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Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

Die Endometriose ist eine der haufigsten gynakologischen Erkrankungen von Frauen im
reproduktiven Alter und gehért zu den chronisch-inflammatorischen Krankheiten. Viele
Theorien werden der Pathogenese dieser Erkrankung zugrunde gelegt, jedoch bleiben
ursachliche Mechanismen bis heute ungeklart. Es ist bekannt, dass verschiedene

Komponenten des Immunsystems Einfluss auf die Entstehung der Endometriose nehmen.

Demnach sind fundierte Daten Uber die zelluldren und inflammatorischen Komponenten im
Rahmen der Endometriose elementar, da ein mdglicher therapeutischer Schlissel in der
Hemmung der Aktivitdten einzelner Immunkomponenten liegen koénnte. So kdénnten
fehlgeleitete oder gestdrte inflammatorische Reaktionen im Rahmen der Immunantwort
kontrolliert werden, um adhasive, angiogene und proliferative Prozesse zu unterbinden und

damit die Etablierung ektoper Herde zu verhindern.

Diese experimentelle Arbeit prift, welche Rolle im Speziellen die Immunzellen und deren
inflammatorischen Zytokine im Rahmen der Endometriose spielen. Zudem wird der pro-
inflammatorische Botenstoff Neopterin als potentieller Biomarker genauer untersucht, da er
fur viele andere chronische Erkrankungen als diagnostischer Marker genutzt wird. Die
Peritonealflissigkeit bildet fur die Untersuchungen ein geeignetes Kompartiment, da es die
peritonealen Lasionen umsplilt und lokale Immunprozesse widerspiegeln kann.

Zunachst werden die Endometriose-assoziierten Immunzellen der Peritonealflissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen isoliert. Anschlie3end erfolgt die Charakterisierung
von T- und B-Lymphozyten, Makrophagen, Natirlichen Killerzellen und Dendritischen Zellen
sowie deren Subpopulationen. Hierzu wird das Verfahren der Durchflusszytometrie
angewendet, da es Uber Multi-Markierungen der isolierten Zellen mit Fluorochrom-
gekoppelten Antikdrpern eine genaue Differenzierung einzelner Immunzellpopulationen
ermoglicht. Dartber hinaus erfolgt die Analyse von 27 pro- und anti-inflammatorischen
Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren sowie des pro-inflammatorischen
Neopterins, ebenfalls in der Peritonealflissigkeit der Patientinnen. Die Luminex Technologie
(LUMINEX) und Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Analysen bilden hierzu die
geeigneten Methoden, da sie Uber die Detektion der Konzentrationen einzelner Analyten den
Vergleich von gesunden und erkrankten Patientinnen ermdglichen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die immunologischen Prozesse der Endometriose besser
zu verstehen, um Rickschlisse auf die Pathogenesemechanismen dieser Erkrankung zu
ziehen, sodass auf dieser Basis neue, gezielte kausal-therapeutische Ansatze etabliert

werden konnen.
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2. Literaturubersicht

2.1. Endometriose

Bei der Endometriose handelt es sich um eine chronisch inflammatorische dstrogen-
abhangige Erkrankung, welche circa 6 — 10 % aller Frauen im reproduktiven Alter betrifft
(Eskenazi und Warner 1997; Noble et al. 1997; Bulun 2009; Fuldeore und Soliman 2017).
Asymptomatische Verlaufe und eine aufwandige, haufig sehr spate Diagnosestellung
erschweren die Erhebung der genauen Pravalenz und somit kann von einer weitaus héheren

Anzahl an erkrankten Frauen ausgegangen werden (Nnoaham et al. 2011).

Das Vorkommen von Gebarmutterschleimhaut-dhnlichen Geweben aullerhalb der
Uterushohle charakterisiert die Endometriose, welche in der Regel mit erheblichen
Schmerzen und/oder Unfruchtbarkeit assoziiert ist und so leiden rund 50 % aller Frauen mit
Schmerzen wie Dysmenorrhoe und Dyspareunie, Infertilitdt oder kombinierten Symptomen
an dieser histopathologisch benignen Erkrankung (Meuleman et al. 2009; Johnson et al.
2017). Sie manifestiert sich vorwiegend herdférmig auf den Oberflachen des kleinen
Beckens, des Peritoneums und in seltenen Fallen auch des Diaphragmas, wobei die GroRRe
der Lasionen im Durchmesser von 1 mm grof3en, oberflachlichen peritonealen Herden bis
hin zu Gber 10 cm groRen Ovarialzysten (Endometriomen) variiert (ASRM 1997; Redwine
2002; Kennedy et al. 2005; Horton et al. 2008). Das Uber 5 mm tiefe Infiltrieren in
angrenzende Organe wie den Darm, die Blase, die Ureteren oder das Gewebe der Vagina
bildet eine Sonderform (Deep Infiltrating Endometriosis, DIE), wobei die Tiefe der Lasionen
mit dem Grad sowie der Art der Symptome korreliert (Cornillie et al. 1990; Koninckx et al.
1991; Johnson et al. 2017). Darlber hinaus kann sich das ektope Gewebe in der muskularen
Schicht, dem sogenannten Myometrium, der Gebarmutter manifestieren (Renner et al.
2006). Wandern endometriale Zellen in das Myometrium ein, spricht man von einer

Adenomyose.

Mikroskopisch sind die ektopen Lasionen aus endometrialem Drisenepithel, Stromazellen
und glatter Muskulatur geformt (Anaf et al. 2000; Barcena de Arellano et al. 2011). Durch ein
gesteigertes adhasives und proliferatives Potential der Zellen, kann es Uber die Bildung von
fibrotischem Gewebe in Bereichen der Endometriose-assoziierten Inflammation zu
Adhasionen kommen (Kennedy et al. 2005). Folglich kdnnen anatomische Veranderungen
Uber die Storung der Ovulation Leitsymptome wie Infertilitdt bedingen (Schenken et al. 1984;
Klemmt et al. 2007).
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Viele Patientinnen erfahren durch anhaltende, teils héchstgradig ausgepragte Symptome
eine extreme physische Belastung, welche nicht selten zu immensen psychischen
Problemen und somit einer deutlichen Minderung der Lebensqualitat fihrt (Rush und Misajon
2018). Besonders die daraus resultierende reduzierte Leistungsfahigkeit gemeinsam mit den
notwendigen Behandlungskosten hat auerordentliche 6konomische Auswirkungen, welche
mit denen anderer chronischer Erkrankungen wie z.B. Diabetes mellitus vergleichbar sind
(Simoens et al. 2012).

