [1995]. Dabei wurden
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Uterusfragmente in den Bereich der intestinalen MesenterialgefdRe transplantiert. Dieses Modell

wurde in einer Vielzahl von Studien weiterentwickelt.

In heterologen Mausmodellen wird humanes Gewebe [GRUMMER et al., 2001; NISOLLE et al., 2000a;
BRUNER et al.,, 1997] oder Endometrium aus Menstrualblut [EGGERMONT et al., 2005; VAN
LANGENDONCKT et al.,, 2004; NISOLLE et al., 2000b] in die Bauchhohle von immundefizienten
Mausen transplantiert. Da viele Faktoren zur Entstehung einer Endometriose beitragen, kdnnen in
diesem Modell gezielt zelluldire Mechanismen untersucht werden, welche die Veranderung und
Anpassung des humanen Gewebes nach der Implantation beeinflussen. Darliber hinaus eignen sich
heterologe Nagermodelle, um Effekte therapeutischer Targets auf das humane Gewebe zu
analysieren. Nachteilig wirkt sich jedoch das fehlende Immunsystem der Tiere aus. Da die
Endometriose auch als eine inflammatorische Erkrankung gilt, ist dieses Modell nicht geeignet, die
immunologischen  Interaktionen  zwischen ektopem Gewebe und Implantationsstelle
widerzuspiegeln. Dies konnte in Studien gezeigt werden, die den Effekt von immunregulatorischen
Substanzen auf Endometrioseherde untersuchten. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass COX-2-
Inhibitoren keinen Einfluss auf die GroRenentwicklung ektoper Endometrioseherde in Nacktmausen
haben [HULL et al., 2005]. Um solche Studien durchzufiihren werden, homologe Mausmodelle

verwendet.

Hierbei werden Endometriumfragmente aus dem Uterus eines Tieres isoliert und in dasselbe Tier
(autolog) bzw. von einem Spendertier in ein Empfangertier (syngen) transplantiert. Nachteilig kann
sich hierbei ein unterschiedlicher Hormonstatus der Spender und Empfangertiere auswirken, der das
Wachstum der Transplantate beeinflusst. Die autologe Transplantation umgeht dieses Problem,
wobei der chirurgische Eingriff der Uterusresektion immunologische Veranderungen durch eine
induzierte Entziindung im Bauchraum hervorrufen kann. Vorteile des syngenen Mausmodells ist
jedoch die Moglichkeit, eine hohe Anzahl an genetisch identischen Tieren Uber einen langeren
Zeitraum analysieren zu kénnen, sowie vergleichsweise geringe Kosten fiir die Tierbeschaffung und
Haltung [GRUMMER, 2006]. Dariiber hinaus eignet sich das Modell, um die Effekte therapeutischer,

immunmodulatorischer und anti-angiogener Substanzen zu untersuchen.

Intraperitoneale Endometrioseherde konnen auf verschiedene Arten induziert werden. Nach Abldsen
des Endometriums vom Myometrium werden Endometriumfragmente suspendiert und in die
Bauchhohle injiziert [SOMIGLIANA et al.,, 1999]. Allerdings ist die geringe Anwachsrate der
Gewebefragmente sowie die geringe Wiederfindungsrate ein entscheidender Nachteil dieser
Methode. Zur besseren Bestimmung der Lokalisation und GréBe von Endometrioseherden
transplantierte HIRATA et al. [2005] GFP-positives Gewebe in Wildtyp-Mause. Eine weitere

Moglichkeit zur Induktion von Endometrioseherden besteht darin, Uterusfragmente am Peritoneum
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anzundhen [GRUMMER et al., 2001]. Durch die Fixierung wird das Auffinden der Fragmente deutlich
erleichtert. Die Transplantation von Uterusgewebe im Bereich der BlutgefdRe des Mesenteriums

flhrt dabei zu einer besseren Blutversorgung der Transplantate [STOECKEMANN et al., 1995].

Zur Untersuchung des Effektes von Xanthohumol und Resveratrol auf sich entwickelnde
Endometrioseherde wurden in der vorliegenden Arbeit Endometrioseherde durch die syngene
Transplantation von isoliertem Endometrium an das Peritoneum der Bauchwand und das

Mesenterium des Diinndarmes induziert.

