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1. ZUSAMMENFASSUNG

Die Endometriose zahlt zu den haufigsten gynakologischen Erkrankungen bei Frau-
en im geschlechtsreifen Alter. Histopathologisch ist die Endometriose definiert durch
das Vorhandensein von funktionsfahigem Endometrium auf3erhalb der Gebarmutter-
hohle, welches durch retrograde Menstruation in die Bauchhdhle gelangt und dort
anwachst. Die Endometriose ist eine der Hauptursachen fur unerfullten Kinder-
wunsch. Endometriose-Patientinnen leiden haufig unter zyklusabhangigen Unterleib-
schmerzen. In den meisten Fallen ist bis zur endgultigen Diagnosestellung eine auf-

wendige Diagnostik bis hin zur operativen Bauchspiegelung notwendig.

Eine wesentliche Voraussetzung fiir das Uberleben von Endometrioseherden
in der Bauchhohle ist die Angiogenese, d.h. die Gefalineubildung aus bereits beste-
henden Gefalen. Durch das Einwachsen neuer Gefalde in die Herde werden diese
mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt. Ein weiterer Mechanismus, der zur Ausbil-
dung neuer Gefalle beitragt, ist die Vaskulogenese, d.h. der Einbau von en-
dothelialen Vorlauferzellen (endothelial progenitor cells, EPCs) in das Endothel der
Gefale. Bisher ist jedoch noch vollig ungeklart, ob dieser Mechanismus auch bei der

Endometriose von Bedeutung ist.

Um dies zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit peritoneale En-
dometrioseherde in bestrahlten FVB/N-Mausen induziert, denen zuvor das Kno-
chenmark von FVB/N-TgN (Tie2/green fluorescent protein [GFP]) 287 Sato-Mausen
durch Injektion Uber die Schwanzvene transplantiert wurde.

Die Rekrutierung GFP-positiver EPCs in diesen Endometrioseherden und de-
ren Vaskularisierung wurde anschlielend mit Hilfe intravitaler Fluoreszenzmikrosko-
pie und immunhistochemischer Techniken Uber einen Zeitraum von vier Wochen
analysiert. Mittels durchflusszytometrischer Untersuchungen konnte weiterhin die
Anzahl stem cell antigen (Sca)-1/vascular endothelial growth factor receptor
(VEGFR)-2 positiver EPCs im Blut und in hamatopoetischen Organen wie Milz und
Knochenmark von zusatzlich operierten Endometriose- und Kontrollmausen be-

stimmt werden.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass circa 15% der Zellen des
GefalRendothels in den induzierten peritonealen Endometrioseherden GFP-positiv
waren. Diese EPCs wurden mit zunehmender Vaskularisierung der Herde in die
neuen Gefalle integriert, was mit einer vermehrten Expression des Zytokins stromal
cell derived factor (SDF)-1 einher ging. Allerdings war die Anzahl von EPCs im Blut,
im Knochenmark und in der Milz von Mausen mit peritonealen Endometrioseherden
im Vergleich zu sham-operierten Kontrolimausen nicht erhoht.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden in einem weiteren Teil der Arbeit
knochenmarksubstituierte Tiere mit Endometrioseherden Uber einen Zeitraum von
zwei Wochen mit dem SDF-1/chemokine receptor type (CXCR) 4-Antagonisten
AMD3100 behandelt. Dies resultierte in einer signifikant reduzierten Anzahl rekrutier-
ter EPCs in den Endometrioseherden. Infolgedessen wiesen diese Herde auch eine

verschlechterte Vaskularisierung auf.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt wer-
den, dass die Vaskulogenese, d.h. die Neubildung von Gefalden aus EPCs, ein we-

sentlicher neuer Mechanismus in der Pathogenese der Endometriose ist.
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2. SUMMARY

Endometriosis is one of the most common gynecological diseases in women of
reproductive age. Endometriosis is defined by the presence of functional
endometrium outside the uterine cavity, which reaches the abdominal cavity by
retrograde menstruation. Endometriosis is one of the major causes of female
infertility. Endometriosis patients often suffer from cycle-dependent abdominal pain.
In most cases, a complex diagnostic investigation up to a diagnostic laparoscopy is

necessary to set the final diagnosis.

An essential prerequisite for the survival of endometriotic lesions in the
abdominal cavity is angiogenesis, i.e. the development of new blood vessels from
pre-existing ones. The ingrowing blood vessels supply the lesions with oxygen and
nu-trients. Another mechanism, which contributes to the formation of new blood
vessels, is vasculogenesis, i.e. the incorporation of endothelial progenitor cells
(EPCs) in the endothelium of blood vessels. However, it is still unclear whether this

mechanism is also important in the pathogenesis of endometriosis.

To investigate this in the present study, peritoneal endometriotic lesions were
induced in irradiated FVB/N mice, which were reconstituted with the bone marrow
from FVB/N-TgN (Tie2/green fluorescent protein [GFP]) 287 Sato mice by injection
via the tail vein.

The recruitment of GFP-positive EPCs in these endometriotic lesions and their
vascularization were analyzed using intravital fluorescence microscopy and
immunohistochemical techniques over a period of four weeks. Moreover, the number
of stem cell antigen (Sca)-1/vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR)-2
positive EPCs was assessed in the blood and hematopoietic organs, such as spleen
and bone marrow, in additional mice with endometriotic lesions and control mice by

flow cytometry.

The results of this thesis show that approximately 15% of all endothelial cells
in the induced peritoneal endometriotic lesions were GFP-positive. These EPCs were

integrated in the new vessels during vascularization of the lesions, which was
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associated with an increased expression of the cytokine stromal cell derived factor
(SDF)-1. However, the number of EPCs in blood, bone marrow and spleen of mice
with peritoneal endometriotic lesions was not increased when compared to sham-
operated control mice.

Based on these results, additional bone marrow-substituted animals with
endometriotic lesions were treated over a period of two weeks with the SDF-
1/chemokine receptor type (CXCR) 4 antagonist AMD3100. This resulted in a
significantly reduced number of recruited EPCs in the endometriotic lesions.

Consequently, these lesions also showed an impaired vascularization.

In summary, the present study indicates for the first time that vasculogenesis,
i.e. the formation of new vessels from EPCs, represents an important novel mecha-

nism in the pathogenesis of endometriosis.
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3. EINLEITUNG

Die Endometriose ist definiert als das ektope Vorkommen von Endometrium-
ahnlichem Gewebe aullerhalb der Gebarmutterhohle und stellt zurzeit eine der hau-
figsten gutartigen Krankheiten in der Gynakologie dar [GALLE, 1989]. Die Pravalenz
bei symptomfreien Frauen liegt zwischen 2 und 50% in Abhangigkeit von den diag-
nostisch gewahlten Kriterien und den untersuchten Patientenkollektiven [DUNSELMAN
et al., 2014; LEONE ROBERTI MAGGIORE et al., 2016]. Kardinalsymptome der Endome-
triose sind Dysmenorrhoe, Dyspareunie, Defakationsschmerzen sowie chronische
Unterbauchschmerzen. Bei ca. 50% aller Frauen mit bisher unerfulltem Kinder-
wunsch konnte eine Endometriose als Ursache diagnostiziert werden [GIUDICE,
2010)]. Des Weiteren ist das Risiko der Infertilitat bei Endometriose-Patientinnen um
das ca. 20fache im Vergleich zu gesunden Patientinnen erhdht [STRATHY et al.,
1982]. Daher stehen die betroffenen Frauen unter einem sehr hohen Leidensdruck.
Durch aufwendige Diagnostik, haufige Krankenhausaufenthalte und Operationen und
dem daraus resultierenden Arbeitsausfall kommt der Endometriose auch eine enor-

me volkswirtschaftliche Bedeutung zu [SOLIMAN et al., 2016].

Aufgrund der Lokalisation von Endometrioseherden wird die Endometriose in
zwei Subtypen eingeteilt. Die ,Endometriosis genitalis® mit Vorkommen von Endo-
metrioseherden im kleinen Becken umfasst sowohl die ,Endometriosis genitalis in-
terna“ (Endometrioseherde im Myometrium des Uterus) als auch die ,Endometriosis
genitalis externa“ (Endometrioseherde an anderen Orten im kleinen Becken wie Va-
gina, Ovar und Douglas-Raum). Daneben werden unter der ,Endometriosis extrage-
nitalis“ Manifestationen zusammengefasst, bei denen sich Endometrioseherde aus-

serhalb des kleinen Beckens entwickeln (z.B. Lunge, Skelettmuskulatur und Gehirn).

Die Geschichte der Endometriose geht bis auf das Jahr 1690 zuruck, als Da-
niel Christianus Shroen aus heutiger Sicht die erste Beschreibung der Endometriose
lieferte [SHROEN, 1690]. 1908 war es allerdings Thomas Stephen Cullen, der in seiner
Schrift ,Adenomyoma of the uterus” als erster Wissenschaftler sowohl das morpholo-
gische als auch das klinische Bild der unter dem heutigen Begriff Endometriose be-
kannten Krankheit beschrieb [CULLEN, 1908].
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John A. Sampson widmete sich zu Beginn des 20. Jahrhunderts vor allem den
ursachlichen Entstehungsmechanismen der Endometriose [BENAGIANO et al., 1991]
und lieferte 1927 mit seiner Implantations- oder Transplantationstheorie eine erste
und auch heute noch akzeptierte Theorie zur Pathogenese der Endometriose [SAMP-
SON, 1927]. Er ging davon aus, dass wahrend der Menstruation Blut — und damit
auch endometriales Gewebe — retrograd uber die Tuben in die Bauchhohle gelangt.
Dort wiederum adhariert das Gewebe bei ginstigen Umgebungsbedingungen an der
Bauchwand und den Organen des kleinen Beckens und beginnt zu proliferieren. Ge-
stutzt wird diese Theorie unter anderem durch die hohe Pravalenz der Endometriose
bei jungen Frauen mit angeborenen Obstruktionen des menstruellen Ausflusstraktes
mit konsekutiver retrograder Menstruation [SANFILIPPO et al., 1986].

Neben Sampson entwickelte auch Meyer seine eigene Theorie zur Entstehung
der Endometriose. Er postulierte in seiner ,Zolom-Metaplasie-Theorie®, dass sich
embryonales Zolomepithel, das unter anderem auch die Peritonealhdhle auskleidet,
unter bestimmten Voraussetzungen metaplastisch zu endometrialem Gewebe um-
wandelt [MEYER, 1919]. Dafur spricht, dass sich sowohl das Epithel der serésen Kor-
perhohlen, als auch das Endometriumgewebe aus einem identischen Keimblatt, dem
Mesoderm, entwickelt.

Halban sah in der hamatogenen und lymphatischen Streuung von endometria-
len Zellen die Ursache fur die Entstehung der Endometriose [HALBAN, 1924]. Dies
konnte als Erklarung fur das seltene Auftreten von Endometrioseherden dienen, wel-
che weit entfernt vom kleinen Becken, wie z.B. in der Lunge oder im Gehirn, lokali-
siert sind [ICHIDA et al., 1993; SHimIzU et al., 1998].

Mit dem ,Tissue injury and repair* (TIAR)-Modell weisen LEYENDECKER et al.
[2009] dem Uterus in der Entstehung der Endometriose die zentrale Rolle zu. Bei
Patientinnen mit Endometriose ist die Funktion der Uterusmuskulatur im Sinne einer
Dys- und Hyperperistaltik gestort. Dies fuhrt zu Mikrotraumata im Myometrium bzw.
in der Junktionalzone mit konsekutiver Translokation von Endometrium in die Ute-
ruswand und in die Bauchhéhle. Dabei werden lokal Ostrogene freigesetzt, die stimu-
lierend auf die gestorte Peristaltik des Uterus wirken und so die weitere Autotrauma-

tisierung im Sinne eines Circulus vitiosus verstarken [LEYENDECKER et al., 1996].

Unabhangig von den zahlreichen Uberlegungen zur Pathogenese der Endo-

metriose ist heute bekannt, dass fur eine langfristige Vitalitdt endometrialer Frag-
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mente aulderhalb der Gebarmutter die Angiogenese, d.h. die Ausbildung neuer Blut-
gefale, unabdingbar ist [Taylor et al., 1997; GROOTHIUS et al., 2005]. Beweise hierfur
liefern vor allem in vivo Studien, in denen die Anzahl und Grolle der Endo-
metrioseherde durch Behandlung mit anti-angiogenen Substanzen nach Transplanta-
tion deutlich reduziert werden konnten [NAP et al., 2004; LASCHKE et al., 2011, Rubzi-
TIS-AUTH et al., 2013].