2.2. Endometriose bei Tieren und in Tiermodellen

Das spontane Auftreten einer Endometriose ist bisher neben dem Menschen nur in nicht-
humanen Primaten beobachtet worden (Fanton und Hubbard 1983; Zondervan et al. 2004).
Im Besonderen sind Rhesusaffen (Macaca mulatta) und Steppenpaviane (Papio
cynocephalus) betroffen, wobei auch bei weiteren Affenarten wie dem Javaneraffen (Macaca
fascicularis) eine spontane Endometriose diagnostiziert wurde (Fanton und Hubbard 1983;
Fanton et al. 1986; Dick et al. 2003). Die Symptome sind vielfaltig und Uberschneiden sich
mit denen der humanen Endometriose-Patientinnen. Inaktivitat und Anorexie ermdglichen die
Schlussfolgerung, dass die Affen initial an klinischen Symptomen wie Zyklus-assoziierten
Schmerzen oder Hypermenorrhoe leiden (Mattison et al. 2007). Ebenfalls ist bekannt, dass
es bei Pavianen mit steigendem Schweregrad der Erkrankung zu einer korrelierenden
Beeintrachtigung der Fertilitdt kommt (D'Hooghe et al. 1996). Die Diagnosestellung erfolgt,
ahnlich wie bei den humanen Patientinnen, haufig sehr spat, wodurch die Endometriose
selten in frlhen Stadien erkannt wird (Mattison et al. 2007). Bleibt die Erkrankung
unbehandelt, so kénnen die teilweise tief-infiltrierenden Endometrioseherde zu grofen
Massen heranwachsen, die Organe funktionell blockieren und somit das Leben der Affen
bedrohen (Mattison et al. 2007). Eine Therapie erfolgt mit dem Ziel, die Affen von den
Endometriose-induzierten Schmerzen zu befreien und das Ausbreiten der Herde und
weiterhin die Bildung von Adhasionen zu vermeiden. Hierzu werden, wie in der
Humanmedizin, Hormonpraparate eingesetzt und auch chirurgische Mallhahmen
durchgefuhrt. Die Letztgenannten konnen das Entfernen von ektopen La&sionen oder
Endometriomen beinhalten, um die Progression der Erkrankung einzudammen sowie die
Entfernung der Ovarien, um die Steroidbildung durch das Endometrium zu reduzieren und so

der zyklischen Proliferation der extrauterinen Herde entgegenzuwirken (Mattison et al. 2007).

Die Adenomyose hingegen wurde sowohl bei verschiedenen nicht-humanen Primaten wie

Orang-Utans (Pongo abelii/lpygmaeus) und Schimpansen (Pan troglodytes), als auch bei
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verschiedenen anderen Saugetieren wie Katzen, (Wild-) Hunden sowie Mausen
beschrieben, wobei diese Beobachtungen Einzelfdlle darstellen (Tamada et al. 2005;
Greaves und White 2006; Barrier et al. 2007; Bulman-Fleming 2008; Graham et al. 2009;
Newell-Fugate und Lane 2009; Malik 2017). Rinder wiederum sind haufiger betroffen und so
ergaben Untersuchungen einer Hereford und Nelore Fleisch-Rasse (Kreuzzucht), dass Uber
50 % von 130 untersuchten Kihen und Farsen mit Fertilitdtsproblemen an einer
Adenomyose erkrankt waren und somit endometriale Zellen das Myometrium dieser Tiere
besiedelt hatten (Ferreira et al. 2008).

Tierische Modelle verhelfen im Rahmen der Endometrioseforschung dazu, das Verstandnis
Uber die pathophysiologischen Vorgange der Erkrankung zu erweitern, um bessere
diagnostische und therapeutische Malnahmen zu etablieren. Affenarten wie
Rhesusmakaken gelten als ein besonders geeignetes Modell, da das Auftreten einer
spontanen Endometriose und die Morphologie und Lokalisation der Lasionen dem klinischen
Bild der humanen Patientinnen weitestgehend entsprechen (MacKenzie und Casey 1975;
Fanton et al. 1986). Da die spontane Endometriose bei Affen jedoch kein haufiges
Phanomen darstellt, wurden alternative Methoden entwickelt, um diese gynakologische
Erkrankung in dieser Tierart zu induzieren. Hierzu existieren mehrere Techniken. Basierend
auf der Theorie nach Sampson wurden (chirurgische) Techniken entwickelt, um durch den
Verschluss des Gebarmutterhalses eine gesteigerte retrograde Menstruation zu bewirken
(Sampson 1927; D'Hooghe et al. 1994). Eine weitere Mdoglichkeit, Endometriose zu
induzieren, liegt in der Transplantation von homologem endometrialem Gewebe in die
Peritonealhdhle der Affen (Fazleabas et al. 2002). Die Modelle der nicht-humanen Primaten
haben sich sehr bewahrt, um Erkenntnisse Uber pathophysiologische Vorgange im Rahmen
der Endometriose zu gewinnen. So konnte beispielsweise bei Pavianen gezeigt werden,
dass Immunsuppressiva die Endometrioselasionen vergroRern und deren Anzahl erhdhen
(D'Hooghe et al. 1995). AuRerdem zeigte sich, dass die intrapelvine Injektion von
Endometriumzellen in Pavianen die Frequenz an Leukozyten und inflammatorischen
Zytokinen in der Peritonealflissigkeit steigert und mit einer lokalen Inflammation
vergesellschafftet ist (D'Hooghe et al. 2001). Zudem korrelierten erhdhte Estradiolwerte und
eine genetische Pradisposition bei Rhesusaffen mit der Entwicklung einer Endometriose
(Hadfield et al. 1997; Zondervan et al. 2004).

Daruber hinaus werden homologe oder heterologe Mausmodelle haufig in der Forschung
verwendet, wobei diese Tierart weder menstruiert noch eine spontane Endometriose
entwickelt und somit die Vergleichbarkeit mit dem humanen Krankheitsbild limitiert ist
(Tirado-Gonzalez et al. 2010). In homologen Modellen, welche sowohl fur Mause, Hasen,

Ratten als auch Hamster etabliert sind, wird die Endometriose chirurgisch durch die
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Implantation von autologem uterinem Gewebe in die Peritonealhdhle des jeweiligen Nagers
induziert (Schenken und Asch 1980; Steinleitner et al. 1991; do Amaral et al. 2009; Pelch et
al. 2012). Im Gegensatz dazu werden im heterologen Tiermodell Fragmente von humanem
Endometriumsgewebe oder Endometrioselasionen intraperitoneal oder subkutan
transplantiert, woraufhin die immunsuprimierten Nager eine Endometriose entwickeln
(Zamah et al. 1984; Nisolle et al. 2000).

Die v.a. bei Pferden auftretende Endometrose darf nicht mit der Endometriose verwechselt
werden (Buczkowska et al. 2014). Bei der Endometrose handelt es sich um eine chronisch-
degenerative, irreversible Veranderung der Gebarmutterschleimhaut auf histologischer
Ebene (Aurich 2005).

2.3. Kilassifikation der Endometriose

Abhangig von der Lokalisation der Lasionen wird die Endometriose in drei unterschiedliche
Formen eingeteilt.

1. Die Endometriosis genitalis externa schlie3t die peritonealen Lasionen ein, welche sich
aulRerhalb des Uterus, beispielsweise im Bereich des kleinen Beckens, der Ovarien, der
Ligamenta sacrouterina oder im Douglasraum befinden. Auch ovarielle Endometriosezysten
(Endometriome) gehoéren zu dieser Variante (Renner et al. 2006).