7.1.2. Ultraschall-Analyse

Die Entwicklung neuer Medikamente zur Behandlung der Endometriose setzt die repetitive
Untersuchung von Endometrioseherden in Tiermodellen mit sensitiven Nachweismethoden voraus.
Diese wiederholten Kontrollen erlauben eine prazise Beobachtung des Krankheitsverlaufes und
entsprechen der klinischen Diagnostik, bei der die GroRenentwicklung der Herde einen wichtigen
Parameter zur Stadieneinteilung und zur Uberpriifung des Behandlungserfolges darstellt. Lange Zeit
war die Vermessung von Endometrioseherden mittels Schieblehre die Standardmethode zur
Ermittlung des GréRenwachstums in praklinischen Tiermodellen. Hierbei wird der gréfte (D1) und
der dazu rechtwinklige, kleinste Durchmesser (D2) eines Herdes gemessen und die Oberflache mit
der Ellipsoidformel D1xD2xm/4 berechnet [BECKER et al., 2006]. Diese Methode ist jedoch nicht zur
repetitiven Untersuchung von Endometrioseherden geeignet, da hierzu wiederholte Laparotomien
notwendig waren. Dabei konnten induzierte Entzlindungen, ausgeldst durch die Transplantation des
Uterusgewebes, verstarkt werden. Dies flihrt zu erhoéhten Konzentrationen von
proinflammatorischen Mediatoren in der Peritonealflissigkeit, die das Wachstum der
Endometrioseherde beeinflussen [ZHOU et al.,, 2010]. Nachteilig wirkt sich auch die hohe
Heterogenitat der Herdform bei der zweidimensionalen Messung aus, da nicht jeder Herd eine
ellipsoide Form aufweist. Weiterhin weist die Messung mit Schieblehre hohe Interobserver-

Variabilitat auf.

Wiederholte Analysen von Endometrioseherden am selben Tier lassen sich minimal-invasiv mit
konfokaler Laserendomikroskopie durchfiihren. Dies ermdoglicht die real-time in vivo-Mikroskopie des
Gewebes, wobei mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen die Vaskularisierung der Transplantate
analysiert werden kann. Zusatzlich ist in vivo die immunhistochemische Darstellung molekularer
Targets moglich [WANG et al., 2013]. Diese Technik ermdglicht eine Vielzahl verschiedener Analysen
wahrend eines Untersuchungszeitpunktes, ist aber ebenfalls mit wiederholten chirurgischen
Eingriffen verbunden, die sich negativ auf die physiologische Zusammensetzung der

Peritonealfliissigkeit auswirken kénnen.
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Um diese Probleme zu umgehen, entwickelte BECKER et al. [2006] basierend auf der Messung von
Biolumineszenz ein nicht-invasives Modell zur repetitiven Untersuchung von Endometrioseherden.
Hierbei werden Luziferase-exprimierende transgene Tiere verwendet, deren Uterusgewebe in Wild-
Typ-Mause transplantiert wird. Durch Injektion von Luziferin wird ein spezifisches Lichtsignal in den
Transplantaten erzeugt, das durch die Bauchwand detektiert werden kann. Die Intensitdt des
Signales korreliert mit der Position und der Grofe der Transplantate. Jedoch ist fur die

Biolumineszenz-Bildgebung die Verwendung transgenen Gewebes Voraussetzung.

Eine weitere Moglichkeit zur Messung intraperitonealer Endometrioseherde ist die
Magnetresonanztomographie (MRT), wobei eine gute Korrelation zwischen den Volumina, die mit
MRT und Schieblehre gemessen werden, besteht [SILVEIRA et al., 2013]. Vorteil dieser
Untersuchungsmethode ist die qualitativ hochwertige Bildgebung mit hohem Weichteilkontrast und
raumlicher Auflésung [BROCKMANN et al., 2007]. Teilweise kdonnen hierzu neuere klinische Gerate
verwendet werden, die mit speziellen Spulen ausgestattet sind. Zur detaillierten Untersuchung
pathologischer Prozesse wie Entziindungen, Organperfusion oder Zellmigration werden jedoch
spezielle Kleintier-MRT’s mit einer hohen Feldstarke von bis zu 17,6 Tesla bendtigt. Die erzeugten
Bilder zeichnen sich durch hohe Empfindlichkeit aus, wobei mit zunehmenden Feldstarken haufig
Artefakte auftreten kdnnen [DE KEMP et al., 2010]. Limitierend fir die MRT-Bildgebung sind jedoch