Die Angiogenese stellt einen komplexen Prozess dar, der zahlreiche Interakti-
onen zwischen loslichen Faktoren und Komponenten der extrazellularen Matrix um-
fasst [LIEKENS et al., 20071]. Durch Gewebehypoxie werden viele pro-angiogene Fak-
toren ausgeschuttet, die zu einer Aktivierung und Proliferation der Endothelzellen
bestehender Gefalie fuhren. Proteolytische Enzyme fihren zu einem Abbau der Ba-
salmembran dieser Gefalde, sodass die Endothelzellen schlieRlich in den interstitiel-
len Raum in Richtung des angiogenen Stimulus migrieren konnen. Dort bilden sich
GefalRsprossen (,sprouting angiogenesis®) aus, in denen sich im Laufe des Prozes-
ses ein Lumen formiert. Nachfolgend wandern Perizyten entlang dieser kapillaren
Gefalisprossen und legen sich zur Gefallstabilisierung abluminal den Endothelzellen
an (Abbildung 1). Am Ende dieses angiogenen Prozesses wird wieder eine neue Ba-

salmembran um die Gefalle gebildet [D’AMORE et al., 1987].

o o
1 00?° 2 00°
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o000 oo0o0

wﬂm ()()O%{%%ﬁm Abbildung 1: Schematische Darstellung

charakteristischer Schritte der Angioge-
nese. 1. Aktivierung der Endothelzellen
durch pro-angiogene Faktoren und Aufls-

3. 4, / sung der Basalmembran, 2. Proliferation
der Endothelzellen und Ausbildung eines

\ Gefél3sprosses in Richtung des angioge-

nen Stimulus, 3. Ausbildung eines Lumens,

4. Anlagerung von Perizyten zur Wandsta-
C >C >C > > > > > bilisierung.

Physiologisch spielt die Angiogenese sowohl wahrend der Embryonalent-
wicklung als auch im weiblichen Reproduktionszyklus eine wichtige Rolle [AUGUSTIN
et al., 1995]. Bei pathologischen Prozessen, wie zum Beispiel der Wundheilung

[FRANK et al., 1995], der Psoriasis [FOLKMAN, 1972] sowie dem Tumorwachstum und
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der Metastasierung [FOLKMAN, 1995], ist die Angiogenese ebenfalls von grol3er Be-
deutung.

Wichtige pro-angiogene Faktoren, die sowohl physiologische als auch patho-
logische Angiogenese stimulieren, sind beispielsweise vascular endothelial growth
factor (VEGF) [FERRARA et al., 1998] und fibroblast growth factor (FGF) [ORTEGA et
al., 1998].

Wahrend der letzten Jahre haben eine Vielzahl von Studien an Tier und
Mensch gezeigt, dass die Angiogenese nicht allein fur die postnatale Neovaskulari-
sierung verantwortlich ist, sondern dass auch zirkulierende endotheliale Vorlauferzel-
len (endothelial progenitor cells, EPCs) aus dem Knochenmark an verschiedenen
Prozessen im Sinne der Vaskulogenese beteiligt sind [ASAHARA et al., 1997, SHi et
al., 1998; Korp et al., 2006]. Vaskulogenese beschreibt dabei die Vorgange der Dif-
ferenzierung endothelialer Vorlauferzellen mesodermalen Ursprungs in Endothelzel-
len und deren Zusammenlagerung zu neuen GefalRen [RISAU und FLAMME et al.,
1995] (Abbildung 2).

(¢
1 2. &6
o 00
O > O > O XD
N e . e, ® %l e g -
C > >C X > > > >
Abbildung 2: Schematische Darstellung
o o / des Prozesses der Vaskulogenese. 1. Zirku-
3. e 4. \ lierende EPCs in der Blutbahn, 2. Rekrutie-
rung der EPCs und Aktivierung des Endo-
\ thels durch angiogenen Stimulus, 3. Beginn
= ‘I. < Y e der Differenzierung der EPCs zu Endothel-
® e~ el A o s e zellen, 4. Ausdifferenzierung der EPCs und
oo c oc C C . 1 Bildung eines neuen Gefiles.

Die oben genannten Studien konnten auch das lange Zeit glltige Dogma,
dass EPCs nur wahrend der Embryogenese eine Rolle spielen, widerlegen. In der
Tat wurde gezeigt, dass Vaskulogenese auch im adulten Organismus stattfindet. So
sind EPCs an der Neovaskularisierung bei Arteriosklerose [SATA et al., 2002], Um-
bauprozessen nach Myokardinfarkt [KOCHER et al., 2001], Frakturheilung [MATSUMO-
TO et al., 2008], bei diabetischer Retinopathie [GRANT et al., 2002] und Tumorwachs-
tum [PETERS et al., 2005] beteiligt.
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Es gibt Hinweise darauf, dass sich EPCs zusammen mit der hamatopoeti-
schen Stammzelllinie aus einem gemeinsamen Vorlaufer, dem Hamangioblasten,
entwickeln. Dieser lasst sich wiederum auf multipotente mesodermale Stammzellen
zuruckfuhren [WEIsS et al., 1996] (Abbildung 3).

Pluripotente SZ

/ Knochenmark

@)

Ektodermale SZ

O

Endodermale SZ

\ Hamatopoetische SZ

\/

00 00

Mesodermale SZ

Hamangioblast

Angioblast

"

o

Blutbahn

Abbildung 3: Entwicklungskaskade bis
zur Endothelzelle iiber im Knochenmark
ausgereifte EPCs aus Hé&mangioblasten

(SZ: Stammzelle).

|--e

Die genauen Mechanismen der Ausdifferenzierung vom Hamangioblasten zur
EPC sind noch weitgehend unbekannt. Wichtige Stimulatoren der Mobilisierung von
EPCs aus dem Knochenmark in die Blutbahn sind VEGF, Erythropoetin und gra-
nulocyte colony stimulating factor (G-CSF) [HRISTOV et al., 2009].

Zirkulierende EPCs lassen sich durch die Expression verschiedener Oberfla-
chenantigene charakterisieren. Sie sind vor allem positiv fur cluster of differentiation
(CD) 34 und vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR)-2 sowie fur vas-
cular endothelial (VE)-Cadherin und fur den Rezeptor des von-Willebrand-Faktors
[HRISTOV et al., 2003].

Typischerweise werden EPCs in ischamische Gewebeareale mit Endothel-
schaden rekrutiert. Dieser Vorgang ist reguliert Uber die Interaktion Ioslicher oder
oberflachengebundener angiogener CC- und CXC-Chemokine mit ihren entsprech-
enden Rezeptoren auf der Zelloberflache [HRIsTOV et al., 2008].

Diesbezlglich fanden CErADINI et al. [2004] heraus, dass die Ausschuttung

von hypoxia induced factor (HIF)-1a die endotheliale Expression von stromal derived



EINLEITUNG 10

factor (SDF)-1 stimuliert, welche wiederum zur Ansiedelung CXCR4-positiver EPCs
in hypoxische Gewebe fuhrt. HIF-1a nimmt in der zellularen Antwort auf hypoxische
Reize die zentrale Rolle ein [SEMENzA, 2003; FiLiPpI et al., 2016], wohingegen SDF-1
ein wichtiges Chemotaxin fur adulte Stammzellen aus dem Knochenmark darstellt
[VIRANI et al., 2013; WANG et al., 2015].

CXCR4 ist ein wichtiger Rezeptor bei der Mobilisierung hamatopoetischer
Stammzellen aus dem Knochenmark und deren Homing in hypoxische Gewebe
[CERADINI und GURTNER, 2008]. Eine Blockade des CXCR4-Rezeptors fuhrt zu einer
verstarkten Freisetzung hamatopoetischer Stammzellen, aber auch zu einem redu-
zierten Homing dieser Zellen in hypoxischen Arealen.

Aufgrund dieser Erkenntnisse liegt die Vermutung nahe, dass auch wahrend
der Vaskularisierung sich entwickelnder Endometrioseherde EPCs aus dem Kno-
chenmark mobilisiert werden und sich aktiv an der Bildung neuer Gefalde beteiligen.

Diese Hypothese sollte in der vorliegenden Arbeit erstmalig gepruft werden.

Hierzu wurden peritoneale Endometrioseherde in bestrahlten FVB/N-Mausen
induziert, denen zuvor das Knochenmark von FVB/N-TgN (Tie2/GFP) 287 Sato-
Mausen transplantiert wurde. Diese transgenen Mause exprimieren green fluo-
rescent protein (GFP) unter der Transkriptionskontrolle des Tie2-Promotors [MOTOIKE
et al., 2000]. Tie2 ist eine GefalRendothelzell-spezifische Rezeptortyrosinkinase, die
an zahlreichen intrazellularen Signalkaskaden beteiligt ist, welche die Migration,
Proliferation und Neustrukturierung des Aktin-Zytoskeletts in Endothelzellen steuern
[LOUGHNA et al., 2001]. Demzufolge konnte durch die Detektion GFP-positiver Signa-
le in den Endometrioseherden das Vorhandensein Tie2-positiver EPCs aus dem
Knochenmark nachgewiesen werden. Da die Rekrutierung von EPCs in Endometrio-
seherde entscheidend von der Ausbildung eines neuen Gefalinetzwerkes und damit
der Etablierung einer effektiven Blutperfusion wahrend des Anwachsens des ektopen
Gewebes abhangig ist, wurde zusatzlich der Vaskularisierungsprozess der Herde mit
Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie und immunhistochemischen Techniken
analysiert [LASCHKE et al., 2005 und 2008].

Zudem wurden in der vorliegenden Arbeit weitere knochenmarktransplantierte
Versuchstiere mit dem Wirkstoff AMD3100 behandelt, der reversibel und spezifisch
die Bindung von SDF-1 an seinen Rezeptor CXCR4 blockiert, um dadurch ein mogli-

ches vermindertes Homing von EPCs in die Endometrioseherde nachweisen zu kon-
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nen. Urspringlich wurde dieser Wirkstoff aus der Gruppe der Bizyklame zur Behand-
lung des Human Immunodeficiency Virus (HIV) entwickelt, da er den Eintritt des HI-
Virus in CD4-positive T-Zellen Uber eine CXCR4-Blockade inhibiert [DONZELLA et al.,
1998; DE CLERCQ, 2003].
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4. ZIEL DER STUDIE

Das Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit war es, erstmals den Prozess der
Vaskulogenese in der Pathogenese der Endometriose zu untersuchen.

Hierzu wurde ein transgenes Endometriose-Mausmodell verwendet, was die
Detektion GFP-positiver EPCs in peritonealen Endometrioseherden ermoglichte. Mit

Hilfe dieses Modells sollten folgende Fragestellungen naher analysiert werden:

1. Werden zirkulierende EPCs aus dem Knochenmark in peritoneale Endometri-

oseherde rekrutiert?

2. Wie wirkt sich die Rekrutierung von EPCs auf die Vaskularisierung der Endo-

metrioseherde aus?

3. Fuhrt die Induktion peritonealer Endometrioseherde zu einer vermehrten Ex-

pression von SDF-1 im ektopen Gewebe?

4. Reduziert der selektive SDF-1/CXCR4-Rezeptorantagonist AMD3100 die An-

zahl rekrutierter EPCs in den Endometrioseherden?

5. Wird durch die Induktion peritonealer Endometrioseherde die Zahl der EPCs

im Blut und in blutbildenden Organen erhoht?
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5. MATERIAL UND METHODIK

5.1. VERSUCHSTIERE

Alle Versuche wurden an 12 bis 16 Wochen alten weiblichen C57BL/6-Mausen
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland), FVB/N-Mausen und FVB/N-TgN (Tie2/GFP)
287 Sato-Mausen (Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine, USA) mit einem Ge-
wicht von 20 bis 25 g durchgeflhrt (Abbildung 4).

Abbildung 4: Weibliche FVB/N-Maus,
Alter: 13 Wochen, Gewicht: 21 g; links
daneben: Standardlaborfutter.

Die Tiere wurden wahrend des Beobachtungszeitraumes unter kontrollierten
Bedingungen in einem klimatisieten Raum mit 12-stindigem Tag- und Nacht-
rhythmus gehalten. Der Zugang zu Wasser und Standardlaborfutter (Altromin, Lage,
Deutschland) war fur die Tiere jederzeit gewahrleistet.

Tiere, die wahrend des Versuches bestrahlt und knochenmarksubstituiert
wurden, waren in individuell bellfteten Kafigen (individually ventilated cages, IVCs)
untergebracht. Alle anderen Tiere wurden in offenen Kafigen gehalten.

Samtliche Experimente wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tier-
schutzgesetz sowie dem Leitfaden fur den Umgang mit Versuchstieren durchgefuhrt
[NATIONAL RESEARCH CouNciL, 1985] und von den ortlichen Behdrden (Landratsamt

der Stadt Homburg/Saar) genehmigt.
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5.2. KNOCHENMARKTRANSPLANTATION

Als Empfangertiere fir die Knochenmarktransplantation wurden FVB/N Wildtyp-
Mause verwendet. Diese wurden einer Ganzkorperbestrahlung mit einer letalen Do-
sis von 8,5 Gray (Gy) ausgesetzt, um aus ihnen anschlieBend chimare Tie2/GFP-
Tiere durch Transplantation des Knochenmarks aus FVB/N-TgN (Tie2/GFP) 287 Sa-
to-Mausen zu generieren. Die Vorbehandlung der Empfangertiere mit einer hohen
Bestrahlungsdosis ist hierbei eine wichtige Voraussetzung fur das Homing der trans-
plantierten Knochenmarkstammzellen. Durch die Myeloablation kann sich das Kno-
chenmark in den freigewordenen Nischen rekonstituieren. Des Weiteren fuhrt die
Bestrahlung zu einer Immunsuppression der Empfangertiere und beugt so einer
moglichen AbstoRungsreaktion gegen die Knochenmarkstammzellen des Spenders
vor [XIANG et al., 2004].