Die American Society for Reproductive Medicine (ASRM; friher Revised American Fertility
Society, rAFS) hat flr diese Endometrioseform ein Scoring-System entwickelt, welches
weltweit Anwendung findet (ASRM 1997). Demnach erfolgt die Klassifizierung der
Endometriosis genitalis externa laparoskopisch gestiitzt in vier Schweregrade: | — minimal,
Il — mild, Il = moderat und IV — schwer. Hierbei werden unterschiedliche Aspekte, wie z. B.
der Ausdehnungsgrad (GréRe und Tiefe) der Lasionen und Adhasionen in Abhangigkeit von
deren Lokalisation berlcksichtigt, wobei zwischen Eileitern, Ovarien und dem
Beckenperitoneum unterschieden wird. Darliber hinaus wird ein partieller oder kompletter
Tubenverschluss ebenfalls berlcksichtigt. Die Zuordnung erfolgt anhand eines
Punktesystems, das durch ein grafisches Schema gestutzt wird (ASRM 1997).

2. Das Vorkommen von Epithel- und Stromazellen in der muskularen Schicht des Uterus
(Adenomyosis uteri) zahlt zu der Endometriosis genitalis interna.

3. Zur Endometriosis extragenitalis lassen sich Lasionen zuordnen, welche sich aulerhalb
des kleinen Beckens in den angrenzenden Organen, wie beispielsweise Blase, Darm,
Vagina und seltener in Leber, Pankreas, Zwerchfell oder zentralem Nervensystem ansiedeln
(Renner et al. 2006).
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Erganzend zur ASRM entwickelten Tuttlies et al. den ENZIAN-Score (Tuttlies et al. 2005).
Dieser bericksichtigt insbesondere tief-infiltrierende Formen, wie die rektovaginale
Endometriose, welche eine besondere Variante dieser Erkrankung darstellt. Die Zuordnung
erfolgt in diesem System in drei unterschiedliche retroperitoneale Kompartimente
(A: Spatium rectovaginale (in longitudinaler Richtung) vom Douglasraum bis zur Vagina;
B: Sacrouterinbander, seitliche Beckenwand, Ureter(en), Nervi splanchnici und
C: Rektum und Sigmoid. Das F (,far*) bezeichnet entfernte Manifestation jenseits der drei
genannten (posterioren, pelvinen) Kompartimente, z. B. Blase (FB), Adenomyose (FA),
distante Darminfiltration (FI)). Unter Berlicksichtigung der Tiefe der Infiltration werden den
einzelnen Kompartimenten noch jeweils Scores zugeteilt (Grad I: Invasion < 1 cm, Grad Il

Invasion 1 bis 3 cm, Grad lll: Invasion > 3 cm) (Tuttlies et al. 2005; Haas et al. 2013).

Um Aussagen Uber die zu erwartende symptomatische Verbesserung, v.a. der Fertilitat und
Schwangerschaftschancen nach Behandlung treffen zu kdnnen, haben Adamson und Pasta
den Endometriosis Fertility Index (EFI) eingeflhrt. In diesem System flieRen neben
speziellen anamnestischen Faktoren wie Alter der Patientinnen sowie Dauer der
Unfruchtbarkeit und Paritatshistorie (Anzahl von Geburten), auch der (postoperative)
Zustand und die Funktionalitat der Adnexe, Fimbrien und Ovarien sowie Schweregrad der
Erkrankung (ASRM-Score) in die Kalkulation mit ein (Adamson und Pasta 2010; Garavaglia
et al. 2015).

2.4. Symptome und Diagnose der Endometriose

Die Anzeichen und Symptome treten entweder allein oder kombiniert auf, kdnnen je nach
Lokalisation und Schweregrad der Endometriose variieren und sich unter Progression der
Erkrankung verandern (Koninckx et al. 1991; Kennedy et al. 2005). So verlauft sie zu rund
4 % asymptomatisch und kann im Rahmen von laparoskopisch gestitzten Sterilisationen
oder Ahnlichem einen Zufallsbefund darstellen (Cramer und Missmer 2002). In der Regel
jedoch geht Endometriose mit erheblichen chronischen zyklisch oder azyklisch auftretenden
Schmerzen einher und ist in Uber 50 % der Falle mit Dysmenorrhoe oder Dyspareunie
assoziiert (Kennedy et al. 2005; Meuleman et al. 2009). Sind Organe wie die Blase oder der
Darm betroffen, kénnen die Lasionen zu Dysurie oder Dyschezie fihren und zudem leiden
viele Frauen unter starken Blutungsstérungen (Hypermenorrhoe/Menorrhagie) (Kennedy et
al. 2005). Ein weiteres Hauptsymptom stellt die primare oder sekundare Infertilitat dar, von
welcher circa jede zweite Patientin betroffen ist (Aliani et al. 2018; Paramonova et al. 2018).

Die Schweregrade der Erkrankung (Lokalisation und Klassifizierung) und der Symptome wie
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Schmerzen, scheinen nur bei der tief infiltrierenden Endometriose zu korrelieren (Koninckx et
al. 1991; Chapron et al. 2003; Vercellini et al. 2007; Aliani et al. 2018). Der unerflllte
Kinderwunsch sowie die anderen gravierenden, das Leben, den Alltag und auch mogliche
Partnerschaften beeintrachtigende Symptome stellen eine immense psychische Belastung
fur die Patientinnen dar und wirken sich erheblich auf deren Lebensqualitat aus (Marki et al.
2017). Somit ist es nicht verwunderlich, dass die Endometriose in 60 % der Falle mit
depressiven Verstimmungen oder sogar mit klinisch relevanten Depressionen sowie

Angststérungen einhergeht (Halis et al. 2010).

Es ist schwierig, die Diagnose ausschlieBlich auf Grundlage der Symptome zu stellen, da
sich diese zum einen sehr variabel zeigen und zum anderen eine groRe Ahnlichkeit zu
anderen Erkrankungen aufweisen. Das Reizdarmsyndrom, entzundliche
Beckenerkrankungen sowie das pramenstruelle Syndrom, Blasen-, Ureteren-Probleme
u. v. m., sind differential-diagnostisch in Betracht zu ziehen (Kennedy et al. 2005; Practice
Committee of American Society for Reproductive Medicine 2008). Daher wird die
ausfuhrliche Anamnese in der Regel durch eine (rekto-)vaginale Ultraschalluntersuchung
gestitzt und in selteneren Fallen durch eine Magnetresonanztomografie erganzt. Mit diesen
nicht-invasiven Techniken lassen sich unter Umstdnden Endometriome sowie tief
infiltrierende Lasionen, durch Adhasionen verdrehte bzw. retroflexierte Organe wie der
Uterus oder Lasionen in der Vagina sowie der Zervix feststellen (Brosens et al. 2004;
Kennedy et al. 2005). Den diagnostischen Goldstandard stellt jedoch die Laparoskopie dar,
mit welcher sich makroskopisch auch kleinste Lasionen und Adhasionen darstellen lassen,
um anschliefiend die Diagnose Uber ein histologisch untersuchtes Bioptat zu sichern (Abbott
et al. 2003; Kennedy et al. 2005; Marchino et al. 2005). Nach dem Auftreten der ersten
Symptome kommt es aufgrund des mannigfaltigen Krankheitsbildes und der aufwandigen
Diagnostik zu einer durchschnittlichen Verzégerung der Diagnosestellung von 6,7 Jahren bei

Frauen im Alter von 18 bis 45 Jahren (Nnoaham et al. 2011).