die hohen Anschaffungskosten fiir die Gerate sowie die teilweise langen Untersuchungszeiten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Technik der hochauflésenden Ultraschallbildgebung zur nicht-
invasiven, repetitiven Analyse induzierter Endometrioseherde angewendet [LASCHKE et al., 2010].
Die eindeutigen Vorteile der Sonographie liegen in der hohen raumlichen Auflésung, dem
Gewebekontrast auch ohne die Verwendung von Kontrastmitteln sowie der schnellen und einfachen
Handhabung [BECKMANN et al., 2007]. Die Ultraschalltechnik wurde bislang sehr effektiv in der
Erforschung von Tumorerkrankungen und der praklinischen Entwicklung von neuen Medikamenten
eingesetzt. Studien haben gezeigt, dass die dreidimensionale Bildgebung von Prostatatumoren im
Mausmodell eine 100%ige Wiederfindungsrate der Tumore auch in der frilhen Phase des Wachstums
ermoglicht [WIRTZFELD et al., 2005]. Weiterhin konnte die Progression des Gewebes wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase beobachtet werden. Hierbei ergab sich eine sehr gute Korrelation
zwischen zwei- und dreidimensionaler Volumenmessung [CHEUNG et al., 2005] sowie im Vergleich
mit der histomorphometrischen Auswertung von Gewebeschnitten [JOUANNOT et al., 2006]. Somit
kann diese bildgebende Technik zur Visualisierung und Quantifizierung von Gewebewachstum
eingesetzt werden und stellt ein zuverlassiges System zur Verlaufsbeobachtung medikamentoser

Therapien dar [WEISSLEDER, 2002].
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In der vorliegenden Arbeit wurde zur Analyse des GréBenwachstums Xanthohumol- und Resveratrol-
behandelter Endometrioseherde ein hochauflésendes Ultraschallgerat verwendet. Hierbei kam ein
40 MHz Ultraschallkopf mit einer Auflésung von 30 um und einer Fokustiefe von 6 mm zum Einsatz.
Zur Untersuchung wurden die an der Bauchwand angendhten Endometrioseherde herangezogen, da
diese nicht wie die mesenterialen Herde der Peristaltik des Darmes unterworfen waren. Allerdings
kann das Wachstum der Transplantate durch das verwendete Nahtmaterial beeinflusst werden.
Durch die Induktion von Endometrioseherden durch intraperitoneale Injektion von
Gewebefragmenten [HIRATA et al., 2005, NOWAK et al, 2008] kann eine solche
Fremdkdrperreaktion vermieden werden. Jedoch sind auf diese Weise induzierte Endometrioseherde
bei der Ultraschallbildgebung durch ihre nicht definierte Lokalisation sehr schwer wieder

aufzufinden.

In einer vorhergehenden Studie konnte bereits gezeigt werden, dass durch hochauflésende
Ultraschallbildgebung eine nichtinvasive, repetitive Analyse des Stromawachstums und der
Zystenbildung in sich entwickelnden peritonealen Endometrioseherden moglich ist [LASCHKE et al.,
2010]. Dabei ist eine Unterscheidung der beiden zellularen Kompartimente Uber einen Zeitverlauf
von 28 Tagen sehr gut moglich. Die Messung von Zysten- und Stromavolumen und die daraus
resultierenden Wachstumsraten zeigten, dass die initiale Entwicklung der Herde durch eine
verstarkte Zellproliferation ausgelost wird. Im spateren Verlauf ist die Groenzunahme der Herde
durch die Entwicklung groRvolumiger Zysten gekennzeichnet. In Ubereinstimmung mit
vorhergehenden Studien zur ultraschallbasierten Analyse von Tumorgewebe konnten die Autoren
auch hier eine gute Korrelation zwischen den Ultraschallergebnissen, Schieblehrenmessungen und

Histomorphometrie zeigen.

Demzufolge ermoglicht diese Untersuchungsmethode eine nicht-invasive, morphologische
Bildgebung in Echtzeit, die im Vergleich zu anderen Verfahren relativ kostenglinstig und weniger
zeitintensiv ist. Zudem stellt die kurze Aquisitionszeit der Daten eine geringere Belastung fiir das
Versuchstier dar. Die Moglichkeit, Endometrioseherde wiederholt in Verlaufsstudien zu analysieren,
reduziert die Anzahl der Versuchstiere, da diese zur Datenerhebung nicht mehr zu den

unterschiedlichen Zeitpunkten getétet werden missen.
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7.2. Diskussion der Ergebnisse

7.2.1. Xanthohumol

Xanthohumol stellt mit 82-89% den Hauptbestandteil der prenylierten Flavonoide im Hopfen dar
[ALBINI et al., 2006]. Als pleiotrope Substanz entfaltet Xanthohumol ein breites Wirkungsspektrum
und beeinflusst in vitro und in vivo eine Vielzahl molekularer Signalwege in verschiedenen
Tumorzelllinien [MIRANDA et al., 1999; DELL'EVA et al.,, 2007; MONTEIRO et al., 2008]. Die anti-
proliferativen, anti-inflammatorischen und anti-angiogenen Eigenschaften von Xanthohumol lassen
darauf schlieRen, dass die Substanz zur Pravention und Therapie von Tumorerkrankungen eingesetzt
werden kann [STEVENS und PAGE, 2004]. Neben den genannten Effekten wirkt Xanthohumol auch
als Aromatase-Inhibitor und nimmt somit Einfluss auf die Ostrogen-Synthese [MONTEIRO et al.,
2006]. Basierend auf diesen Erkenntnissen konnte der Einsatz von Xanthohumol eine
vielversprechende Behandlungsstrategie zur Therapie Ostrogen-abhingiger Erkrankungen und somit