Zur Isolierung des Knochenmarks wurden FVB/N-TgN (Tie2/GFP) 287 Sato-
Spendermause durch intraperitoneale Injektion einer Uberdosis von Ketamin (Phar-
macia GmbH, Erlangen, Deutschland) und 2% Xylazin (Rompun, Bayer, Leverkusen,
Deutschland) getotet. Nach der Injektion wurde sofort mit der Praparation der beiden
Femora und Tibiae begonnen, um die Ischamiezeit des Knochenmarks so gering wie
moglich zu halten. Hierfur wurden die Hinterlaufe weit proximal im Bereich des Huft-
gelenkes abgetrennt, das anliegende Gewebe (Haut, Muskeln, Faszien, Binde- und
Fettgewebe) von Femur und Tibia entfernt und die Fue in Hohe der Sprunggelenke
exzidiert (Abbildung 5A). Anschliellend wurde das Gesamtpraparat durch Schnitt mit
einer Skalpellklinge (Aesculap B. Braun Fig.19, Melsungen, Deutschland) in Hohe
des Kniegelenkspaltes in Femur und Tibia aufgetrennt. Die Einzelpraparate wurden
in einer sterilen phosphate buffered saline (PBS)-gefullten Petrischale auf Eis ge-
sammelt, um im Anschluss die proximalen und distalen Femur- bzw. Tibiaenden mit
einer sterilen Skalpellklinge (Aesculap B. Braun Fig.19) zu erdffnen (Abbildung 5B).
Unter Benutzung einer 26-G-Injektionskanule (Sterican Einmalkanule; B. Braun)
wurden die Knochenmarklogen vorsichtig mit kalter Hank’s buffered salt solution
(HBBS) ausgespult und das Material in verschlieRbaren 50 ml Zentrifugenrohrchen
(BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) gesammelt (Abbildung 5C).

Im Zelllabor wurde das so gewonnene Knochenmark vorsichtig uber einen 40
um Cell strainer (BD Biosciences) in ein weiteres steriles 50 ml Zentrifugenrohrchen

Uberfuhrt, welches im folgenden Schritt 10 Minuten bei 1000 rpm und 4°C zentrifu-
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giert wurde (Hettich, Universal 30 F, Tuttlingen, Deutschland). Das dabei entstehen-
de Pellet wurde zum Waschen zweimal in 10 ml Natriumchlorid 0,9% resuspendiert
und anschlie®end wiederum 10 Minuten bei 1000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach
anschliellender Resuspension des Pellets in 800 pl kalter PBS-Losung ergaben Zell-
zahlungen eine Gesamtzellzahl von jeweils ca. 8 x 10’ Knochenmarkzellen pro Pel-
let.

4 Stunden nach Bestrahlung wurden den Empfangertieren 200 pl dieser Sus-
pension entsprechend 2 x 10" Knochenmarkstammzellen {iber die Schwanzvene inji-
ziert (Abbildung 5D).

Abbildung 5: Wichtige Préparationsschritte bei der Extraktion und anschlieBenden Transplantation
des Knochenmarks. A: Gesamtprdparat nach Abtrennen der Hinterldufe eines Spendertiers im Be-
reich des Hiiftgelenkes und Entfernung des anliegenden Gewebes sowie der FiiBe. B: Femur und
Tibia nach Entfernung der proximalen und distalen Enden zur Er6ffnung des Knochenmarkraumes. C:
Aussplilen des Knochenmarks. D: Injektion der aufbereiteten Stammzellsuspension in eine Schwanz-
vene des Empféngertiers (Pfeile) (Skalierung A-D: 3,1 mm).

Wahrend den folgenden 4 Wochen waren die Tiere in IVCs untergebracht und

wurden hinsichtlich ihres Gewichts, Verhaltens und Pflegezustands engmaschig kon-
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trolliert. Dieser Zeitraum diente den Tieren zur vollstandigen Rekonstitution ihres

Knochenmarks und Immunsystems.

5.3. MODELL DER PERITONEALEN ENDOMETRIOSE

Als tierexperimentelles Modell zur Untersuchung angiogener und vaskulogener Pro-
zesse in Endometrioseherden wurde das Modell der peritonealen Endometriose ge-
wahlt, das sich urspringlich auf VERNON et al. [1985] zuruckfuhren lasst. In einer
Vielzahl von Studien wurde dieses Modell modifiziert und erfolgreich zur Induktion
von Endometrioseherden und deren Verlaufsdokumentation verwendet [BECKER et
al., 2006; FAINARU et al., 2008; LASCHKE et al., 2010]. Dieses peritoneale Modell ge-
stattet es, im Versuchstier Endometrioseherde zu induzieren, wie sie auch beim

Menschen gehauft vorkommen.

5.3.1. Bestimmung des Zyklusstadiums

Weibliche geschlechtsreife Mause weisen unter physiologischen Bedingungen einen
regelmaligen vier bis funf Tage dauernden Menstruationszyklus auf. Dieser lasst
sich in die Stadien Proestrus, Estrus, Metestrus und Diestrus einteilen [MARCONDES
et al., 2002], welche sich durch charakteristische zellulare Veranderungen des Vagi-
nalepithels unterscheiden.

Um in der vorliegenden Arbeit Diskrepanzen bezuglich des zyklusabhangigen
Hormonstatus der Versuchstiere maoglichst auszuschliel3en, wurde zur Transplan-
tation nur Endometrium von Mausen entnommen, die sich im Estrus befanden. Das
Zyklusstadium wurde anhand einer vaginalen Spulzytologie mikroskopisch bestimmt.
Hierzu wurden mit einer Pipette 15 pl Natriumchlorid 0,9% vorsichtig in die Vagina
appliziert und anschliefend auf einen Glasobjekttrager pipettiert. Bei der darauffol-
genden lichtmikroskopischen Untersuchung (CH-2; Olympus, Hamburg, Deutsch-
land) konnte das Zyklusstadium der Mause anhand der charakteristischen Zellzu-
sammensetzung und -morphologie im Praparat bestimmt werden [CALIGIONI, 2009].
Hierbei wiesen Mause im Estrus typischerweise zahlreiche abgeplattete, grol3e Su-
perfizialzellen auf. Parabasal- und Intermediarzellen waren im Estrus kaum zu fin-

den.
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5.3.2. Isolierung des Endometriumgewebes

Die Anatomie des Uterus ist bei Nagetieren im Vergleich zum Menschen grundle-
gend verschieden. Mause besitzen einen Uterus duplex, d.h. einen nach beiden Sei-
ten getrennt angelegten Uterus mit zwei Uterushornern, die in der vorliegenden Stu-
die beide nach standardisiertem Vorgehen entnommen wurden.

Zur lIsolierung der Uterushdérner wurden weibliche FVB/N-Spendermause
durch intraperitoneale Injektion von Ketamin (75 mg/kg Kérpergewicht [KG]; Pharma-
cia GmbH) und 2% Xylazin (15 mg/kg KG; Rompun, Bayer) anasthesiert. Nach ent-
sprechender Fixierung der Tiere in Ruckenlagerung und Desinfektion mit einem
70%igen ethanolhaltigen Desinfektionsmittel erfolgte der Zugang zum Bauchraum
Uber eine mediane Laparotomie entlang der Linea alba mittels einer feinen Prapa-
rierschere (Abbildung 6A). AnschlieRend wurde der Schnitt nach beiden Seiten kra-
nial bis jeweils unter Leber und Milz erweitert. Danach wurde das gesamte Darmpa-
ket durch einen Stieltupfer nach lateral luxiert, um eine freie Sicht und Zugangsmaog-
lichkeit auf beide Uterushdérner zu erlangen (Abbildung 6B). Diese wurden nun beid-
seits kaudal der Ovarien abgetrennt und das Mesometrium mit den zu- und abfuh-
renden GefalRen sorgfaltig abprapariert.

Abbildung 6: A: Eréffnung des Peritoneums (liber eine mediane Laparatomie. B: Aufsicht auf den
Uterus mit beidseits freigelegten Uterushérnern (Pfeile) (Skalierung: A: 5 mm, B: 3,1 mm).

SchlieBlich wurden die Uterushorner nahe der Bifurkation abgesetzt und die
so gewonnenen Praparate in eine Petrischale mit 37°C warmen Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM; 10% fetales Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 0,1
mg/ml Streptomycin; PAA, Colbe, Deutschland) transferiert (Abbildung 7A). Die
Spendertiere wurden anschlieRend mit einer Uberdosis Narkosemittel getétet.
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Unter stereomikroskopischer Kontrolle (M651; Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland) wurden die Uterushérner vorsichtig mit einer Mikroschere lon-
gitudinal er6ffnet und auf einer Korkplatte aufgespannt (Abbildung 7B). Mit einer
2mm-Biopsiestanze (Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach am Main, Deutschland)
wurde nachfolgend das gesamte Uteruspraparat durchstof3en, so dass je nach Gros-
se der Uterushorner zwischen 8 und 10 Gewebestucke, bestehend aus Endometri-
um, Myometrium und Perimetrium, pro Maus gewonnen werden konnten (Abbildung
7C). Diese wurden in einer zweiten DMEM-geflllten Petrischale gesammelt (Abbil-
dung 7D).

Abbildung 7: A: Beidseits entnommene Uterushérner. B: Uterushorn nach longitudinaler Eréffnung
und Aufspannen auf Kork. C: Ausgestanztes 2mm-Fragment (Pfeil). D: Gesammelte Fragmente in der
Petrischale (Skalierung: A,B,D: 3,1 mm, C: 2 mm).

5.3.3. Transplantation der Uterusfragmente
FUr die syngene Transplantation der Uterusfragmente wurden die zuvor knochen-

marktransplantierten Tie2-GFP-Mause (siehe 5.2.) durch intraperitoneale Injektion
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von Ketamin (75 mg/kg KG; Pharmacia GmbH) und 2% Xylazin (15 mg/kg KG; Rom-
pun, Bayer) anasthesiert und in Ruckenlage fixiert. Nach Desinfektion des Abdomens
mit 70%igem Alkohol erfolgte der Zugang zum Bauchraum durch eine mediane La-
parotomie entlang der Linea alba. Dabei wurde sorgfaltig auf die Schonung der epi-
gastrischen Gefalde entlang der Vorderwand der Peritonealhdhle geachtet, um star-
kere Blutungen zu vermeiden. Auf jeder Seite wurde lateral der epigastrischen Gefa-
Re jeweils ein Fragment kranial und kaudal mit einem 7-0 Polypropylene-Faden (Pro-
lene; Ethicon Products, Norderstedt, Deutschland) und 2 gegenlaufigen Knoten lok-
ker an der Bauchwand fixiert (Abbildung 8A und B), sodass in jedem Tier 4 Herde
induziert wurden. Bezuglich der Stichrichtung wurde darauf geachtet, dass der Ein-
stich in das Fragment vom Perimetrium her erfolgte, um eine direkte Adaptation zwi-
schen Peritoneum und Endometrium zu gewahrleisten. Nachfolgend wurde die
Bauchhohle mit physiologischer Kochsalzlosung mehrfach gespult und die Operati-
onswunde durch einen 5-0 Polypropylene-Faden (Prolene; Ethicon Products) in fort-

laufender Naht verschlossen.

Abbildung 8: Transplantation der Uterusfragmente. A: Annaht eines 2mm-Fragmentes an die laterale
Bauchwand mit einem 7-0 Prolene-Faden. B: Ubersichtsbild eines angendhten Herdes (Begrenzung
durch gepunktete Linie) (Skalierung: A: 3,1 mm, B: 1,3 mm).

5.4. INTRAVITALE FLUORESZENZMIKROSKOPIE

Die Vaskularisierung der induzierten Endometrioseherde wurde mit Hilfe der intravi-

talen Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Mit dieser Technik ist es moglich, die Mik-
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rozirkulation am lebenden Tier zu analysieren und somit verschiedene mikrohamo-
dynamische Parameter zu erfassen.

Zur Durchfuhrung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie wurden die Tiere
durch intraperitoneale Injektion von Ketamin (75 mg/kg KG; Pharmacia GmbH) und
2% Xylazin (15 mg/kg KG; Rompun, Bayer) anasthesiert. Der Zugang zu den Endo-
metrioseherden erfolgte wiederum durch eine mediane Laparotomie. Je nach unter-
suchtem Herd wurde das Tier entweder auf seiner rechten oder linken Seite auf einer
Plexiglasbuhne unter dem Mikroskop positioniert. Um die Herde vor dem Austrock-
nen zu schutzen, wurden sie wahrend des Mikroskopierens in regelmafigen Abstan-
den mit 37°C warmer PBS-Losung benetzt. Zur Darstellung der Blutgefale wurde
den Versuchstieren 0,05 ml des Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC)-Dextran (5%, Molekulargewicht 150.000 Da; Fluka Biochemika, Ulm,
Deutschland) retrobulbar injiziert, der aufgrund seines hohen Molekulargewichtes
intravasal verbleibt und damit zur Kontrastierung des Blutplasmas genutzt werden
kann.

Die mikroskopische Untersuchung erfolgte mit Hilfe eines intravitalen Fluores-
zenzmikroskopes (Zeiss Axiotech Mikroskop; Zeiss, Oberkochen, Deutschland), wel-
ches zur Auflichtmikroskopie mit einer 100W-Quecksilberdampflampe und einem
Filtersystem zur Anregung und Filterung des Lichts verschiedener Wellenlangen im
Blau-, Grin- und UV-Bereich gekoppelt war. Die intravitalmikroskopischen Bilder
wurden mittels einer charged coupled device (CCD) Videokamera (FK6990; Pieper,
Schwerte, Deutschland) aufgenommen. Uber einen Videotimer (VTG 33; FOR-A
Company Ltd., Japan) zur genauen Dokumentation der Untersuchungsnummer und
des Untersuchungsdatums wurden die Aufnahmen an einen DVD-Rekorder (R119;
Samsung Electronics, Seoul, Sudkorea) ubertragen und zur offline-Analyse aufge-
zeichnet. Fir Ubersichtsaufnahmen der Endometrioseherde diente ein 5x-Objektiv
(Zeiss). Fur Detailaufnahmen wurden ein 10x- und ein 20x-Objektiv mit langem Ar-
beitsabstand verwendet (Zeiss). Insgesamt konnten so Vergrof3erungen von x115,
x230 und x460 auf einem Videomonitor (KV-14CT1E; Sony, Tokio, Japan) erreicht
werden (Abbildung 9).