2.5. Therapie der Endometriose

Aufgrund mangelnder Kenntnis der Pathogenese der Endometriose fehlen zurzeit noch
kausal-therapeutische Behandlungsansatze und so zeigen rund 60 % der Endometriose-
Patientinnen trotz Behandlung Symptome und bleiben demnach anhaltend therapiebediirftig
(Kuohung et al. 2002).

Da Schmerzen und Infertilitdt die zentralen zu behandelnden Symptome darstellen, sind die

meisten Behandlungsformen auf Schmerzlinderung sowie Erhalt bzw. Férderung der
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Fertilitdt ausgerichtet (Dai et al. 2018). Abhangig von der Schwere der Symptome kann die
Einnahme von Schmerzmitteln wie nichtsteroidalen Antiphlogistika in Kombination mit
Prostagenen (Progesterone Only Pills, POP), Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)-
Analoga sowie oralen Kontrazeptiva (Pille) oder lokalen hormonfreisetzenden intrauterinen
Systemen (Intrauterine Device) Linderung schaffen (Surrey und Hornstein 2002; Cobellis et
al. 2004; Bedaiwy et al. 2017; Ebert et al. 2017). Wenn jedoch die Symptome persistieren,
eine finale Diagnose gestellt werden soll und ektope Lasionen entfernt werden missen, so
ist die laparoskopische Operation das Mittel der Wahl (Abbott et al. 2003; Chapron et al.
2003). Diese beinhaltet die Exzision und Ablation des ektopen endometrialen Gewebes und
bei Bedarf Adhasiolyse mit Hilfe unterschiedlicher chirurgischer Techniken (Golfier und
Sabra 2007; Jacobson et al. 2009; Practice Committee of the American Society for
Reproductive 2012). Die chirurgischen Sanierungen stellen eine effektive Methode zur
deutlichen Linderung der Unterbauchschmerzen sowie der Dysmenorrhoe dar und trotzdem
liegt die Rezidivrate nach funf Jahren bei 40 bis 50 % (Guo 2009; Kaiser et al. 2009). Daher
sollte sich die konservative Behandlung mit oralen Kontrazeptiva, wie POP, anschliel3en, um
Rezidiven sowie erneut auftretenden Symptomen vorzubeugen bzw. diese zu minimieren
(Vercellini et al. 2008; Gong et al. 2015; Park et al. 2016).

2.6. Atiologie und Pathogenese der Endometriose

Gegenwartig existiert eine Vielzahl an Konzepten und Theorien, welche eine mogliche
Erklarung fur die Entstehung der Endometriose liefern, jedoch ist die Ursache bis heute
ungeklart. Im Folgenden wird eine Auswahl der relevanten theoretischen Ansatze fir die

zugrunde liegenden Mechanismen dargelegt.

2.6.1. Implantationstheorie nach Sampson

Die im Jahre 1927 von John A. Sampson aufgestellte Implantationstheorie findet noch
heutzutage Akzeptanz (Sampson 1927). Sie besagt, dass es wahrend der Menstruation zu
einem Ruckfluss von menstruellem Blut Uber die Eileiter in die Peritonealhdhle kommt
(retrograde Menstruation). Uber diesen Weg mitgeschwemmte Endometriumzellen sollen
sich oberflachlich im Bereich des Peritoneums und der angrenzenden Organe des kleinen
Beckens implantieren und anschlielend zu Endometrioseherden entwickeln (Sampson

1927). Bekannt ist, dass Menstruationsblut vitales endometriales Gewebe beinhaltet und so
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konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass im rickflieBenden Blut existente endometriale
Zellen in der Lage sind, ektope Lasionen auszubilden (D'Hooghe et al. 1995; Koks et al.
1997). Diese Erkenntnisse stutzen Sampsons Theorie. Dass es bei bis zu 90 % der Frauen
mit durchgangigen Tuben im Rahmen des Zyklus zum Rickfluss von Menstruationsblut
kommt, ist ebenfalls bewiesen (Halme et al. 1984). Warum allerdings nur einige Frauen unter
der retrograden Menstruation eine Endometriose entwickeln, bleibt fraglich und fihrt zu der
Erkenntnis, dass der RiUckfluss allein nicht flr die Entwicklung dieser Erkrankung
verantwortlich sein kann (Vinatier et al. 2001). In der Regel ist das Immunsystem in der
Lage, die zurlickgeschwemmten Zellen abzubauen und so eine Implantation zu verhindern.
Dieser Mechanismus scheint bei Endometriose-Patientinnen nicht zu greifen und so wird,
gegebenenfalls unter dem Einfluss von unterschiedlichen bisher unbekannten Faktoren, die
Pathogenese der Erkrankung durch Immunkomponenten unterstitzt (Vinatier et al. 2001).
Auch das Auftreten von Endometriose bei jungen Madchen vor der Menarche oder Frauen
unter Amenorrhd, bei Mannern, die sich aufgrund eines Prostatakarzinoms mit Ostrogenen
behandeln lielen sowie an Lokalitaten aul3erhalb der Beckenhodhle (z. B. Thorax) lasst sich
nicht mit Sampsons Theorie begriinden (Clark 1948; Schrodt et al. 1980; Suginami 1991;
Jabeen und Raees 2015).

2.6.2. Coelom-Metaplasie-Theorie

Die Coelom-Metaplasie-Theorie nach Robert Meyer liefert eine weitere mdgliche Erklarung
fur die offenen Fragen in Sampsons Theorie, indem sie auf der metaplastischen
Differenzierung von embryonalen Coelomzellen zu Endometriumszellen basiert. Hormonelle,
inflammatorische und andere Komponenten stehen im Verdacht, diese Metaplasien zu
initieren (Meyer 1919). Es gibt jedoch einige Punkte, welche gegen diese Theorie sprechen,
zumal Endometriose bei Mannern und aul3erhalb der Beckenhdhle selten zu verzeichnende

Phanomene darstellen (Samartzis 2012).

2.6.3. Tissue Injury and Repair Concept (TIAR)

G. Leyendecker et al. (Leyendecker et al. 1998; Leyendecker et al. 2009) legen der
Endometriose ein anderes, die Implantationstheorie erweiterndes Konzept zugrunde. Das
Tissue Injury and Repair Concept (TIAR) geht davon aus, dass Endometriose eine uterine
Erkrankung darstellt, bei der Ostrogen- und Oxytocin-abhéngig, zunehmende uterine

Peristaltik Mikroverletzungen an der Grenzflache zwischen Endometrium und Myometrium
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nahe der fundo-cornualen Raphe verursacht. Daraufhin wird der TIAR-Mechanismus
aktiviert, welcher aufgrund einer Aromatase-Uberexpression lokal in uterinem Gewebe zu
unkontrollierter Erhdhung des Ostrogenspiegels fiihrt, folglich in chronischer Hyperperistaltik
mindet und weitere Mikrotraumatisierungen bewirkt. Endometriale Zellen mit
Stammzellcharakter kdnnen somit aus dem Stratum basale des Uterus in die Beckenhdhle
gelangen und sich in Endometrioselasionen differenzieren oder tief in das Myometrium
infiltrieren, anschlielRend proliferieren und eine Adenomyose bilden. Ein Ausléser wahrend
der frihen reproduktiven Phase der Patientinnen kénnte diese spezifischen biochemischen
und zellularen Reaktionen verursachen und so den sich selbst aufrechterhaltenden Kreislauf
initiieren (Leyendecker et al. 1998; Leyendecker et al. 2009).