auch der Endometriose darstellen.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Xanthohumol die Entwicklung von
Endometrioseherden inhibiert [RUDZITIS-AUTH et al.,, 2012]. Diese Hemmung flihrt zu einer
Regression der Endometrioseherde durch die Inhibition der Zellproliferation und Angiogenese. In der
durchgefiihrten Studie wurde eine Xanthohumol-Dosierung verwendet, die bereits in anderen in vivo
Experimenten zu einem verminderten Tumorwachstum durch Inhibition der Vaskularisierung fihrte
[MONTEIRO et al., 2008]. Da die Bioverfiigbarkeit von Xanthohumol generell sehr niedrig ist
[LEGETTE et al., 2012], wird die Gabe von 100 mM Xanthohumol (~8 mg/kg) zu keinen relevanten
Plasmaspiegeln fiihren. In pharmakokinetischen Tierstudien konnte jedoch nachgewiesen werden,
dass Xanthohumol nicht-enzymatisch zu Iso-Xanthohumol und enzymatisch zu 6- und 8-
Prenylnaringenin konvertiert wird. Die Umwandlung von Iso-Xanthohumol zu 8-Prenylnaringenin,
dem bislang potentesten Phytodstrogen, wird hepatisch Gber Cytochrom1A2 [GUO et al., 2006] oder
durch die Darmflora katalysiert [POSSEMIERS et al., 2006]. Es ist daher anzunehmen, dass der
inhibitorische Effekt von Xanthohumol auch durch seine Metaboliten vermittelt wird. Diese
Erkenntnisse sowie die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen darauf schlieRen, dass auch
niedrige Konzentrationen von Xanthohumol relevante biologische Effekte ausiiben und deshalb

gegen Krebs oder Endometriose eingesetzt werden kdnnen.

Der Einsatz von anti-angiogenen Substanzen zur Behandlung der Endometriose wird in den letzten
Jahren vermehrt diskutiert [LASCHKE et al., 2006a; 2006b; BECKER und D"AMATO, 2007; LASCHKE et
al., 2007; LASCHKE und MENGER, 2007]. In vorausgehenden Studien wurde bereits eine anti-
angiogene Wirkung von Xanthohumol beschrieben. Es ist bekannt, das Xanthohumol die Expression

von VEGF-A reduziert und somit zu einer verminderten BlutgefaBdichte in Brustkrebs-
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Xenotransplantaten und bei Wundheilungsmodellen fiihrt [MONTEIRO et al., 2008; NEGRAO et al.,
2012]. Weiterhin konnte gezeigt werden, das Xanthohumol die Proliferation endothelialer Zellen
hemmt, wobei durch die Inhibition der Serin/Threonin-Kinase AKT eine Reduktion der NF-kB-
Aktivierung und der IkBa-Phosphorylierung erfolgt [ALBINI et al., 2006]. In Ubereinstimmung mit
diesen Studien konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass Xanthohumol einen
direkten anti-proliferativen Effekt auf die Endothelzellen der BlutgefdRe in Endometrioseherden
austbt. Infolge dessen war die Kapillardichte der Herde signifikant reduziert. Dabei kam es allerdings
nicht zu einer Induktion von Apoptose. Vielmehr kann diese Wirkung durch die bereits beschriebene
direkte Hemmung des VEGF-Signalweges erkldrt werden [DELL’EVA et al., 2007; NEGRAOD et al.,
2012].

In vitro Analysen belegen, dass Endometrioseherde oxidativem Stress ausgesetzt ist. Die durch die
Zunahme der ROS-Produktion ausgeloste Fehlregulation von Signalwegen der ROS-Detoxifikation
resultiert in einer gesteigerten Zellproliferation durch die Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 [NGO
et al.,, 2009]. Als weiterer Wirkmechanismus konnte nachgewiesen werden, dass Xanthohumol in
héheren Konzentrationen die Bildung von Superoxid-Anion-Radikalen anregt. Diese fiihren zu einem
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und leiten damit den apoptotischen
Zelltod ein [STRATHMANN et al.,, 2010]. Allerdings konnte dieser Einfluss von Xanthohumol im
vorliegenden Modell ausgeschlossen werden, da in den immunhistochemischen Analysen keine
apoptotischen Zellen nachgewiesen wurden. Andererseits gilt Xanthohumol als Antioxidanz und ist in
der Lage, ROS wie Hydroxyl- und Peroxyl-Radikale abzufangen [GERHAUSER et al., 2002]. Zudem
fordert oxidativer Stress die Expression von VEGF und beginstigt dadurch die Vaskularisierung des
ektopen Gewebes [PARK et al., 2006; TAYLOR et al., 2009]. Somit kdnnte der anti-oxidative Effekt von

Xanthohumol zusatzlich die Regression von Endometrioseherden férdern.