Am Ende der Untersuchung wurden die Tiere durch eine Uberdosis Narkose
getotet, die Endometrioseherde vorsichtig exzidiert und fur die spateren histologi-

schen und immunhistochemischen Analysen fixiert.
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines Arbeitsplatzes zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie mit
dem auf einer Plexiglasbiihne gelagerten Versuchstier mit zu mikroskopierendem Endometrioseherd
(A), Mikroskop (B), Videokamera (C), Videotimer (D), Monitor (E) und DVD-Rekorder (F).

Die quantitative Auswertung der auf DVD gespeicherten intravitalen fluores-
zenzmikroskopischen Bilder erfolgte offline, d.h. nach Beendigung der Versuche,
mittels eines computergestitzten Bildverarbeitungssystems (Caplmage; Dr. Zeintl,
Heidelberg, Deutschland). Zur Ermittlung des Anteils der perfundierten Endometrio-
seherde an allen analysierten Herden wurden Aufnahmen mit dem 5x- und 10x-
Objektiv ausgewertet. Die Messung der funktionellen Kapillardichte neu entstandener
Gefalde erfolgte auf Aufnahmen mit dem 10x-Objektiv. Samtliche weiteren Parameter
wie Gefalddurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit wurden auf Detailaufnahmen mit
dem 20x-Objektiv gemessen. Zur Auswertung wurden nur solche Endometrioseherde
verwendet, die zum Analysezeitpunkt nicht mit Organen der Peritonealhdhle (wie z.B.

Leber und Darm) verwachsen waren.

5.4.1. Anteil perfundierter Endometrioseherde
Um den Anteil perfundierter Endometrioseherde pro Zeitpunkt zu bestimmen, wurden

samtliche Herde mikroskopiert und als perfundiert gewertet, wenn sie wahrend der
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Untersuchung Gefalde mit einem deutlich sichtbaren Blutfluss aufwiesen. Pro Herd
kam es dabei nicht auf die Anzahl der durchbluteten Gefalie an, sondern nur auf de-
ren Vorhandensein. Das Ergebnis wurde dementsprechend als Anteil (in %) der in

die Auswertung eingeschlossenen Endometrioseherde angegeben.

5.4.2. Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte ist definiert als die Gesamtlange aller perfundierter
Gefalde in einem definierten Beobachtungsfeld. Zur Quantifizierung der funktionellen
Kapillardichte wurde in verschiedenen Arealen eines perfundierten Herdes die Lange
der durchbluteten GefalRe digital nachgezeichnet. Aus dem Quotient der nachge-
zeichneten Gefalle und der Flache der Beobachtungsareale errechnet sich dann die

funktionelle Kapillardichte (in cm/cm?).

5.4.3. GefaBdurchmesser

Zur Bestimmung des Gefalddurchmessers (in um) wurden zu den unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten 10 Gefalde pro Herd ausgewahlt und deren Durchmesser
durch Markierung zweier gegenuberliegender Punkte auf den Gefallwanden gemes-
sen. Die Auswahl der Gefalle erfolgte standardisiert mittels einer mit einem Achsen-
kreuz markierten Folie, welche Uber den Auswertungsmonitor gelegt wurde. Es wur-
de nur der Durchmesser der Gefalle gemessen, die entweder die vertikale oder die
horizontale Linie des Achsenkreuzes schnitten. Aus diesen 10 Werten wurde der Mit-

telwert gebildet.

5.4.4. Blutzellgeschwindigkeit

Die Messung der Blutzellgeschwindigkeit erfolgte nach Applikation von FITC-Dextran
an den gleichen Gefalten, an denen zuvor bereits der GefalRdurchmesser bestimmt
wurde. Hierzu wurde die computerbasierte Line-Shift-Methode angewendet [KLyscZz
et al., 1997]. Hierfur musste zunachst mittig in das Lumen des gewahlten Gefalles
eine Linie parallel zur GefalRwand und zur Flussrichtung digital eingezeichnet und die
mikroskopische Aufzeichnung fur 10 Sekunden in Echtzeit abgespielt werden. An-
hand der Bewegungsprofile der Erythrozyten, welche sich entlang der Linie beweg-
ten, erstellte der Computer ein Grauwertprofil im Sinne eines Line-Shift-Diagramms
mit hellen und dunklen schrag verlaufenden Linien. Aus der Steigung dieser Linien

konnte die Blutzellgeschwindigkeit in um/s berechnet werden.
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5.4.5. Mikrovaskularer Blutfluss
Aus dem GefalRdurchmesser (d) und der Blutzellgeschwindigkeit (v) konnte der mi-

krovaskulare Blutfluss anhand folgender Formel berechnet werden:

Mikrovaskulérer Blutfluss = = x (d/2)? x v/IK

K steht in dieser Formel fur den Baker-Wayland-Proportionalitatsfaktor, der die
FlieRgeschwindigkeitsunterschiede innerhalb des Gefalllumens abhangig von der
Lokalisation zur Gefalwand berucksichtigt [BAKER und WAYLAND, 1974]. Er gleicht
die Diskrepanz zwischen der FlieRgeschwindigkeit des Zentralstroms und der durch-
schnittlichen BlutflieRgeschwindigkeit aus. Entsprechend der gemessenen Ge-
falRdurchmesser konnte der Baker-Wayland-Proportionalitatsfaktor hier auf 1,3 fest-

gesetzt werden [LiPOWSKY und ZWEIFACH, 1978].

5.4.6. Scherrate

Die Scherrate ist ein Mal} fur die Blutzellgeschwindigkeit entlang der Gefallwand im
Verhaltnis zur Blutzellgeschwindigkeit in der Gefal3mitte. In physiologischen realen
Flussigkeiten herrschen aufgrund von Reibungsverlusten und Turbulenzen in Ge-
falwandnahe unterschiedliche FlieRgeschwindigkeiten je nach Messpunkt innerhalb
des Gefalslumens. Die Scherrate (y) kann durch folgende Gleichung aus dem Ge-
faldurchmesser (d) und der Flieldigeschwindigkeit (v) in der GefalBmitte berechnet
werden:

y=8xv/d

5.5. OBERFLACHE DER ENDOMETRIOSEHERDE

Die Oberflachenmessung der Endometrioseherde wurde kurz vor Beginn der intravi-
talmikroskopischen Untersuchungen durchgefuhrt. Hierzu wurde jeder Herd mit einer
digitalen Schieblehre (Bruder Mannesmann Werkzeuge AG, Remscheid, Deutsch-
land) vermessen. Unter operationsmikroskopischer Sicht (M651; Leica Microsystems

GmbH) wurden die Herde in zwei senkrecht zu einander stehenden Diametern (D1
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und D2) vermessen, ohne durch Druck oder Verschiebung mit der Schieblehre die
Konformation der Herde zu andern. Die Messwerte konnten am digitalen Display der
Schieblehre abgelesen werden. Die Oberflache der Herde (in mm?) wurde mit Hilfe
der Oberflachenformel fur Ellipsen (D1 x D2 x r /4) bestimmt [BECKER et al., 2006].

5.6. HISTOLOGIE

5.6.1. Konventionelle Histologie

Am Ende der in vivo Experimente wurden pro Versuchstier jeweils 2 der exzidierten
Endometrioseherde in 4%-igem Formalin fur 24 Stunden bei 4°C fixiert. Nach Einbet-
tung in Paraffin konnten Serienschnitte mit einer Schnittdicke von 5 ym angefertigt
und mittels Hamatoxylin-Eosin (HE) nach Standardprotokoll gefarbt werden. Hama-
toxylin farbt dabei bevorzugt alle sauren bzw. basophilen Strukturen (Zellkern, DNA,
endoplasmatisches Retikulum) blau, wohingegen Eosin als saurer Farbstoff alle
azidophilen bzw. eosinophilen Strukturen (v.a. Zellplasmabestandteile) rot markiert.
Die mikroskopische Untersuchung der Schnitte erfolgte unter einem Lichtmikroskop
(BX60; Olympus).

5.6.2. Immunhistochemie

Zusatzlich zur Formalinfixierung fur die konventionelle Histologie wurden pro Ver-
suchstier die restlichen beiden Endometrioseherde fur immunhistochemische Unter-
suchungen in Tissue TEK (R. Jung GmbH, Nussloch, Deutschland) eingebettet, in
flussigem Stickstoff schockgefroren und anschlielend bei —80°C aufbewahrt. Mithilfe
eines Kryostats (Leica, Nussloch, Deutschland) wurden Schnitte mit einer Schnitt-

dicke von 5 ym angefertigt.

Zur Darstellung GFP-positiver Zellen in den Endometrioseherden wurde ein
aus Kaninchen gewonnener polyklonaler anti-GFP-Antikdrper (1:200; Abcam,
Cambridge, GroRbritannien) als primarer Antikorper eingesetzt. Ein aus Ziegen ge-
wonnener Peroxidase-konjugierter anti-Kaninchen-Antikorper (1:200; Jackson, Suf-

folk, GroRritannien) diente als sekundarer Antikorper.
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SDF-1 exprimierende Zellen konnten unter Verwendung eines polyklonalen
Kaninchen-anti-SDF-1-Antikorpers (1:25; Abcam) als primarer Antikorper und eines
Peroxidase-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (1:100; Jackson) als se-
kundarer Antikorper markiert werden. Als Chromogen wurde 3,3’-Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid zum Nachweis der Antigen-Antikorper-Reaktion verwendet. Nach
Gegenfarbung mit 1%-igem Methylgrin konnten die Schnitte lichtmikroskopisch un-

tersucht werden (BX60; Olympus).

Fur weitere immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurden die
Kryoschnitte mit einem monoklonalen Ratte-anti-Maus-Antikorper gegen CD31 (1:25;
BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) angefarbt, um Endothelzellen innerhalb
der Endometrioseherde sichtbar zu machen. Ein Cyanin 3 (Cy3)-markierter Ziege-
anti-Ratte-Antikorper (1:600; dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) diente als Se-

kundarantikorper.

Zur Darstellung von EPCs wurden zusatzliche Schnitte mit einem monoklona-
len Ratte-anti-Maus-Antikorper gegen CD34 (1:30; Abcam) und einem monoklonalen
Kaninchen-anti-Maus-Antikdrper gegen VEGFR-2 (1:20; Abcam) angefarbt. Als Se-
kundarantikorper wurden ein Ziege-anti-Ratte-Cy3-Antikorper (1:600; dianova
GmbH) und ein mit Biotin markierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper (1:15;
Jackson), der mittels Fluorescein-markiertem Streptavidin (1:50; Vector Labs, Bur-
lingame, Kanada) nachgewiesen werden konnte, verwendet. Weiterhin wurden die
Praparate wie oben beschrieben mit einem Antikdrper gegen CD31 und einem mo-
noklonalen Kaninchen-anti-Maus-Antikorper gegen GFP (1:200; Abcam) angefarbt.
Ein Biotin-markierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (1:15; Jackson, Suffolk), der
mittels Fluorescein-markiertem Streptavidin (1:50; Vector Labs, Burlingame, Kanada)

nachgewiesen werden konnte, diente als sekundarer Antikorper.

Die Zellkerne in jedem Schnittpraparat wurden mit Hoechst 33342 (1:500;
Sigma, Deisenhofen, Deutschland) angefarbt. AnschlieRend wurden die Schnitte un-

ter einem Fluoreszenzmikroskop untersucht (BZ-8000; Keyence, Osaka, Japan).
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Die quantitativen Analysen der immunhistochemischen Schnitte beinhalteten die fol-

genden Parameter:

5.6.2.1. Dichte CD31-positiver Geféal3e

Um die Dichte CD31-positiver Mikrogefalde innerhalb der Endometrioseherde im
Zeitverlauf zu bestimmen, wurden zu jedem Untersuchungszeitpunkt 4 kryokonser-
vierte Endometrioseherde ausgewahlt, von denen wiederum 3 reprasentative
Schnittpraparate aus dem mittleren Bereich der Herde analysiert wurden. Hierzu
wurde die Gesamtzahl aller CD31-positiven Gefalde innerhalb der Herde gezahlt und

in Relation zur Gesamtflache der einzelnen Herde gesetzt (Gefalde pro mm?).

5.6.2.2. Anteil GFP-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl

Nach entsprechender immunhistochemischer Farbung von 4 Herden pro Untersu-
chungszeitpunkt wurden zur Bestimmung der Anzahl GFP-positiver Zellen innerhalb
der Endometrioseherde 3 reprasentative Schnitte aus dem mittleren Bereich der
Herde ausgewahlt. Pro Schnitt wurden in je 10 standardisierten Gesichtsfeldern die
Gesamtanzahl aller Zellen und die Zahl der GFP-positiven Zellen bestimmt. Dabei
wurde differenziert, ob die GFP-positiven Zellen in das Endothel von Gefalien inte-

griert oder im umgebenden Stromagewebe lokalisiert waren.

5.6.2.3. Anteil GFP-positiver Zellen an allen Endothelzellen

Zur Bestimmung des Anteils GFP-positiver Zellen an allen Endothelzellen innerhalb
eines Endometrioseherdes wurden 4 Herde pro Untersuchungszeitpunkt ausgewahlt.
Nach entsprechender immunhistochemischer Farbung (GFP/CD31) wurden in 3 re-
prasentativen Schnitten aus dem mittleren Bereich der Herde alle Endothelzellen und
alle GFP-positiven Endothelzellen gezahlt. Der Anteil GFP-positiver Zellen wurde in

Prozent aller Endothelzellen angegeben.