Diese Theorie stitzend, demonstrierten Ibrahim et al., dass die endometriale-myometriale
junktionale Zone von Adenomyose-Patientinnen multiple Ultramikro-Rupturen aufweist.
Diese ermdglichen sogenannten nicht-leukozytdren Pale cells, abhangig von ihrer
exzentrischen oder konzentrischen Lokalisation in den basalen endometrialen Drisen, aktiv
Uber das Stroma des basalen Endometriums in das Myometrium oder Uber die uterine Hohle
in die Peritonealhdéhle einzuwandern und sich in Form einer Adenomyose bzw. peritonealen
Endometriose zu manifestieren (Ibrahim et al. 2015). Intraepitheliale ortstandige Pale cells
waren auch in den Uteri von Adenomyose-freien Patientinnen nachzuweisen, jedoch blieb

hier eine Migration aus (Ibrahim et al. 2015).

2.6.4. Veranderte Immunkomponenten und zellmediierte Immunitat der

Endometriose

2.6.4.1. Molekulare Mechanismen

Es ist bereits bekannt, dass sich Frequenzen, Morphologien und Funktionen von
Immunzellen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren, sowie lokale Hormonkonzentrationen im
Peritoneum, im Gewebe und in der Peritonealfliissigkeit der an Endometriose erkrankten
Frauen verandert darstellen und an der Entstehung der Endometriose beteiligt sein kdnnen
(Ebert 2019). Warum allerdings die Immunreaktion bei den Patientinnen in Bezug auf die

Abwehr von ektopen endometrialen Zellen unzureichend ausfallt, ist bis heute unklar.

Die endometriumartigen Zellen, welche entweder Uber die retrograde Menstruation oder auf
anderen, unbekannten Wegen das AuRere des Uterus erreichen, missten reguldr durch
zelluldre und humorale Komponenten des Immunsystems erkannt und folglich abgewehrt

werden (Clearance) (Burney und Giudice 2012). Stattdessen verbleiben die regurgitierten
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endometrialen Zellen und Fragmente in der peritonealen Hohle der Endometriose-
Patientinnen und I6sen dort u.a. Uber rekrutierte Immunzellen, wie z. B. Makrophagen, eine
Entzindungsreaktion aus (Cao et al. 2004). Die inflammatorischen Prozesse sollten
normalerweise die Abwehr und Beseitigung des ektopen Gewebes bewirken, jedoch greifen
diese Mechanismen, mdglicherweise aufgrund einer gestérten Immuniberwachung
(Immunosurveillance), bei diesen Frauen nicht (Christodoulakos et al. 2007). Eine potenziell
veranderte zytotoxische Aktivitat der T-Zellen kénnte die Erklarung fur die defekte Clearance
sein (Steele et al. 1984). Erganzend dazu scheinen sich die endometrialen Zellen selbst tber
unbekannte I6sliche Faktoren anti-zytotoxisch auf die Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen)
auszuwirken und so den AufrAummechanismen des Immunsystems zu entgehen
(Somigliana et al. 1996).

Andere pro-inflammatorische und angiogene Faktoren wie Interleukin-1 (IL-1B),
Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8), Tumor necrosis factor-a (TNF-a) und Transforming
growth factor-B (TGF-B) werden vermehrt von den ektopen Lasionen und den Immunzellen
gebildet und konnten erhéht in der Peritonealfllissigkeit von Endometriose-Patientinnen
nachgewiesen werden (Pizzo et al. 2002; Wu und Ho 2003; Mier-Cabrera et al. 2011).
Entgegen ihrer eigentlichen Aufgabe, das Etablieren der Endometrioseherde durch
Immunmechanismen zu verhindern, scheinen diese Botenstoffe die Adhasion der
endometrialen Zellen an die peritoneale Oberflaiche zu steigern, wie in vitro in einem

Endometriose-Modell bestatigt werden konnte (Beliard et al. 2003).

DarlUber hinaus bilden chemotaktische Zytokine (Chemokine) wie Regulated upon activation
normal T-cell expressed and secreted (RANTES), Monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) oder Eotaxin Immunkomponenten, welche Gber das Anlocken von Immunzellen wie
NK-Zellen, Granulozyten oder Monozyten die Immunantwort mitbestimmen und durch ihre
pro-inflammatorische Wirkung ebenfalls mit der Endometriose assoziiert werden (Hornung et
al. 1997; Akoum et al. 2000; Hornung et al. 2000; Mier-Cabrera et al. 2011).

RANTES ist nachweislich ein regularer Bestandteil des eutopen Endometriums von
Endometriose-Patientinnen, wird zudem auch durch Stromazellen in den ektopen Lasionen
synthetisiert und kdnnte somit mafRgeblich an der lokalen Rekrutierung peritonealer
Leukozyten beteiligt sein (Hornung et al. 1997). TNF-a und IL-18 stimulieren u.a. die
Synthese von IL-8, MCP-1 und Eotaxin, welchen eine Beteiligung an der Adhasion und
Proliferation der ektopen endometrialen Zellen zugesprochen wird (Hornung et al. 1997; Gao
et al. 1999; Iwabe et al. 2000; Mier-Cabrera et al. 2011). MCP-1 wirkt in vitro
bekanntermalen neben seiner chemotaktischen Aktivitdt u.a. durch die Induktion der

Synthese von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1 oder IL-6 (Jiang et al. 1992).
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Interessanterweise zeigten Borrelli et al., dass MCP-1 gemeinsam mit IL-8 und Macrophage
inflammatory protein-3 (MIP-3B), welches ebenfalls chemotaktisch auf Immunzellen wie
Monozyten wirkt, in der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen ein potentielles
diagnostisches Marker-Profil bildet (Borrelli et al. 2015).

Weiterhin kénnten auch Wachstumsfaktoren wie der Platelet-derived growth factor beta
polypeptide (PDGF-BB) eine Rolle in der Pathogenese der Endometriose spielen. Er bildet
einen wichtigen Faktor wahrend Wundheilungsprozessen und ist Uber das Anlocken
aktivierter Makrophagen und Fibroblasten an Gewebereparaturmechanismen beteiligt
(Pierce et al. 1989). Zudem wurde in vitro gezeigt, dass PDGF-BB mafigeblich Funktionen
wie Proliferation und Motilitdt von endometrialen Stromazellen in der perimenstruellen Phase

zu beeinflussen scheint (Matsumoto et al. 2005).