In Anbetracht der Tatsache, dass das Uberleben und die Proliferation des Endometriosegewebes
wesentlich von der Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen abhangig ist [GROOTHUIS et al., 2005;
LASCHKE und MENGER, 2007], konnte der beobachtete anti-angiogene Effekt von Xanthohumol eine
Erklarung flr die reduzierte Zellproliferation in den Endometrioseherden sein. Weiterhin konnte die
anti-proliferative Wirkung von Xanthohumol durch einen direkten Einfluss auf den Zellzyklus
ausgelost werden. Dabei kommt es zur Induktion eines Zellzyklusarrestes wihrend der S- und G2/M-
Phase oder zu einer Inhibition der p21-Expression und cdc2-Phosphorylierung [DRENZEK et al., 2001].
Eine proliferationshemmende Wirkung kdnnte auch durch das anti-6strogene Potential der Substanz
ausgelost werden [GERHAUSER et al., 2002]. Obwohl Xanthohumol selbst keine 6strogene Aktivitat
entfaltet, wird nach Verabreichung der Substanz die Ostrogensynthese durch Inhibition der

Aromatase gehemmt. Ostrogen stimuliert die Proliferation von Endometrium durch eine Aktivierung
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des PI3-K-Signalweges lber eine NF-kB- vermittelte Inhibition der Phosphatase PTEN [ZHANG et al.,
2010]. Durch die Inhibition der Aromatase oder durch Bindung an den Ostrogenrezeptor kdénnte
Xanthohumol (ber diesen Mechanismus die PI-3K-Expression reduzieren und damit zu anti-
proliferativen Effekten flihren. Fir diese Hypothese sprechen die Ergebnisse der vorliegenden
Western Blot-Analyse. Dabei konnte gezeigt werden, dass Xanthohumol die PI3-K-Expression hemmt,

die pErk1/2-Expression aber nicht beeinflusst.

Das klinische Bild der Endometriose ist gekennzeichnet durch eine sehr variable Verteilung von
Endometrioseherden innerhalb des Bauchraums. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der Effekt
von Xanthohumol auf Endometrioseherde an verschiedenen Transplantationsstellen, wie der
lateralen Bauchwand und dem Mesenterium, untersucht. Im Gegensatz zu mesenterialen Herden,
kénnen peritoneale Herde sehr gut mittels hochauflésender Ultraschallbildgebung detektiert
werden, da diese nicht durch Atembewegungen und Darmperistaltik in ihrer Lokalisation beeinflusst
werden. Die Analyse der Ultraschallbilder zeigte, dass die Behandlung mit Xanthohumol neben der
Proliferation des Stromagewebes auch die Entwicklung groBvolumiger Zysten in Endometrioseherden
hemmt. Ein Ausloser dafiir konnte die Reduktion der sekretorischen Aktivitdit des glanduldren
Epithels sein. In Ubereinstimmung mit vorausgehenden Studien [STOECKEMANN et al., 1995] konnte
gezeigt werden, dass an Tag 28 mesenteriale Herde im Vergleich zu peritonealen Herden gréRer sind.
Dies kdnnte insbesondere durch die bessere Blutversorgung der Herde durch die MesenterialgefaRe
verursacht werden. Trotzdem konnte zwischen peritonealen und mesenterialen Herden innerhalb
einer Behandlungsgruppe kein erkennbarer Unterschied bei der GroRenentwicklung der Herde
beobachtet werden. Die Ultraschall-Ergebnisse wurden durch die Messung mittels digitalem
Messschieber bestatigt. Daher kann man davon ausgehen, dass sich ein Behandlungserfolg unter

Xanthohumol-Gabe unabhangig von der Lokalisation der Endometrioseherde im Bauchraum einstellt.