5.6.2.4. Anteil SDF-1-positiver Zellen

Um den Anteil SDF-1-positiver Zellen zu bestimmen, wurden 4 Endometrioseherde
pro Untersuchungszeitpunkt ausgewahlt. In je einem reprasentativen Schnitt wurde
in je 10 standardisierten Gesichtsfeldern die Gesamtzahl aller Zellen und die Anzahl
SDF-1-positiver Zellen gezahlt. Der Anteil der SDF-1-positiven Zellen wurde in Pro-

zent aller Zellen angegeben.
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5.7. DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Ober-
flachenmolekulen, intrazellularen Proteinen, Peptiden und DNA. Sie beruht auf der
Detektion von charakteristischen Fluoreszenz- und Streumustern, die nach Kopplung
von Fluoreszenzfarbstoff-markierten spezifischen Antikdrpern und Anregung durch
Laserlicht von der zu untersuchenden Einzelzellsuspension emittiert werden [MANDY
et al., 19995].

Um zu analysieren, ob die Induktion der Endometrioseherde die Anzahl zirku-
lierender EPCs im peripheren Blut oder in hamatopoetischen Organen der Maus
(z.B. Knochenmark und Milz) erhoht, wurden durchflusszytometrische Analysen
durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden Endometrioseherde wie unter 5.3. beschrie-
ben in zusatzlichen C57BL/6-Mausen induziert. Weitere Versuchstiere wurden als
Sham-Tiere operiert, in denen Uber eine identische mediane Laparotomie lediglich
ein 7-0 Polypropylene-Faden (Prolene; Ethicon Products) ohne Uterusgewebe an die
laterale Bauchwand fixiert wurde. Eine Gruppe unbehandelter Mause diente als Kon-
trollgruppe.

An den Tagen 3 und 14 nach Operation wurde den Versuchstieren Vollblut,
Knochenmark und Milz entnommen. Anschlie3end erfolgte die Aufbereitung des Blu-
tes und des Gewebes mittels 40 ym Cell Strainer (BD Biosciences), Zentrifugation
und Waschung mit FACS-Puffer (500 ml PBS, 25 ml gefiltertes fetal calf serum
[FCS], 2,5 g bovine serum albumin [BSA]). Nach Lyse der Zellsuspension und F-
Blockade (CD16/CD32, BD Pharmingen) wurden die Uberstehenden Lymphozyten-
populationen hinsichtlich ihrer Expression der EPC-Marker Sca-1-Fluorescein-
Isothiocyanat (BD Pharmingen) und VEGFR-2-Phycoerythrin (BD Pharmingen) un-
tersucht. Identische isotypische Antikorper dienten als Kontrolle (rat lgG2a; BD
Pharmingen). Mit einem FACScan (BD Pharmingen) wurden zweifarbige durch-
flusszytometrische Untersuchungen durchgefuhrt und die gewonnenen Daten mittels

Computersoftware (CellQuest; BD Pharmingen) verarbeitet.
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5.8. EXPERIMENTELLES PROTOKOLL

In 20 knochenmarktransplantierten FVB/N-TgN (Tie2/GFP) 287 Sato-Mausen wur-
den insgesamt 80 Endometrioseherde induziert. Nach 3, 7, 14 und 28 Tagen wurden
je 20 Endometrioseherde von 5 Versuchstieren mittels intravitaler Fluoreszenzmikro-
skopie untersucht. In 4 Herden pro Untersuchungszeitpunkt wurden mittels immun-
histochemischer Untersuchungen der Anteil SDF-1-positiver und GFP-positiver Zel-
len und die Dichte der CD31-positiven Gefalle bestimmt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden insgesamt 48 Endometrioseherde in 12
knochenmarktransplantierten FVB/N-TgN (Tie2/GFP) 287 Sato-Mausen induziert.
Die Halfte dieser Tiere wurde taglich mit dem SDF-1/CXCR4-Antagonisten AMD3100
(n=6; 5 mg/kg KG geldst in 100 yl PBS; Tocris Bioscience, Bristol, Gro3britannien)
durch subkutane Injektion behandelt. Als Kontrollgruppe dienten die ubrigen 6 Tiere,
denen lediglich die wirkstofflose Tragerlosung subkutan injiziert wurde (n=6; 100 pl
PBS). Nach 14 Tagen wurden durch intravitalfluoreszenzmikroskopische und im-
munhistochemische Untersuchungen die funktionelle Kapillardichte und die Anzahl
GFP-positiver Endothelzellen in den Endometrioseherden bestimmt.

FUr die durchflusszytometrischen Analysen wurden insgesamt 64 Endometrio-
seherde in 16 C57BL/6-Mausen induziert. An den Tagen 3 und 14 wurde den Ver-
suchstieren Vollblut, Knochenmark und Milz entnommen und die Anzahl Sca-
1/VEGFR-2-positiver EPCs mittels durchflusszytometrischer Analysen bestimmit.

Sham-operierte (n=16) und unbehandelte Versuchstiere (n=8) dienten als Kontrolle.

5.9. STATISTIK

Samtliche Werte werden als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts (x + SEM)
angegeben. Dabei rekrutieren sich die Mittelwerte der einzelnen mikrozirkulatori-
schen Parameter an den jeweiligen Untersuchungstagen aus den Einzelwerten, wel-
che in den jeweiligen Untersuchungsfeldern gemessen wurden.

Bei Normalverteilung der Werte erfolgte der Vergleich zwischen zwei Gruppen
an den einzelnen Untersuchungstagen mittels Student’s t-Test fur den unverbunde-

nen Paarvergleich.
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Der Vergleich mehrerer Gruppen erfolgte mit einer One way analysis of vari-
ance (ANOVA) gefolgt von einem post hoc-Test, der eine Korrektur des a-Fehlers
nach Bonferroni beinhaltet. Um wiederholte Messungen in einer Gruppe zu verglei-
chen, wurde eine ANOVA fur wiederholte Messungen gefolgt vom Student-Newman-
Keuls-Test durchgefuhrt.

Samtliche statistischen Auswertungen erfolgten unter Verwendung der Soft-
ware SigmaPlot (Version 11.0; Systat Software, Chicago, lllinois, USA). Als statis-
tisch signifikant wurden Unterschiede der Messwerte mit einer Irrtumswahrschein-

lichkeit von P<0,05 angesehen.
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6. ERGEBNISSE

6.1. MORPHOLOGIE DER ENDOMETRIOSEHERDE

6.1.1. Oberflache

Wie in 5.5. beschrieben, wurden die transplantierten Gewebefragmente zu den ver-
schiedenen Untersuchungszeitpunkten mittels einer digitalen Schieblehre in zwei
Ebenen vermessen, um eine Abschatzung zur GroéRenentwicklung im Verlauf vor-
nehmen zu konnen.

Die Fragmente hatten zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten eine
durchschnittliche GrofRe von 2,19 mm? (Tag 3), 1,85 mm? (Tag 7), 1,73 mm? (Tag 14)
und 1,44 mm? (Tag 28). Dies entspricht einer signifikanten Abnahme der Oberflache
der Endometrioseherde an Tag 28 im Vergleich den Gbrigen Untersuchungszeitpunk-
ten (Tabelle 1).

Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 28

Oberflache (mm?) 2,19+ 0,04 1,85+0,19* 1,73+0,16 * 1,44 017"

Tabelle 1: Oberflache (mm? der transplantierten Gewebefragmente an den Tagen 3, 7, 14 und 28.
Mittelwerte + SEM. *P < 0,05 versus Tag 3, *p < 0,05 versus Tag 3, 7 und 14.

6.1.2. Makro- und mikroskopische Veranderungen

Nachdem die Gewebefragmente an die laterale Bauchwand der Versuchstiere fixiert
wurden, waren im Verlauf des Beobachtungszeitraumes weitere makro- bzw. mikros-
kopische Veranderungen an den sich entwickelnden Endometrioseherden nachweis-
bar.

An Tag 3 erschienen die transplantierten Fragmente noch durchgehend blass
als Zeichen fehlender Vaskularisierung. Lediglich eine Roétung im Bereich des an-
grenzenden Peritoneums als Zeichen einer frihen angiogenen Reaktion war erkenn-
bar (Abbildung 10A). Am 7. Tag waren die Herde selbst hingegen durch eine ubiqui-
tare rotliche Verfarbung gekennzeichnet (Abbildung 10B). Diese ist als Folge lokaler
Gewebeeinblutungen zu werten. Erst nach 14 bzw. 28 Tagen konnte man bereits

makroskopisch eine deutlich erkennbare Gefal3zeichnung sowohl in der Peripherie
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als auch im Zentrum der Herde erkennen (Abbildung 10C). Zu diesen Zeitpunkten
war auch mikroskopisch anhand durchgefihrter HE-Farbungen die typische Histo-
morphologie von Endometrioseherden nachweisbar. Diese war gekennzeichnet
durch zystisch dilatierte Drisen mit auskleidendem Drlusenepithel, welche von einem
gut vaskularisierten endometrialem Stromagewebe umgeben waren (Abbildung 10D).

Abbildung 10: A: Abgeblasstes ischdmisches Gewebefragment mit lokaler Rétung des umliegenden
Gewebes an Tag 3. B: Rétlich verférbter Endometrioseherd an Tag 7. C: Vollstdndig ausgebildeter
Endometrioseherd mit ausgeprégter Vaskularisierung an Tag 28. D: HE-geférbter Schnitt durch einen
Endometrioseherd an Tag 28 (Begrenzung durch gepunktete Linie) mit zystisch dilatierter Driise
(Sternchen) und umgebendem Stromagewebe (Skalierung: A-C: 1,3 mm, D: 200 um).
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6.2. VASKULARISIERUNG DER ENDOMETRIOSEHERDE

6.2.1. Mikrovaskulares Netzwerk

6.2.1.1. Anteil perfundierter Endometrioseherde

Am 3. Tag nach Transplantation der Gewebefragmente konnte keine Vaskularisie-
rung nachgewiesen werden (Abbildung 11A). Erst ab dem 7. Tag war ein Teil der
sich entwickelnden Endometrioseherde durch die partielle Ausbildung eines Ge-

faknetzes gekennzeichnet.

Abbildung 11: Intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Endometrioseherde (Begrenzung durch ge-
punktete Linie) an Tag 3 (A), 7 (B), 14 (C) und 28 (D) nach Fixation von Uterusgewebe aus FVB/N-
Mé&usen an die laterale Bauchwand von Tie2-GFP-knochenmarktransplantierten Médusen. An Tag 3
sind noch keine Mikrogefél3e vorhanden (A). Nach 7 Tagen lassen sich in einigen Bereichen der Her-
de zahlreiche durchblutete Gefdl3e nachweisen, wéhrend andere Bereiche noch nicht perfundiert sind
(B, Sternchen). Die Endometrioseherde an Tag 14 und 28 weisen ein gut ausgebildetes mikrovaskul&-
res Netzwerk auf (Kontrastverstdrkung mit FITC-Dextran in Blaulicht-Epi-lllumination) (Skalierung: A-
D: 250 um).
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Zentrale Areale blieben dabei noch ohne Perfusion (Abbildung 11B). An den
letzten beiden Untersuchungszeitpunkten war ein vollstandiges dichtes mikrovasku-

lares Netzwerk in allen Arealen der Herde nachweisbar (Abbildung 11 C und D).

Weiterhin zeigte die quantitative Analyse der Anzahl perfundierter Herde, dass
an Tag 3 keiner der sich entwickelnden Endometrioseherde eine Perfusion aufwies.
An Tag 7 hingegen war in 50% der untersuchten Herde eine Vaskularisierung vor-
handen. Ab dem 14. Tag waren nahezu alle Endometrioseherde vollstandig durch

ein neugebildetes dichtes Gefalinetzwerk gekennzeichnet (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Anteil perfundierter Endometrioseherde (%) an den Tagen 3, 7, 14 und 28. *P < 0,05
versus Tag 3, *p < 0,05 versus Tag 3und 7.

6.2.1.2. Funktionelle Kapillardichte
Uber den Untersuchungszeitraum von 4 Wochen nahm die funktionelle Kapillardichte
innerhalb der Endometrioseherde stetig bis zu einem Maximum von 302 cm/cm? an
Tag 28 zu. Entsprechend war die funktionelle Kapillardichte an den beiden letzten
Untersuchungszeitpunkten nach 14 und 28 Tagen im Vergleich zu den Tagen 3 und
7 signifikant erhoht (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Funktionelle Kapillardichte (cm/cm? der Endometrioseherde an den Tagen 3, 7, 14
und 28 nach Fixation von Uterusgewebe an die laterale Bauchwand der Versuchstiere. Mittelwerte +
SEM. *P < 0,05 versus Tag 3und 7, *P < 0,05 versus Tag 3, 7 und 14.

6.2.2. Mikrohamodynamik

Mittels der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie war es auch maoglich, mikrohamody-
namische Parameter in den Endometrioseherden zu messen. Da die Herde am 3.
Tag noch keine perfundierten Gefalde enthielten, wurden diese erst ab dem 7. Tag
analysiert.

Der Durchmesser neugebildeter Gefalde innerhalb der Herde lag wahrend des
Untersuchungszeitraumes zwischen 23,9 ym an Tag 7 und 26,9 ym an Tag 28 ohne
signifikante Unterschiede zwischen den Zeitpunkten (Tabelle 2).