Da antiangiogene Wirkstoffe ektope L&sionen in ihrer Entwicklung hemmen konnten, wird
der Angiogenese und somit den an ihr beteiligten Immunzellen eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese der Endometriose zugesprochen (Hull et al. 2003). Es zeigte sich, dass
groliere endometriale Fragmente (> 1 mm) ein héheres Implantationsvermdgen als einzelne
endometriale Zellen haben (Nap et al. 2003). Diese kompakten Zellverbande bendtigen nach
der Invasion des Gewebes ein Gefallsystem, welches die Sauerstoff- sowie Nahrstoffzufuhr
gewahrleistet und ein Etablieren und Fortbestehen der Herde ermdglicht (Groothuis et al.
2005). Der unter anderem durch aktivierte Makrophagen synthetisierte Vascular endothelial
growth factor (VEGF) beispielsweise wurde in erhohter Konzentration in der
Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen nachgewiesen (McLaren et al. 1996; Lin
et al. 2006). Im Zusammenspiel mit anderen Wachtumsfaktoren wie Vertretern der Fibroblast
growth factor (FGF)-Familie, gilt VEGF bekanntermalien als ein wichtiger Mediator der
Angiogenese und férdert somit die Genese unterschiedlicher (z. B. tumoréser) Erkrankungen
(Presta et al. 2005). Zudem fordert die Prasenz von dendritischen Zellen (DC) in
Endometriose-Patientinnen Uber die Expression von Vascular endothelial growth factor
receptor 2 (VEGFR2) die Vaskularisation und das Wachstum der Lasionen (Fainaru et al.
2008). Passend dazu wurden anti-angiogene Botenstoffe wie Interferon gamma-induced
protein 10 (IP-10) im Serum von Endometriose-Patientinnen in reduzierter Konzentration
vorgefunden (Malutan et al. 2017). Insgesamt konnte in einem Chorio-allantoic membrane
assay eine erhohte angiogene Aktivitat der Peritonealflissigkeit in Endometriose gezeigt

werden (Oosterlynck et al. 1993).

Somit kdnnte ein mdglicher therapeutischer Schlussel darin liegen, einzelne Immunzellen
sowie spezielle inflammatorische Botenstoffe in ihren Aktivitdten zu hemmen, um so die
Migration, Invasion, Adhasion, Angiogenese und Proliferation der ektopen

Endometriumzellen zu unterbinden und damit die Etablierung ektoper Herde zu verhindern.
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Auch eine Autoimmunkomponente wird beziglich der Endometriose in Betracht gezogen.
Eine erhohte Anzahl an Autoantikdrpern legt den Verdacht nahe, dass ein verandertes
Immunsystem eine Rolle in der Pathogenese der Endometriose spielt (Fernandez-Shaw et
al. 1993). So zeigen Untersuchungen, dass sie haufig mit Autoimmunerkrankungen wie
Hypothyreose, Sjorgen’s Syndrom oder systemischem Lupus erythematodes assoziiert ist
(Sinaii et al. 2002). Somit kdnnte Interleukin-4 (IL-4) eine weiterere entscheidende Rolle in
der Genese der Endometriose spielen, da dieser Faktor bereits im Zusammenhang mit
Autoimmunerkrankungen bekannt ist (Singh 2003). Es handelt sich hierbei um ein Molekil,
welches in ektopen Lasionen prasent ist (OuYang et al. 2008). In diesen induziert es zum
einen in vitro die Eotaxin-Synthese, wodurch die Angiogenese geférdert werden koénnte und
zum anderen tragt es zur Proliferation von endometrialen Stromazellen bei (OuYang et al.
2008; Ouyang et al. 2010).

2.6.4.2. Makrophagen

Makrophagen sind gewebestandige Phagozyten, die entweder gewebezpezifisch angelegt
sind oder sich aus einwandernden Monozyten differenzieren. Uber Human leukocyte
antigen- (HLA)-DR oder Intercellular adhesion molecule (ICAM-) 1 und gemeinsam mit
anderen ko-stimulatorischen Molekulen (z. B. Cluster of differentiation (CD) 80 und CD86)
prasentieren sie Antigene und beteiligen sich an der Aktivierung von T-Zellen (van Seventer
et al. 1991; Damle et al. 1992; Kusume et al. 2005). Entsprechend lasst die Prasenz solcher
Molekile auf peritonealen Makrophagen Rickschllisse auf den Aktivierungsstatus dieser
CD14-positiven Zellen zu (Zarif et al. 2016).

Darlber hinaus agieren die Makrophagen als Masterregulatoren der angeborenen
Immunantwort, indem sie zum einen als klassisch aktivierte Makrophagen (M1) in der
inflammatorischen  Immunantwort  (Typ 1, T-Helfer-(Tu)1-Antwort  unterstitzend)
Zellproliferation inhibieren sowie gewebeschadigend wirken und zum anderen als alternativ
aktivierte Makrophagen (M2) Zellproliferation sowie Gewebereparaturmechanismen
stimulieren und in die anti-inflammatorische Immunantwort (Typ 2, Tn2-Antwort
unterstiitzend) involviert sind (Mills et al. 2000; Lawrence und Natoli 2011; Mills 2012). Uber
Phagozytose und die Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen wird den Makrophagen
eine enorme Rolle in der Regulation der inflammatorischen Reaktion zugesprochen (Na et al.
2008). Peritoneale Makrophagen von Endometriose-Patientinnen allerdings weisen eine
reduzierte Phagozytoseaktivitat auf (Chuang et al. 2009). Dartber hinaus soll es aufgrund
einer verringerten Human Leukocyte Antigen-DR isotype (HLA-DR) Expression auf
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Makrophagen in der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen zu einer gestdrten

Immunreaktion kommen (Kusume et al. 2005).

Die genaue pathophysiologische Rolle der einzelnen Subpopulationen in der Pathogenese
der Endometriose ist noch weitestgehend ungeklart. Endometriose-assoziierte Makrophagen
sind ein seit Jahren bekanntes Phanomen (Hever et al. 2007). Na et al. zeigten in vitro, dass
die Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen die Differenzierung von peripheren
Monozyten, nach Verlassen der Blutbahn, vermehrt zu Makrophagen statt zu DC férdert (Na
et al. 2008).

Erreicht endometriales Gewebe z. B. Uber die retrograde Menstruation die Peritonealhéhle,
erliegen die ektopen Zellen aufgrund lokaler Hypoxie und Progesteronabfall nach einiger Zeit
dem zyklischen Zelltod und in Konsequenz werden Zelldebris, Erythrozyten sowie Ham-
gebundenes Eisen in die Peritonealhdhle freigegeben (Capobianco und Rovere-Querini
2013). Makrophagen wandern in die Umgebung der Herde ein, erkennen die teils
apoptotischen ortsfremden, endometrialen Zellen und Fragmente zwar, sind jedoch
scheinbar aufgrund ihrer reduzierten Phagozytoseaktivitdt unfahig, ihrer Rolle als
Effektorzellen adaquat gerecht zu werden und wirken u.a. Uber fehlgesteuerte reparative
Wundheilungsprozesse (Chuang et al. 2009; Capobianco und Rovere-Querini 2013).
Desweiteren koénnte das erhdhte Aufkommen an Erythrozyten bzw. Eisen in der
Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen die peritonealen Makrophagen
Uberfordern (Capobianco und Rovere-Querini 2013). Sie sind zwar im Gegensatz zu den
Makrophagen von Kontroll-Patientinnen deutlich mit Ferritin beladen, stoRen aber
moglicherweise an ihre kapazitiven Grenzen, wodurch das restliche Eisen in der peritonealen

Hohle der Patientinnen verbleibt (Lousse et al. 2009).