Um Nebenwirkungen auf die Reproduktionsorgane auszuschlieBen wurde zusatzlich zu der Analyse
der Endometrioseherde der Effekt von Xanthohumol auf den Uterus und die Ovarien untersucht. Da
im adulten Organismus Angiogenese ausschlieBlich wahrend der Embryonalentwicklung, der
Wundheilung sowie wahrend des Menstruationszyklus vorkommt [REYNOLDS et al., 1991, 2002], sind
unerwiinschte Effekte auf den weiblichen Reproduktionstrakt durch Angiogenese-Inhibitoren nicht
unwahrscheinlich. Interessanterweise zeigen die vorliegenden Untersuchungen, dass Xanthohumol
keinen Einfluss auf die Morphologie, Vaskularisierung und Zellproliferation im Uterus und im Ovar
ausilibt. Daher kann man annehmen, dass Xanthohumol selektiv auf Endometrioseherde wirkt. Dieses
Ergebnis stimmt mit denen einer Studie von HUSSONG et al. [2005] tiberein. In dieser Studie wurde

die Sicherheit von oralen Xanthohumol-Dosierungen bis zu 1000 mg/kg in Ratten untersucht und
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weder ein negativer Effekt auf die Fertilitdt noch auf die Entwicklung der Nachkommen

nachgewiesen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass Xanthohumol
die Entwicklung von Endometrioseherden hemmt. Die Verabreichung des Wirkstoffes resultiert in
einer Inhibition der Proliferation des Endometriums sowie der darin befindlichen Endothelzellen und
vermindert dadurch die Bildung neuer Blutgefille in den Herden. Somit stellt die Applikation von

Xanthohumol einen neuen therapeutischen Ansatz zur Therapie der Endometriose dar.

7.2.2. Resveratrol

Resveratrol kommt als Pflanzeninhaltsstoff in verschiedenen Lebensmitteln wie Weintrauben, roten
Beeren und Nissen vor. Auf Grund seiner vielfaltigen Wirkungsweisen ist das Stilbenderivat eine der
in den letzten Jahren am haufigsten untersuchten Phytosubstanzen im Bereich der Medizin und
Biowissenschaften. Neben kardio- und neuroprotektiven Effekten wird Resveratrol eine Reihe
weiterer gesundheitsfordernder und praventiver Eigenschaften bei einer Vielzahl von Erkrankungen
zugeschrieben. Hierzu zahlen Stoffwechselerkrankungen [BEAUDEUX et al., 2010], Auto-
Immunerkrankungen [BAUR und SINCLAIR, 2006], Arthritis [ELMALI et al., 2007],
Atemwegserkrankungen [ICHIKAWA et al., 2013] und Krebs [ALUYEN et al., 2012]. Demnach wirkt
Resveratrol anti-inflammatorisch, anti-oxidativ, pro-apoptotisch und anti-6strogen und wird als
erfolgversprechendes Mittel zur Therapie von Tumorerkrankungen angesehen [BAUR und SINCLAIR,

2006].

In einer kiirzlich veroffentlichen Studie berichtete BRUNER-TRAN et al. [2011], dass Resveratrol auch
zur Pravention und Therapie der Endometriose geeignet sein kdnnte. In dieser Studie konnten die
Autoren zeigen, dass die Behandlung mit Resveratrol das Anwachsen von Endometrioseherden
hemmt und gleichzeitig das Wachstum und damit die GrofRe der etablierten Herde reduziert. Als
moglicher Wirkmechanismus wurde hierbei der pro-apoptotische Effekt der Substanz in den
Vordergrund gestellt. In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die anti-
angiogene Aktivitat von Resveratrol ebenfalls zur Inhibition des Wachstums von Endometrioseherden
beitrdgt [RUDZITIS-AUTH et al., 2013]. Die hierzu eingesetzte perorale Applikation von 40 mg/kg
Resveratrol erwies sich bereits in vorhergehenden Tumor-Studien als effektive anti-angiogene

Dosierung [TSENG et al., 2004; HARIKUMAR et al., 2010].

Als pleiotrope Substanz wirkt Resveratrol auf wesentliche Mechanismen des angiogenen Prozesses
ein [CHEN and TSENG, 2007]. In vitro und in vivo inhibiert Resveratrol die Expression von HIF-1a und
VEGF durch die Hypoxie-vermittelte Aktivierung von Erk1/2 und AKT [CAO et al., 2004; TSENG et al.,
2004; ZHANG et al.,, 2005]. Weiterhin reduziert die Substanz die Aktivitdit von MMP-2 und -9
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[GANAPATHY et al., 2010], die wahrend der Angiogenese die extrazelluldre Matrix des vorhandenen
Gefdlles abbauen, sodass die Bildung von Kapillarsprossen durch Migration der Endothelzellen
ermoglicht wird [CARMELIET, 2000]. Ein weiterer Effekt ist die direkte Hemmung der Proliferation
und Migration von glatten GefaBmuskel- und Endothelzellen [HU et al., 2007; LEE et al., 2009]. Dies
wird durch die Reduktion der VEGF- und bFGF-Expression und der Aktivitdt von Erk1/2 und NF-kB
vermittelt. In Ubereinstimmung mit diesen Studien konnte hier nachgewiesen werden, dass die
Behandlung peritonealer und mesenterialer Endometrioseherde mit Resveratrol in einer Reduktion
der Kapillardichte resultiert. Detaillierte Untersuchungen zeigen, dass dies durch eine verminderte
Proliferationsaktivitdt der Endothelzellen in den neugebildeten MikrogefalRen der Herde verursacht

wird.