Die Blutzellgeschwindigkeit innerhalb der gemessenen Gefal3e stieg hingegen
deutlich von 177,8 um/s (Tag 7) auf 419,6 um/s (Tag 28) an (Tabelle 2).

Die Scherrate betrug 60,9 s an Tag 7 und verdoppelte sich an Tag 28 auf
127,7 s™'. Der mikrovaskulére Blutfluss an Tag 28 war mit 194,7 pl/s gegeniiber den

Werten an den ubrigen Untersuchungszeitpunkten signifikant erhoht (Tabelle 2).

Tag 7 Tag 14 Tag 28
Gefalldurchmesser (um) 23,9+1,1 245+19 26,9+1,6
Blutzellgeschwindigkeit (um/s) 177,8 + 36,9 344,2 + 97,6 419,6 + 40,2
Mikrovaskularer Blutfluss (pl/s) 60,5+ 13,3 119,6 + 18,8 194,7 + 33,3*
Scherrate (8'1) 60,9+124 121,5+ 429 127,7 £ 13,8

Tabelle 2: Mikrozirkulatorische Parameter an den Tagen 7, 14 und 28 nach Fixation von Uterusgewe-
be aus FVB/N-Méausen an die laterale Peritonealwand von Tie2-GFP-knochenmarktransplantierten
Mé&usen. Mittelwerte + SEM. *P < 0,05 versus Tag 7 und 14.
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6.2.3. GefaRdichte

Zusatzliche immunhistochemische Untersuchungen CD31-gefarbter Schnitte zeigten,
dass frisch isoliertes Endometriumgewebe eine hohe GefaRdichte von 240 mm™
aufwies (Abbildung 14 A und F).

Bereits am 3. Tag nach Transplantation der Uterusfragmente an die laterale
Bauchwand waren kaum noch CD31-positive Gefal’e innerhalb der induzierten En-
dometrioseherde nachweisbar. Dies spricht fur einen raschen Verlust CD31-positiver
Endothelzellen innerhalb der frihen Phase der Entwicklung der Herde (Abbildung 14
B und F).

Im weiteren experimentellen Verlauf nahm aufgrund des Einwachsens neuge-
bildeter Blutgefalle aus dem umgebenden Empfangergewebe die Anzahl CD31-
positiver Gefalte innerhalb der Endometrioseherde wieder kontinuierlich zu. Daraus
resultierte eine GefaRdichte von 300 mm™ an Tag 28 (Abbildung 14 C-F).
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Abbildung 14: A-E: Immunhistochemische Darstellung von MikrogeféBen in uterinem Gewebe direkt
vor (A) sowie an Tag 3 (B), 7 (C), 14 (D) und 28 (E) nach Fixation an die Bauchwand. Die Schnitte
wurden mit Hoechst 33342 zur Darstellung der Zellkerne (blau) und mit einem Antikérper gegen CD31
zur Darstellung der Endothelzellen geférbt (rot) (Skalierung: A-E: 50 um). F: GeféRdichte direkt vor
(Tag 0) sowie an Tag 3, 7, 14 und 28 nach Transplantation von Uterusfragmenten an die Bauchwand
von Tie2-GFP-knochenmarktransplantierten M&usen. Mittelwerte + SEM, *P < 0,05 versus Tag 0, 7,
14 und 28.
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6.3. REKRUTIERUNG VON EPCSs IN ENDOMETRIOSEHERDE

6.3.1. Anteil GFP-positiver Zellen
Die histologischen Untersuchungen des transplantierten Uterusgewebes ergaben,
dass sich das Gewebe zu typischen Endometrioseherden mit zystisch dilatierten
Drusen und einem umgebenden vaskularisierten Stromagewebe entwickelten.

Am 3. Tag nach Transplantation, an dem noch keiner der untersuchten Herde
eine Blutperfusion aufwies, konnten auch keine GFP-positive Zellen in dem Gewebe
nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf zwischen den Tagen 7 und 28 waren

hingegen ca. 1%o aller Zellen innerhalb der Endometrioseherde GFP-positiv (Tabelle
3).

6.3.2. Lokalisation GFP-positiver Zellen innerhalb der Herde

Die genauere Analyse der Lokalisation GFP-positiver Zellen innerhalb der Endomet-
rioseherde zeigte, dass durchschnittlich ca. 95% der Zellen in das Endothel der Ge-
falke integriert waren (Tabelle 3, Abbildung 15), wohingegen sich die tubrigen 5% der

Zellen unregelmalig im umliegenden Stromagewebe verteilten (Tabelle 3).

rekrutierte GFP-positive Zellen
Cresam ezl im Herd insgesamt im Gefallendothel im Stromagewebe
pro Herd
Anzahl Yoo Anzahl % Anzahl %

Tag 3 | 3541 + 360 00 00 00 00 00 00
Tag 7 | 8451 +525 90+11 |11+*01 |84+11 |93,8%+27|06+0,3 |6,2*27
Tag 14 | 8509 + 827 63+12 |07+01 |6,1+11 |958+28|03+0,1 |4,2+28
Tag 28 | 6320 + 959 74+16 |16+*05 |73+17 |96,4+36|02+0,2 |3,6*3,6

Tabelle 3: Anteil GFP-positiver Zellen an der durchschnittlichen Gesamtzellzahl der Endometriose-
herde und deren Aufschliisselung in GFP-positive Zellen des Gefdl3endothels und GFP-positive Zellen
im umliegenden Stromagewebe. Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 15: Immunhistochemischer Nachweis GFP-positiver Zellen (Pfeile) im Endothel eines Ge-
fales in einem Endometrioseherd an Tag 28 (Skalierung: 8 um).

6.3.3. Anteil GFP-positiver Endothelzellen

In quantitativen Analysen wurde die Anzahl GFP-positiver GefalRendothelzellen in-
nerhalb der Endometrioseherde bestimmt. Immunhistochemische Farbungen zeig-
ten, dass diese Zellen doppelt positiv fur GFP und CD31 waren (Abbildung 16). Dies
belegt, dass es sich bei diesen Zellen um EPCs aus dem transplantierten Knochen-
mark von Tie2-GFP-Mausen handeln muss und diese Zellen als Endothelzellen am

Aufbau eines mikrovaskularen Netzwerkes in den sich entwickelnden Endometriose-

herden beteiligt waren.

Abbildung 16: Immunfluoreszenzmikroskopische Detailaufnahme von Zellen eines Endometriose-
herds an Tag 14 nach Transplantation eines Uterusfragments einer FVB/N-Maus an die laterale
Bauchwand einer Tie2-GFP-knochenmarktransplantierten Maus. Die Schnitte wurden mit Hoechst
33342 zur Darstellung der Zellkerne (A bis C, blau) und mit einem Antikérper gegen den Endothel-
zellmarker CD31 (A und C, rot) sowie einem Antikérper gegen GFP (B und C, griin) geférbt. C ent-
spricht der Uberlagerung von A und B. Es ist eine EPC, welche doppelt positiv fir CD31 und GFP ist
(Pfeilspitzen), neben einer CD31-positiven Endothelzelle (Pfeile) zu sehen (Skalierung: 7 um).
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Interessanterweise waren an Tag 7 nach Endometrioseinduktion ca. 18% aller
Endothelzellen GFP-positiv. Zu den folgenden Untersuchungszeitpunkten sank der
Anteil GFP-positiver Endothelzellen langsam auf ca. 13% an Tag 28 ab (Abbildung
17).
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Abbildung 17: Anteil GFP-positiver Endothelzellen (in %) des Gefédl3netzwerkes innerhalb der Endo-
metrioseherde an den Tagen 3, 7, 14 und 28 nach Fixation von Uterusgewebe aus FVB/N-Mé&usen an
die laterale Bauchwand von Tie2-GFP-knochenmarktransplantierten Mdusen. Mittelwerte + SEM. *P <
0,05 versus Tag 3.

6.3.4. Nachweis CD34/VEGFR-2-positiver EPCs

Zusatzlich zu zirkulierenden EPCs aus dem Knochenmark konnten im Modell der
peritonealen Endometriose EPCs, welche sich bereits vor Transplantation im frisch
isolierten Uterusgewebe befinden, zur Vaskularisierung der Endometrioseherde bei-
tragen. Aus diesem Grund wurde die Verteilung CD34/VEGFR-2-positiver EPCs in
uterinen Gewebeproben vor und nach Fixation an die laterale Bauchwand der Ver-
suchstiere genauer analysiert.

Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigten, dass frisch entnomme-
nes Uterusgewebe keine Zellen enthielt, die doppelt positiv fur CD34 und VEGFR-2
waren (Abbildung 18 A-C). Im Gegensatz dazu konnten an Tag 7 und 28
CD34/VEGFR-2-positive EPCs in den sich entwickelnden Endometrioseherden
nachgewiesen werden (Abbildung 18 D-I). Dieser Nachweis von EPCs in den Endo-
metrioseherden an den spaten Untersuchungszeitpunkten korrelierte mit der Rekru-

tierung zirkulierender EPCs aus dem Knochenmark in die Herde.
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A

Abbildung 18: Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von CD34- und VEGFR-2-expri-
mierenden Zellen in Uterusfragmenten von FVB/N-Mé&usen direkt vor (A bis C), sowie an den Tagen 7
(D bis F) und 28 (G bis 1) nach Transplantation an die laterale Bauchwand von Tie2-GFP-
knochenmarktransplantierten Mé&usen. Die histologischen Schnitte wurden mit Hoechst 33342 zur
Darstellung der Zellkerne (A bis I, blau), einem Antikérper gegen CD34 (A, C, D, F, G, I, rot) und ei-
nem Antikérper gegen VEGFR-2 (B, C, E, F, H, I, griin) geférbt. C, F und | entsprechen den Uberlage-
rungen von A und B, D und E sowie G und H. Frisch isolierte Uterusfragmente enthalten keine Zellen,
die sowohl positiv fiir CD34 als auch VEGFR-2 sind (A bis C). Im Gegensatz dazu enthalten Endomet-
rioseherde an den Tagen 7 und 28 vermehrt CD34/VEGFR-2-positive EPCs (D bis I, Pfeile) (Skalie-
rung: 20 um).

6.4. SDF-1-EXPRESSION IN ENDOMETRIOSEHERDEN

Das Chemokin SDF-1 wurde bereits in anderen Studien als ein wichtiger chemotak-
tischer Faktor fur die Rekrutierung von EPCs in hypoxische Gewebe beschrieben
[CERADINI et al., 2004]. Entsprechend wurde in der vorliegenden Arbeit die SDF-1-
Expression in den sich entwickelnden Endometrioseherden untersucht.

3 Tage nach Transplantation uteriner Gewebefragmente in die Peritonealhohle
der Empfangertiere waren 5% der Zellen innerhalb des Gewebes positiv fur SDF-1

(Abbildung 19 A und E). Im Gegensatz dazu betrug die SDF-1-Expression an Tag 7
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nahezu 75% (Abbildung 19 B und E). Im weiteren Verlauf nahm der Anteil SDF-1-

exprimierender Zellen kontinuierlich ab und betrug an Tag 14 noch 21% und an Tag

28 nur noch 4% (Abbildung 19 C-E).

H [e] ©
o o o
L L

SDF-1-positive Zellen (%)
N
o

0 ——

i

3d

7d

14d 28d

Abbildung 19: Immunhistochemische Darstellung SDF-1-exprimierender Zellen (A bis D, schwarz,
exemplarisch hervorgehoben durch rote Pfeile) in Endometrioseherden an Tag 3 (A), 7 (B), 14 (C) und
28 (D) nach Fixation von Uterusgewebe aus FVB/N-M&usen an die laterale Bauchwand von Tie2-
GFP-knochenmarktransplantierten Méusen (Skalierung: 30 um). E: Anteil (in %) SDF-1-positiver Zel-
len in Endometrioseherden an Tag 3, 7, 14 und 28. Mittelwerte + SEM. § P < 0,05 versus Tag 3, 14

und 28.
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6.5. VASKULARISIERUNG UND EPCs IN AMD3100-BEHANDELTEN TIEREN

In weiteren Experimenten wurde der Beitrag zirkulierender EPCs an der Vaskularisie-
rung von Endometrioseherden genauer untersucht. Hierzu wurden Versuchstiere, die
mit dem selektiven SDF-1/CXCR4-Rezeptorantagonisten AMD3100 behandelt wur-
den, mit Kontrollmausen verglichen, denen lediglich die wirkstofflose Tragerlésung
(PBS) injiziert wurde.

Die Behandlung mit AMD3100 fuhrte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu ei-
nem signifikant verringerten Anteil GFP-positiver Endothelzellen in den Endometrio-
seherden an Tag 14 (Abbildung 20A). So betrug der Anteil GFP-positiver Endothel-
zellen in der mit AMD3100 behandelten Gruppe lediglich 5,6% im Vergleich zu
17,6% in der Kontrollgruppe.

Intravitalfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der Herde zeigten wei-
terhin, dass dies mit einer signifikant reduzierten funktionellen Kapillardichte in den
Herden an Tag 14 assoziiert war (Abbildung 20B). Diese lag in der mit AMD3100
behandelten Gruppe bei 185 cm/cm? im Vergleich zu 267 cm/cm? in der Kontroll-
gruppe.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Rekrutierung von EPCs in die sich entwik-

kelnden Herde mal3geblich zu deren Vaskularisierung beitragen.
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Abbildung 20: Anteil (in %) GFP-positiver Endothelzellen und funktionelle Kapillardichte (in cm/cm?)
der sich entwickelnden Endometrioseherde an Tag 14 nach Fixierung von Uterusgewebe von FVB/N-
Mé&usen an die laterale Bauchwand von Tie2-GFP-knochenmarktransplantierten M&usen, die téglich
mit dem SDF-1/CXCR4-Antagonisten AMD3100 (schwarze Balken) oder mit dem Vehikel PBS (weil3e
Balken) behandelt wurden. Auswertung mittels Immunhistochemie (A) bzw. intravitaler Fluoreszenz-
mikrokopie und computergestiitztem Bildverarbeitungssystem (B). Mittelwerte + SEM. *P < 0,05 ver-
sus Kontrolle.
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6.6. EPC-ANZAHL IM PERIPHEREN BLUT, KNOCHENMARK UND MiLZ

In zusatzlichen Experimenten wurde mit Hilfe durchflusszytometrischer Untersu-
chungen analysiert, ob die Transplantation von Uterusfragmenten auch mit einer er-
hohten Anzahl von EPCs im Blut, Knochenmark und Milz von C57BL/6-Mausen as-
soziiert ist.

Basierend auf den zuvor beschriebenen intravitalfluoreszenzmikroskopischen
Ergebnissen wurden ein friher Studienzeitpunkt (Tag 3 nach Transplantation) und
ein spaterer Zeitpunkt (Tag 14 nach Transplantation) gewahlt. Ab Tag 14 wiesen na-
hezu alle Endometrioseherde eine eigene Blutversorgung auf (siehe 6.2.1.1.).

Die Analysen zeigten, dass die Induktion der Endometrioseherde zu beiden
Untersuchungszeitpunkten nicht zu einer erhohten Anzahl zirkulierender Sca-
1/VEGFR-2-positiver EPCs im Blut fuhrte (Abbildung 21A). Im Knochenmark der En-
dometriose-Mause war die Anzahl dieser Zellen an Tag 3 im Vergleich zu Tag 14
signifikant erhoht (Abbildung 21B). Vergleichbare Resultate lieferten jedoch auch die
Analysen des Knochenmarks der Sham-operierten Mause, so dass die erhohte EPC-
Anzahl im Knochenmark eher als konsekutive Antwort auf das chirurgische Trauma
zu werten ist, als auf eine direkte Stimulation durch die induzierten Endometriose-
herde.

Die Anzahl der EPCs in der Milz war in den Endometriose-Mausen, Sham-
operierten Mausen und unbehandelten Kontrollmdusen zu beiden Untersuchungs-
zeitpunkten nicht unterschiedlich (Abbildung 21C).

Bﬂ

Abbildung 21: Anzahl Sca-1/VEGFR-2-positiver EPCs pro 10.000 Events im Blut (A), im Knochen-
mark (B) und in der Milz (C) Sham-operierter (graue Balken) und unbehandelter Tiere (weil3e Balken)
sowie in C57BL/6-Mé&usen mit induzierter Endometriose (schwarze Balken) an den Tagen 3 und 14.
Analyse mittels Durchflusszytometrie. Mittelwerte £ SEM. *P < 0,05 versus Tag 3.
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6.7. ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

Im Rahmen der vorliegenden experimentellen in vivo Studie wurde erstmals der Pro-

zess der Vaskulogenese in der Pathogenese der Endometriose untersucht. Mit Hilfe

eines transgenen Endometriose-Mausmodells, welches die Detektion GFP-positiver

EPCs in peritonealen Endometrioseherden ermdglichte, konnten folgende Ergebnis-

se erarbeitet werden:

1.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrte peritoneale Endometrioseindukti-
on fuhrte im Verlauf zu einer gesteigerten Anzahl von EPCs in den Endometri-
oseherden. Zwar blieb der Gesamtanteil der GFP-positiven EPCs an der
durchschnittlichen Gesamtzellzahl pro Herd mit 1%0 gering, jedoch lagen 95%
dieser Zellen als GefalRendothelzellen vor. Der Anteil GFP-positiver Endothel-
zellen an der Gesamtzahl aller Endothelzellen pro Endometrioseherd betrug
im Verlauf 0% (Tag 3), 18% (Tag 7), 15% (Tag 14) und 13% (Tag 28).

Die verstarkte Rekrutierung von EPCs in die Endometrioseherde zu den spa-
teren Untersuchungszeitpunkten fuhrte zu einer signifikant gesteigerten Vas-
kularisierung der Herde. Es kam im Verlauf zu einem signifikanten Anstieg der

funktionellen Kapillardichte bis auf einen Wert von ca. 300 cm/cm? an Tag 28.

Die peritoneale Endometrioseinduktion fuhrte zu einer signifikant gesteigerten
Expression von SDF-1. An Tag 7 exprimierten ca. 75% der Zellen innerhalb
eines Herdes SDF-1. Mit Zunahme der mikrokapillaren Blutversorgung und
damit abnehmender Gewebehypoxie sank der Anteil SDF-1-exprimierender
Zellen auf 4% an Tag 28 ab.

Die Behandlung von Versuchstieren nach Endometrioseinduktion mit dem se-
lektiven SDF-1/CXCR4-Antagonisten AMD3100 fuhrte zu einer signifikant ver-
ringerten Anzahl rekrutierter EPCs in den Endometrioseherden. Bedingt durch
den geringeren Anteil GFP-positiver EPCs in den Herden kam es zu einer sig-
nifikanten Abnahme der funktionellen Kapillardichte auf 185 cm/cm? im Ver-
gleich zu 267 cm/cm? in der Kontrollgruppe zum gleichen Untersuchungszeit-

punkt.
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5. Die Anzahl zirkulierender EPCs im peripheren Blut wurde durch die peritonea-
le Endometrioseinduktion nicht signifikant erhoht. Die Zahl der EPCs im Kno-
chenmark war an Tag 3 nach Transplantation von Uterusfragmenten im Ver-
gleich zu Tag 14 in allen 3 Subgruppen erhoht. Bezuglich der EPC-Anzahl in
der Milz ergab sich zwischen den jeweiligen Gruppen zu beiden Untersu-

chungszeitpunkten kein signifikanter Unterschied.
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7. DISKUSSION

7.1. DISKUSSION DER METHODEN

Die spontane Entstehung einer Endometriose ist aufgrund der Hormon- und Men-
struationsabhangigkeit dieser Erkrankung nur bei Menschen und Primaten moglich
[GRUMMER et al., 2006]. Friher noch haufig benutzte Primatenmodelle sind wegen
ihrer Kostenintensitat durch Tierhaltung und -pflege und nicht zuletzt wegen ethi-
scher Bedenken umstritten und inzwischen in den Hintergrund getreten. Mittlerweile
wurden verschiedene Endometriosemodelle unter Verwendung von Nagetieren etab-
liert, in denen Endometrioseherde durch Transplantation von Endometriumfragmen-
ten an unterschiedliche Lokalisationen des Korpers induziert werden. Dabei besteht
die Mdglichkeit, nicht nur Endometrium der gleichen Spezies, sondern beispielsweise
auch humanes Endometriumgewebe in immuninkompetente Mause zu transplantie-
ren [BRUNER et al., 1997; EGGERMONT et al., 2005; HULL et al., 20095].

Aufgrund der Lokalisation der Endometrioseherde unterscheidet man zwi-
schen extra- und intraperitonealen Endometriosemodellen. Bei den extraperitonealen
Endometriosemodellen werden Endometrioseherde aulerhalb der Bauchhohle durch
Transplantation von Endometrium induziert, wie zum Beispiel beim Modell der
Ruckenhautkammer [MENGER et al., 2002, LASCHKE und MENGER, 2007; LASCHKE et
al., 2008]. Beim Modell der intraperitonealen Endometriose werden Endometrium-
fragmente in die Peritonealhdhle der Versuchstiere transplantiert. So kann die Er-
krankung in einer der haufigsten Endometrioselokalisationen des Menschen nachge-
ahmt werden. Endometriumfragmente konnen vorsichtig vom Myometrium abgelost
werden und als Suspension intraabdominell injiziert werden [SOMIGLIANA et al. 1999;
HIRATA et al., 2008]. Dieser Ansatz hat jedoch den Nachteil, dass die zufallig verteil-
ten Endometrioseherde in der Bauchhohle nur unter erhohtem Zeitaufwand lokalisiert
und danach analysiert werden konnen. Insbesondere bei nicht-invasiven Untersu-
chungstechniken wie der Biolumineszenz oder hochauflosenden Ultraschallverfahren
verstarkt sich dieser Nachteil [BECKER et al., 2006; LASCHKE et al., 2010]. Um dieses
Problem zu umgehen, wurden in der hier vorliegenden Arbeit Endometrioseherde

chirurgisch uber eine mediane Laparotomie durch Annahen der Uterusfragmente an
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die Bauchwand induziert. Dabei enthielten die ausgestanzten Uterusfragmente nicht
nur Endometrium, sondern auch das darunterliegende Myometrium und Perimetrium
des Uterus. KORBEL et al. [2010] konnten nachweisen, dass die raumliche Orientie-
rung der Gewebeschichten der ausgestanzten Uterusfragmente zum Peritoneum und
deren GroRe signifikanten Einfluss auf die Entwicklung der Endometrioseherde hat.
Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit die Uterusfragmente standardi-
siert mittels einer 2mm-Biopsiestanze prapariert. Auch wurde auf eine standardisierte

Orientierung mit Fixierung des Endometriums an das Peritoneum geachtet.

Die Vaskularisierung der Endometrioseherde wurde mittels intravitaler Fluo-
reszenzmikroskopie untersucht. Diese Technik bietet fur Analysen dynamischer Pro-
zesse wie beispielsweise der Angiogenese oder Vaskulogenese ideale Vorausset-
zungen [VAJkoczy et al., 2000]. Andere Untersuchungsverfahren wie die Mikrospha-
ren-Technik [KINGMA et al., 2005], die Xenon-Clearance-Technik [OMAN et al., 2004]
oder die Laser-Doppler-Flowmetrie [WELLHONER et al., 2006] liefern nur indirekte
Aussagen uber die Mikrozirkulation und waren daher fur die vorliegende Arbeit un-
geeignet gewesen. Mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie kdnnen die ein-
zelnen Segmente der Mikrozirkulation wie Arteriolen, Venolen und Kapillaren in ho-
her Auflosung direkt visualisiert werden [MENGER et al., 1993; LASCHKE et al., 2005].
In Kombination mit der Epi-illuminationstechnik, die schon seit den siebziger Jahren
des letzten Jahrhunderts erfolgreich angewendet wird [PLOEM et al., 1974], ist wei-
terhin eine direkte Visualisierung auch nicht transilluminierbarer Gewebe moglich
[RAMSHESH et al., 2006]. Durch den Einsatz geeigneter Fluoreszenzfarbstoffe, wie
Rhodamin 6G, besteht die Moglichkeit, das FlieRverhalten einzelner Blutbestandteile,
wie Leukozyten und Thrombozyten, direkt zu untersuchen [MENGER et al., 1992;
HoFFMANN et al., 2000]. Daneben kdnnen auch Zellschaden wie Apoptose und Nek-
rose in den zu untersuchenden Geweben visualisiert werden [HARRIS et al., 1997;
WESTERMANN et al., 1999]. Durch den Einsatz von FITC-Dextran, welches als grol3es
Molekul unter physiologischen Bedingungen im Intravasalraum verbleibt, kdbnnen au-
Rerdem Veranderungen der Endothelpermeabilitat analysiert werden [PRIES, 1988;
MENGER et al., 1992]. Aufgrund dieser vielfaltigen Moglichkeiten wurde die intravitale

Fluoreszenzmikroskopie in den vergangenen Jahren haufig fir Untersuchungen der
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Mikrozirkulation des Gehirns [BEN MIME et al., 2005], des Pankreas [OBERMAIER et
al., 2002] des Herzens [SATO et al., 2004] oder des Knochens [KLENKE et al., 2005]
eingesetzt.

Beim Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen ist die Bildung von freien Sauerstoff-
radikalen und eine damit verbundene Phototoxizitat fur das untersuchte Gewebe zu
bertcksichtigen [PENNING und DUBBELMAN, 1994]. Durch eine lange Einwirkdauer des
verwendeten Lichts kdonnen diese phototoxischen Effekte besonders stark ausge-
pragt sein [PovLIsHOCK et al., 1983]. Typische phototoxische Effekte sind eine ge-
steigerte Thrombozytenaktivierung [ROSENBLUM, 1978; HERRMANN, 1983], Endothel-
schaden [REED und MILLER, 1988], Vasospasmen [SAETZLER et al., 1997], gesteigerte
Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen [GAwWLOWSKI et al., 1989] oder eine Reduktion
der funktionellen Kapillardichte [FRIESENECKER et al., 1994]. Um die negativen Aus-
wirkungen phototoxischer Effekte zu minimieren, sollte bei der intravitalen Fluores-
zenzmikroskopie auf eine kurze Untersuchungszeit geachtet und die ublichen Dosie-
rungen der Fluoreszenzfarbstoffe nicht Uberschritten werden [STEINBAUER et al.,
2000]. Diese Kriterien wurden in der vorliegenden Arbeit erfullt. So lag die durch-

schnittliche Untersuchungszeit pro Herd unter 15 Minuten.

7.2. DisKuSSION DER UNTERSUCHUNGSERGEBNISSE

Die Oberflachenmessung der Endometrioseherde an den verschiedenen Untersu-
chungszeitpunkten zeigte eine signifikante Abnahme der Oberflache im Verlauf. Dies
konnte damit erklart werden, dass die initiale Bestrahlung der FVB/N-Mause zu einer
funktionellen Ovarektomie mit deutlich erniedrigten Ostrogenleveln fiinrte [EBY et al.,
1989]. Dadurch wird das Herdwachstum gehemmt und es kommt zu einer Herdre-

gression [HAGLUND et al., 2008].