Von Makrophagen synthetisierte, pro-inflammatorische sowie chemotaktische und
proangiogene Botenstoffe wie z. B. VEGF, TNF-a, IL-6, IL-18 und IL-8 in der
Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen, scheinen die chronisch entzindlichen
Prozesse und die Etablierung der Endometriose entscheidend zu beeinflussen (Koch et al.
1992; McLaren et al. 1996; Pizzo et al. 2002; Mulayim et al. 2004; Montagna et al. 2008;
Arango Duque und Descoteaux 2014). Des Weiteren wurde gezeigt, dass sie Uber VEGF
mafgeblich befahigt sind, die Neovaskularisation und damit die Etablierung der ektopen
Lasionen zu mediieren (Lebovic et al. 2000). Weiterhin halten im Mausmodell alternativ
aktivierte Tie2-exprimierende Makrophagen mit erhdhter pro-angiogener Aktivitat die
Funktionsfahigkeit neu gebildeter Gefalke in Endometrioselasionen aufrecht (Capobianco et
al. 2011). Erganzend dazu zeigte die Depletion von Makrophagen im Tiermodell eine

reduzierte Formierung sowie Etablierung der Lasionen und die Gabe von BEVACIZUMAB
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(rekombinanter-humanisierter ~ monoklonaler =~ VEGF-A  Antikérper) inhibierte  die
Zellproliferation, reduzierte die Vaskularisierung und erhdohte die Apoptoserate der
endometrialen Zellen (Bacci et al. 2009; Haber et al. 2009; Ricci et al. 2011). Die
Empfanglichkeit des eutopen sowie ektopen endometrialen Gewebes scheint flir spontane
Apoptose im Rahmen der Endometriose signifikant verringert und somit wird méglicherweise
durch eine gestérte Immunreaktion eine Implantation der ektopen Zellen nicht verhindert
(Gebel et al. 1998; Dmowski et al. 2001; Dmowski und Braun 2004).

Daruber hinaus produzieren aktivierte Makrophagen und von Monozyten abstammende DC
D-erythro-1",2",3-Trihydroxypropylpterin (Neopterin) (Huber et al. 1984; Wirleitner et al.
2002). Entsprechend handelt es sich hierbei um einen Botenstoff, dessen Konzentration in
kérperlichen Kompartimenten wie Blut oder Peritonealfliissigkeit den Aktivierungsstatus von
Makrophagen widerspiegeln kann. Neopterin gilt als Marker fur unterschiedliche infektiose
und inflammatorische Erkrankungen, da die Produktion dieses Botenstoffs Uber Tu1-
produzierte Zytokine (v. a. Uber Interferon (IFN)-y) gesteigert und ihm somit eine
maligebliche Beteiligung an inflammatorischen Prozessen zugesprochen wird (Hoffmann et
al. 2003). Obwohl im Blut und der Peritonealfliissigkeit von Endometriose-Patientinnen eine
veranderte Konzentration dieses Aktivierungsmarkers festgestellt wurde, herrscht bis heute
kein Konsens Uber das Vorkommen und die potentielle Rolle bei den erkrankten Frauen
(Kondera-Anasz et al. 2004; Riley et al. 2007).

Eine erhéhte Anzahl an Makrophagen allgemein konnte sowohl im eutopen Endometrium als
auch in ektopen Lasionen von Endometriose-Patientinnen nachgewiesen werden (Tran et al.
2009; Takebayashi et al. 2015; Scheerer et al. 2016). Siehe dazu auch Abbildung 1. In der
Peritonealflissigkeit der erkrankten Frauen zeigten sich die Frequenzen entweder ohne
Unterschied oder erhoht (Zhang et al. 2006; Itoh et al. 2013).

Im Kontext der Endometriose scheinen die Subpopulationen der Makrophagen in Richtung
M2 verschoben zu sein und so zeigten Bacci et al. im Jahr 2009 neben einer signifikanten
Erhéhung von angiogenen CD163" und CD206" M2 in der Peritonealflissigkeit und in
ektopen Lasionen von Endometriose-Patientinnen auch, dass die Injektion von M2 im Balb/C
Mausmodell die Entwicklung der Endometrioselasionen forderte, M1-Injektion hingegen
bewahrte die Mause vor der Etablierung der Herde (Bacci et al. 2009). Auch in ektopen
Lasionen von Rhesusmakaken mit Endometriose konnte M2-Polarisation festgestellt werden
(Smith et al. 2012) und in vitro steigerte die Kokultivierung mit Typ-2-Makrophagen die
Proliferation von endometrialen Stromazellen (ltoh et al. 2013). Die Depletion von
Interleukinen wie IL-10, welches in vitro nachweislich verstarkt von M2 produziert wird, fihrte

im Mausmodell zu signifikanten Reduzierungen von Endometrioselasionen (Bacci et al.
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2009; Suen et al. 2014). Die IL-10-Injektion wiederum forderte das Wachstum der Herde
(Suen et al. 2014).

Es wird deutlich, dass Makrophagen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der
Endometriose spielen kénnten und dennoch ist unklar, wie genau sie sich in das
Gesamtgeschehen einfiigen. So ist es wahrscheinlich, dass die genaue Charakterisierung
bzw. Quantifizierung der einzelnen Subpopulationen und der von ihnen produzierten
inflammatorischen Zytokine Rulckschlisse auf ihre Beteiligung an der Entstehung und

Pathophysiologie dieser Erkrankung erlaubt.

2.6.4.3. Dendritische Zellen

DC gehdéren zu den Leukozyten, bilden als potente antigenprasentierende Zellen eine
wichtige Schnittstelle zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem und
spielen so eine entscheidende Rolle in der Immunantwort (Collin und Bigley 2018). Im
Knochenmark aus lympho-myeloiden hamatopoetischen Stammzellen gebildet, sind unreife
DC gewebsstandig und in der Lage, Pathogene durch rezeptorvermittelte Endozytose zu
internalisieren, wodurch es im Rahmen einer Entzindung zu ihrer Aktivierung und
Mobilisierung kommt (Banchereau und Steinman 1998; Collin und Bigley 2018). Die
Antigene werden prozessiert und als Peptide in Major Histocompatibility Complex (MHC)-
Klasse | bzw. Il eingebaut, woraufhin der MHC-Peptid-Komplex an der Zelloberflache
exprimiert und anschlieend zytotoxischen T-Zellen (CD8%) bzw. T-Helfer-Zellen (CD4%)
prasentiert wird, um diese zu stimulieren und so eine Immunantwort hervorzurufen
(Banchereau und Steinman 1998). Reife DC sind u.a. uber die Produktion von IL-12 in der
Lage, T- und NK-Zellen zu aktivieren sowie das Wachstum der B-Zellen und deren
Antikdrperbildung zu modulieren (Dubois et al. 1997; Reis e Sousa et al. 1997; Fernandez et
al. 1999). Veranderungen in der DC-Population kénnten also auch zu Veranderungen der
Ubrigen Leukozytenpopulationen sowie folglich der Zytokine filhren und entsprechend

entscheidend die Entwicklung der Endometriose beeinflussen (Schulke et al. 2009).