Zur nicht-invasiven repetitiven Beurteilung peritonealer Endometrioseherde wurde die
hochauflésende Ultraschallbildgebung eingesetzt. Dieser Ansatz ermoglichte die Unterscheidung
zwischen proliferierendem Stroma und Zysten wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums. Dies
ist ein wesentlicher Vorteil dieser Technik, da beide Kompartimente zu der GréRenentwicklung der
Herde beitragen [LASCHKE et al., 2010]. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die
Behandlung mit Resveratrol sowohl die sekretorische Aktivitat der glanduldren Zellen als auch die
Proliferation der Stromazellen hemmt. Dies resultiert in verminderten Zystenvolumina und einer
Regression des Stromagewebes. Weitere histomorphometrische Untersuchungen sowie der
Vergleich mit den Messschieber-Daten bestatigten diese Beobachtung. Die histomorphometrische
Analyse zeigte ahnlich wie die ultraschallbasierte Analyse, dass das Volumen des Stromagewebes in
der Behandlungsgruppe reduziert war. Allerdings wurden die aus den Histologieschnitten
berechneten Volumina im Vergleich zu den Ultraschalldaten deutlich unterschatzt, was auf die

Schrumpfung des Gewebes wahrend des Fixationsprozesses zuriickzufiihren ist.

Die Regression des Stromagewebes konnte durch vermehrte Apoptose ausgelést werden. Dies wurde
in der Studie von BRUNER-TRAN et al. [2011] in transplantiertem humanen Endometrium mittels
TUNEL-Assay gezeigt. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnte dieser Mechanismus
jedoch nicht bestatigt werden. In den Endometrioseherden konnten keine Casp-3-positiven Zellen
nachgewiesen werden. Dieses abweichende Ergebnis kann dadurch erklart werden, dass in beiden
Studien unterschiedliche Gewebetypen transplantiert wurden. So wurden in der vorliegenden Arbeit
Endometrioseherde durch die Transplantation von murinem Gewebe eines Spendertieres induziert.
Dies ist auch der Grund dafiir, dass die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse nicht vollstandig auf
die Pathogenese der Endometriose in humanen Patientinnen mit Endometriose Ubertragen werden
kénnen. Je nach Art und Ausmal eines Stimulus reagieren verschiedene Zellen unterschiedlich. Dabei

kann entweder die Apoptose eingeleitet oder durch Absterben und Zerfall der Zellen Nekrose auslost
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werden [ELMORE, 2007]. Bei der Verabreichung von zytotoxischen Substanzen ist die Wahl der
Dosierung von Bedeutung. Geringe Dosen kdnnen dabei Apoptose auslosen, wobei dieselbe Substanz
in hohen Dosen zur Nekrose flihrt. Der Nachweis von Casp-3 gilt als spezifischer Marker fiir die Phase
der frihen Apoptose, wohingegen der TUNEL-Assay auf die spate Phase fokussiert. Caspasen werden
jedoch haufig nur vorlibergehend exprimiert. Da die Zeitdauer von der Initiation der Apoptose bis
zum Zelltod lediglich ca. 2-3 Stunden betragen kann, kénnen in Langzeitstudien damit auch falsch
negative Ergebnisse ermittelt werden. Die Grundlage des TUNEL-Assays ist der Nachweis der DNA-
Fragmentierung. Dies ist auch bei nekrotischen Zellen, DNA-Reparatur und Gentranskription der Fall,
sodass diese Methode auch zu falsch positiven Ergebnissen fliihren kann. Zusatzlich ist bekannt, dass
Resveratrol einen dosisabhangigen Effekt auf die Induktion der Apoptose ausiibt [MUKHERIJEE et al.,
2010]. In der durchgefiihrten Studie wurden die Tiere mit einer 8-fach niedrigeren Dosis behandelt
als in der vorhergehenden Studie von BRUNER-TRAN et al. [2011]. Daher ist es moglich, dass die hier
eingesetzte Dosierung nicht ausreichend hoch war, um Apoptose zu induzieren. Dariiber hinaus
konnte die Apoptose auch Uber einen Caspase-unabhdngigen mitochondrialen Weg eingeleitet
werden. Dabei kommt es zu einer mitochondrialen Freisetzung von Apoptosis-inducing Factor (AlF)
und Endonuclease G. Die nachfolgenden Translokation von AIF vom Zytosol in den Zellkern resultiert
in einer DNA-Fragmentierung welche die Apoptose auslost [ZHANG et al., 2011]. Besonders zu
erwdhnen st jedoch, dass die hier verwendete Dosierung von 40 mg/kg nach der
Umrechnungsformel von REAGAN-SHAW et al. [2008] einer humanen Dosis von ca. 230 mg fiir einen
Menschen von 70 kg entspricht und damit einer klinisch niedrigen Dosierung [SMOLIGA et al., 2011;
SCOTT et al., 2012].