In der vorliegenden experimentellen Arbeit konnte gezeigt werden, dass zirku-
lierende EPCs aus dem Knochenmark in das mikrovaskulare Netzwerk induzierter
Endometrioseherde integriert werden. Damit wurde erstmalig bewiesen, dass zusatz-

lich zur Angiogenese, d.h. die Entwicklung neuer Blutgefale aus bereits bestehen-
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den Gefalden, auch der Prozess der Vaskulogenese, d.h. die Neubildung von Gefa-
Ren aus EPCs, ein wesentlicher Mechanismus in der Pathogenese der Endometriose

darstellt.

In den letzten Jahrzehnten wurde in zahlreichen Studien gezeigt, dass EPCs
an der Vaskularisierung von Tumoren und anderen ischamischen Geweben beteiligt
sind [ASAHARA et al., 1997; SHi et al., 1998; Koprp et al., 2006]. Einige Studien berich-
ten sogar, dass sich 50 bis 100% von Tumorgefalden aus EPCs bilden [LYDEN et al.,
2001; GARCIA-BARROS et al., 2003]. In den meisten Studien wurden allerdings nur
wenige EPCs in den Gefallnetzwerken von Tumoren nachgewiesen [DE PALMA et al.,
2003; MACHEIN et al., 2003; PURHONEN et al., 2008; AHN et al., 2009]. Die vorliegende
Arbeit zeigt, dass etwa 15% aller Endothelzellen innerhalb der sich entwickelnden
Endometrioseherde von zirkulierenden EPCs stammen. Dieser Anteil erscheint recht
hoch, wenn man bedenkt, dass sich die fur die Knochenmarktransplantation notwen-
dige Bestrahlung wahrscheinlich deutlich auf die Produktion pro-angiogener Wachs-
tumsfaktoren und Chemokine fur die Rekrutierung von EPCs auswirkt. Allerdings
bilden sich Endometrioseherde aus versprengtem Endometrium, was ein grol3es re-
generatives Potential besitzt und zahlreiche mesenchymale Stammzellen enthalt
[GARGETT et al., 2009; MASUDA et al., 2015]. Zudem konnte gezeigt werden, dass
auch das normale Endometrium im Uterus ein wichtiges Zielgewebe fur das Homing
zirkulierender Knochenmarkstammzellen ist [Du et al., 2007]. Es ist somit denkbar,
dass endometriales Gewebe gute Voraussetzungen fur das Einnisten und Ausreifen
von Knochenmarkstammzellen bietet, sodass der in dieser Arbeit nachgewiesene
Anteil von 15% EPCs als durchaus nachvollziehbar angesehen werden kann. Aus-
serdem kommen auch andere Studien, welche die Rekrutierung von Knochenmark-
stammzellen an der Vaskularisierung von Transplantatgeweben analysierten, zu ahn-
lichen Ergebnissen. CAPLA et al. [2006] berichten beispielsweise, dass 15 bis 20%
der Endothelzellen in BlutgefalRen freier Hauttransplantate auf EPCs zuriuckzufuhren

sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden Endometrioseherde in knochenmarktrans-

plantierten Tie2-GFP-Mausen induziert. Nahezu alle detektierten GFP-positiven Zel-
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len innerhalb der Herde wurden hierbei in das mikrovaskuldre Endothel integriert.
Nur ein geringer Anteil der Zellen war im umgebenden endometrialen Stromagewebe
lokalisiert. Es ist moglich, dass diese Zellen nicht direkt zum Pool der zirkulierenden
EPCs gehorten. Diese Interpretation wird durch Studien an FVB/N-TgN (Tie2/GPF)
287 Sato-Mausen gestutzt, in denen im Knochenmark Tie2-GFP-positive Stammzel-
len nachgewiesen werden konnten. Diese Zellen exprimieren sowohl den hamatopo-
etischen Marker CD45, als auch die Endothelzellmarker CD34, VEGFR2 und CD31
[SHAW et al., 2004]. Entsprechend kdnnte es eine gemeinsame hamatopoetische
Vorlauferzelle geben, aus der sich sowohl EPCs als auch hamatopoetische Stamm-
zellen entwickeln, welche sich in der Folge zu lymphatischen und myeloischen Zellen
differenzieren. Andererseits ist es auch denkbar, dass separate angioblastische und
hamatopoetische Vorlauferzellen existieren. Weiterhin ist der Differenzierungsgrad
der Tie2-GFP-positiven Zellpopulation der verwendeten Sato-Mause heterogen, was
ebenfalls als Erklarung dafur dienen konnte, dass nicht alle zirkulierenden GFP-
positiven Zellen als EPCs in das neugebildete Endothel der Endometrioseherde inte-

griert wurden.

Die Rekrutierung von EPCs in ein Gewebe ist hauptsachlich von dessen Blut-
versorgung, aber auch von dort ablaufenden mikrovaskularen Remodellierungspro-
zessen abhangig [CAPLA et al., 2006]. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit die
Endometrioseherde mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie und immunhis-
tochemischer Untersuchungen genauer untersucht. Auf diese Weise konnte gezeigt
werden, dass die Vaskularisierung der Uterusfragmente in diesem Modell der peri-
tonealen Endometriose im Zeitverlauf deutlichen Veranderungen unterliegt. Hierzu
zahlen der Verlust vorbestehender CD31-positiver Gefalle wahrend der avaskularen
Phase und die anschlielfiende Ausbildung eines neuen Gefal3netzwerkes durch Ein-
sprossen von Blutgefallen aus dem umgebenden Empfangergewebe. Die hier ge-
wonnenen Ergebnisse zeigen weiterhin, dass die Rekrutierung von zirkulierenden
EPCs in die sich entwickelnden Endometrioseherde parallel zum Aufbau einer eige-
nen Blutversorgung ab Tag 7 nach Transplantation erfolgt. Vor dem 7. Tag konnten

keine CD34/VEGFR-2-positiven EPCs in den Endometrioseherden nachgewiesen
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werden. Dies zeigt, dass weder zirkulierende EPCs, noch lokale gewebeansassige

EPCs an der Initialisierung der Vaskularisierung der Herde beteiligt waren.

Die hochste Anzahl SDF-1-exprimierender Zellen innerhalb der Endometrio-
seherde konnte erst am 7. Tag nach Transplantation der Uterusfragmente in die
Bauchhohle nachgewiesen werden. Zusammen mit der Tatsache, dass die Herde am
3. Tag nach Transplantation keine Perfusion aufwiesen, konnte dies dafur sprechen,
dass ein geringes Mal} einer erneut einsetzenden Blutzirkulation Voraussetzung fur
die notigen Signalmechanismen fur den Transport von EPCs in die ektopen endo-
metrialen Gewebefragmente ist. Des Weiteren fuhrte die Behandlung mit dem selek-
tiven SDF-1/CXCR4-Antagonisten AMD3100 zu einer signifikanten Reduktion der
Anzahl rekrutierter zirkulierender EPCs, was mit einer signifikanten Abnahme der
funktionellen Kapillardichte in den Herden einher ging. Dies belegt, dass EPCs we-
sentlich zur Vaskularisierung von Endometrioseherden Uber den Prozess der Vas-
kulogenese beteiligt sind.

Trotz der abnehmenden Zahl SDF-1-exprimierender Zellen innerhalb der En-
dometrioseherde und der zeitgleich steigenden funktionellen Kapillardichte Uber den
Beobachtungszeitraum, blieb die Zahl GFP-positiver Zellen zwischen Tag 14 und 28
relativ konstant. Neben der Hypoxie-stimulierten SDF-1-Ausschuttung missen dem-
zufolge andere Mechanismen an der Rekrutierung der EPCs beteiligt gewesen sein.
So ist es beispielsweise moglich, dass durch erhdhten endothelialen Scherstress die
Produktion bestimmter adhasiver Selektin- und Integrin-Moleklle gesteigert war, fur
die gezeigt werden konnte, dass sie die Adhasion von EPCs an geschadigtes En-
dothel begunstigen [HRISTOV et al., 2007; ZAMPETAKI et al., 2008]. Ebenso kdnnten
aktivierte Thrombozyten, die sich am Endothel ischamiegeschadigter Kapillaren an-
lagern, zu einer Adhasion der EPCs beigetragen haben [LEV et al., 2006].

Die Anzahl im Blutstrom zirkulierender EPCs ist nach Myokardinfarkt, korona-
rer Bypass-Operation oder starkem korperlichen Training deutlich erhoht [SHINTANI et
al., 2001; LAUFs et al., 2004]. Dementsprechend wurde in der vorliegenden Arbeit
auch analysiert, ob die Ausbildung einer Endometriose mit einer erhdhten Anzahl
zirkulierender EPCs im Blut assoziiert ist. In diesem Fall kdnnte die EPC-Anzahl im

Blut als neuer diagnostischer Biomarker fur die Erkrankung genutzt werden. Aller-
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dings wurden zwischen den Versuchs- und Kontrolltieren keine Unterschiede in der
Zahl der zirkulierenden EPCs gefunden. Daruberhinaus war auch die Anzahl der
EPCs im Knochenmark und in der Milz der Endometriose-Tiere im Vergleich zu den
sham-operierten und unbehandelten Kontrolltieren nicht erhoht. Dies konnte dadurch
erklart werden, dass der physiologische Pool an zirkulierenden EPCs fur die Akku-
mulation und Rekrutierung der Zellen in das mikrovaskulare Netzwerk der sich entwi-
ckelnden Endometrioseherde ausreicht. Allerdings wurde die Anzahl der EPCs nur
an zwei Untersuchungszeitpunkten in der frihen Phase der Entstehung der Endo-
metrioseherde untersucht. Es ist daher nicht auszuschlie3en, dass unter klinischen
Bedingungen die Anzahl von EPCs bei Patientinnen mit chronisch bestehender En-

dometriose oder einer schweren klinischen Verlaufsform erhoht ist.

7.3. SCHLUSSFOLGERUNGEN UND KLINISCHE PERSPEKTIVEN

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die postnatale Vaskulogenese
eine wesentliche Bedeutung in der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen wie Tu-
morwachstum und Arteriosklerose hat. Die hier vorliegende Arbeit zeigt nun erst-
mals, dass die postnatale Vaskulogenese auch bei der Endometriose eine wichtige
Rolle spielt. So konnten nicht nur EPCs in Endometrioseherden nachgewiesen wer-
den, sondern es wurde auch gezeigt, dass diese EPCs unmittelbar zur Vaskularisie-
rung der Endometrioseherde beitragen.

Diese neuen Erkenntnisse bieten die Moglichkeit, EPC-basierte Strategien zur
Diagnostik und Behandlung der Endometriose zu entwickeln.

EPCs konnten demnach als neue Biomarker benutzt werden, um das Erkran-
kungsrisiko eines Patienten fur Endometriose oder den Progress einer bestehenden
Endometrioseerkrankung abzuschatzen [FASSBENDER et al., 2015]. WERNER et al.
[2005] berichteten beispielsweise, dass die Anzahl an zirkulierenden CD34/VEGFR-
2-positiven EPCs dazu verwendet werden kann, das kardiovaskulare Outcome bei
Patienten zu bestimmen, die an einer koronaren Herzkrankheit leiden. Weiterhin kor-

reliert eine erhdhte Anzahl an EPCs positiv mit der Aktivitat einer malignen Tumorer-
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krankung [ZHANG et al., 2008]. Interessanterweise hat auch die Anzahl der EPCs im
Blut wahrend unterschiedlichen Chemotherapien und anti-angiogenen Therapieregi-
men einen direkten Einfluss auf die Wirksamkeit der eingesetzten Therapie [GEORGI-
ou et al., 2008]. Entsprechend konnten EPCs nicht nur dazu dienen, angiogene Er-
krankungen, wie Endometriose, zu entdecken, sondern auch vielmehr die beste anti-
angiogene Behandlungsstrategie zu identifizieren oder die optimale biologische Do-
sis der verwendeten anti-angiogenen Substanzen zu ermitteln.

Weiterhin haben sich EPCs auch als geeignete Vehikel fur die systemische
Applikation in der Tumor-Gentherapie erwiesen [DUDEK, 2010]. Hierfur werden EPCs
isoliert und mit einem Gen bestlckt, das fur ein therapeutisches Protein kodiert. Die-
se modifizierten EPCs werden erneut dem Tumorpatienten injiziert, wo sie gezielt
durch Vaskulogenese in die tumordsen GefalRnetzwerke integriert werden. Im Ge-
gensatz zur lokalen, intratumordsen Gentherapie gelingt es mit diesem zellbasierten
Verfahren, Tumore oder Metastasen zu erreichen, die einem direkten diagnostischen
oder therapeutischen Verfahren nur schwer zuganglich sind. Denkbar ware es, diese
EPC-gestutzte Gentherapie in ahnlicher Weise auf die Behandlung der Endometriose
zu Ubertragen.

Zusammenfassend zeigen diese Beispiele, dass neue Erkenntnisse Uber die
Mechanismen der postnatalen Vaskulogenese zur Entwicklung vielversprechender
diagnostischer und therapeutischer Strategien fuhren. Zuklnftige Studien sollten da-
her klaren, ob diese Strategien auch fur die Diagnose und Behandlung der Endomet-
riose anwendbar sind. Hierbei wird es zunachst nétig sein, die Mechanismen genau
zu analysieren, welche die Mobilisierung und Rekrutierung von EPCs in Endometrio-

seherden regulieren.
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