In weiteren Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde die Proliferationsfahigkeit stromaler und
glanduldrer Zellen untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass Resveratrol die Proliferation beider
Zelltypen sowohl in peritonealen als auch mesenterialen Zellen hemmt. Allerdings stimmen die
ermittelten Daten der PCNA- und Ki67-Farbungen nicht gut Gberein. Wie erwartet, war die Anzahl
der Ki67-positiven Zellen in Endometrioseherden im Allgemeinen geringer als die der PCNA-positiven
Zellen, da Ki67 ein spezifischerer Marker fiir die Zellproliferation ist [KORDEK et al., 1996]. Dartber
hinaus wurden signifikante Unterschiede in der proliferativen Aktivitat von Stromazellen in PCNA-
gefarbten Herden gefunden. Die Ki67-Expression hingegen war hauptsachlich in glandularen Zellen
unterschiedlich. Dies kénnte durch die lange Halbwertszeit von PCNA erklart werden [YU et al.,
1992]. Diese betragt ca. 20 Stunden, sodass PCNA auch in Zellen, die schon den Zellzyklus verlassen
haben, nachgewiesen werden kann. Des Weiteren stabilisieren autokrine und parakrine
Wachstumsfaktoren die PCNA mRNA. Infolge dessen kann das Protein auch in nicht proliferierenden
Zellen akkumulieren [HALL et al., 1990]. Zusatzlich belegen vorhergehende Studien, dass PCNA in

Zellen nicht nur an der DNA-Synthese beteiligt ist, sondern vielmehr auch an Reparaturmechanismen
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nach DNA-Schadigung [GRAMANTIERI et al., 2003]. Trotz dieser Unterschiede zwischen den PCNA-
und Ki67-Analysen weisen jedoch beide Marker auf einen inhibitorischen Effekt von Resveratrol auf

Endometrioseherde hin.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Resveratrol die
Entwicklung neuer Blutgefife in Endometrioseherden durch Inhibition der endothelialen
Zellproliferation unterdriickt. Dies fiihrt zu einem verminderten GréRBenwachstum der Herde. Diese
Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass die Ausbildung und die Progression einer Endometriose
wesentlich von angiogenen Prozessen abhdngt [FENG et al., 2012]. Entsprechend sollten
weiterfihrende Studien klaren, ob die beobachteten positiven Wirkungen von Resveratrol auch
unter klinischen Bedingungen ohne substantielle Nebenwirkungen fiir Endometriosepatientinnen

reproduzierbar sind.

7.3. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals nachgewiesen, dass die Pflanzeninhaltsstoffe
Xanthohumol und Resveratrol die Vaskularisierung experimentell induzierter Endometrioseherde
signifikant  inhibieren. Mit Hilfe der verwendeten nicht-invasiven, hochauflésenden
Ultraschallbildgebung konnte das Wachstum der Endometrioseherde repetitiv beobachtet und
quantitativ analysiert werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Applikation von
Phytochemikalien eine vielversprechende anti-angiogene Therapieoption zur Behandlung der
Endometriose darstellt. Es missen jedoch im Rahmen von weiteren Studien Untersuchungen zur
Dosierung, Sicherheit und Wirksamkeit der Substanzen erfolgen. Dies ist vor allem vor dem
Hintergrund wichtig, dass eine Behandlung der Endometriose meist Uber einen langeren Zeitraum
erfolgt und beide Pflanzeninhaltsstoffe entweder direkt oder durch ihre Metabolite als
Phytoostrogene wirken. Da sowohl Resveratrol als auch Xanthohumol pleiotrop wirken und eine
Vielzahl von molekularen Signalwegen beeinflussen, ist eine weitergehende Analyse ihres
Wirkungsspektrums bei Endometriose von grofler Relevanz. Des Weiteren konnte auch die
Untersuchung von Analoga oder Derivaten der Substanzen im Hinblick auf die Entwicklung von

Medikamenten von groRem Interesse sein.
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