Auch Uber das Einfangen und Prasentieren von Autoantigenen, die Deletion autoreaktiver
T-Zellen sowie Uber die Induktion von regulatorischen T-Zellen sind DC mafgeblich an der
Immuntoleranz beteiligt und so zeigte ihre Depletion in Mausen die Entwicklung einer
spontanen Autoimmunantwort (Jonuleit et al. 2000; Hawiger et al. 2001; Steinman und
Nussenzweig 2002; Ohnmacht et al. 2009). Somit stehen Veranderungen des Phanotyps

oder der Anzahl dieser Leukozyten im Verdacht, Einfluss auf die Entwicklung von
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Autoimmunkrankheiten zu nehmen (Carvalheiro et al. 2012). Da auch im Kontext der
Endometriose eine Autoimmunkomponente vermutet wird, kdnnten die DC Uber ahnliche, die
Immunantwort modulierende Mechanismen die Entstehung der Erkrankung férdern (Sinaii et
al. 2002). Diese Funktion in der Toleranzinduktion kénnte also einen Ansatzpunkt zur kausal-

therapeutischen Therapie darstellen.

Die Peritonealflissigkeit von Frauen mit Endometriose fordert in vitro die Differenzierung von
peripheren Monozyten vermehrt zu Makrophagen statt zu DC (Na et al. 2008). Schulke et al.
fanden in Endometrioselasionen sowie dem umliegenden Peritoneum von Patientinnen
vermehrt unreife DC (CD1a") (Schulke et al. 2009). Reife DC sind kaum nachgewiesen
worden und im gesunden Peritoneum von Kontroll-Patientinnen waren weder reife noch
unreife DC zu finden (Schulke et al. 2009). Im Mausmodell sind passend dazu unreife DC in
ektopen Lasionen prasent, die eine hohe angiogene Aktivitdt aufweisen und im Gegensatz
zu den reifen DC das Wachstum der Herde Uber die Steigerung der Angiogenese fordern
(Fainaru et al. 2008). Dariber hinaus fihrte die Ablation von DC im Mausmodell zu
reduzierter GroRe der Lasionen, wodurch eine entscheidende Beteiligung dieser Zellgruppe
an der Entwicklung der Endometriose naheliegt (Pencovich et al. 2014). Eine andere
Arbeitsgruppe hingegen kam zu dem gegenteiligen Ergebnis und demonstrierte, dass die
Depletion von DC zur Proliferation der Lasionen fuhrte und schlussfolgerte, dass bei den
Endometriose-Patientinnen Gber DC aktivierte T-Zellen entweder Uber die Synthese von
Zytokinen und/oder direkte Zytotoxiztat das Wachstum der Lasionen gehemmt wird (Stanic
et al. 2014). Verglichen mit Kontroll-Patientinnen zeigte sich die Zahl an DC in der

Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen reduziert (Tariverdian et al. 2009).

2.6.4.4. T-Zellen

T-Zellen (CD3*) gehdren zu den Lymphozyten, werden im Knochenmark gebildet, wandern
dann in den Thymus ein und reifen dort heran. Sie bilden gemeinsam mit den
B-Lymphozyten einen entscheidenden Anteil innerhalb der erworbenen Immunitat und
erkennen Antigene, welche auf der Oberflache von antigenprasentierenden Zellen exprimiert
werden. T-Zellen lassen sich in T-Helferzellen (Tw0; CD4*CD8") und in zytotoxische T-Zellen
(Te; CD4CD8") einteilen. Die T0O wiederum sind in der Lage, sich zu T-Helfer-1-Zellen (Twu1),
T-Helfer-2-Zellen (Tw2), T-Helfer-17-Zellen (Tu17) und regulatorischen T-Zellen (Treg) zu
differenzieren (Tscharke et al. 2015; DuPage und Bluestone 2016).
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Die Tu1 (Typ-1-Immunantwort) sekretieren vor allem pro-inflammatorische Zytokine wie IL-2
und IFN-y und aktivieren neben Monozyten und Makrophagen auch T, (Mosmann et al.
1986; DuPage und Bluestone 2016). Die T. sind ebenfalls in der Lage Makrophagen zu
aktivieren, allerdings eliminieren sie dartber hinaus virusinfizierte Zellen und wirken gegen
Tumore (Tscharke et al. 2015).

Durch die Expression von pro-inflammatorischem IL-17 unterstitzen auch Tu17 Zellen die
Typ-1-Immunantwort (Harrington et al. 2005). Die Tw2 Zellen (Typ-2-Immunantwort)
induzieren die Differenzierung von B-Zellen zu antikérperbildenden Plasmazellen, bilden
Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 und IL-13 und wirken eher anti-inflammatorisch
(Mosmann und Sad 1996). Einige Proteine wie Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF) oder TNF-a werden durch beide T-Helfer-Subpopulationen synthetisiert
(Mosmann und Sad 1996). Die Treg (CD4*CD25%) regulieren unter anderem tber IL-10 die
inflammatorische Immunantwort und halten die antigenspezifische T-Zell-Toleranz aufrecht
(Sakaguchi 2000). Eine weitere Subpopulation der T-Zellen bilden die Natirlichen Killer-T-
Zellen (NKT-Zellen; CD3*CD56%). Sie wirken u.a. Uber die Produktion von IFN-y sowie IL-4,
kénnen somit sowohl auf die Typ-1- als auch die Typ-2-Immunreaktion Einfluss nehmen und

verknupfen demnach das angeborene und erworbene Immunsystem (Guo et al. 2012).

Schon lange wird vermutet, dass Veranderungen in den einzelnen T-Zell-Subpopulationen
entscheidend in der Genese der Endometriose mitwirken. Vergleicht man die Ergebnisse
bezlglich des Aufkommens der T-Zell-Populationen in den verschiedenen Kompartimenten
der Patientinnen, so zeigen sich gegensatzliche Ergebnisse. Einige Arbeitsgruppen konnten
eine Erhéhung, andere wiederum eine Erniedrigung oder auch gar keinen Unterschied im
Vergleich zu Kontroll-Patientinnen feststellen und ein ebenso kontroverses Bild ergaben die
Untersuchungen der T-Zell-Subpopulationen (Badawy et al. 1989; Gagne et al. 2003;
Gallinelli et al. 2004; Mier-Cabrera et al. 2011).

Mills (Mills 2012) postulierte, dass die Tu1 und M1 (Typ-1-Immunantwort) sowie Ty2 und M2
(Typ-2-Immunantwort) haufig im Rahmen von Erkrankungen miteinander interagieren. Somit
hemmen die von Th1 und Th2 synthetisierten Zytokine die Aktivitdt von M2 bzw. M1 (Mills
2012). Diese Verlinkung der beiden Immunzellpopulationen ist auch im Rahmen der
Endometriose von Interesse, wobei bis heute Unklarheit (ber die genaue Beteiligung der
einzelnen T-Zell-Populationen herrscht. Die Erhéhung der Ty1 im Blut der Endometriose-
Patientinnen lasst eher auf eine Typ-1-Immunreaktion schliellen, wohingegen im ektopen
Gewebe und der Peritonealflissigkeit die Th2-synthetisierten Zytokine und demnach die Typ-
2-lImmunreaktion dominieren sollen (OuYang et al. 2008; Mier-Cabrera et al. 2011;

Takamura et al. 2015). Andere Studien zeigten im Gegensatz dazu neben der verringerten
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oder ausbleibenden Produktion an Tn1-Zytokinen wie IL-2 auch eine gesteigerte
Konzentration an Tw2-Zytokinen sowohl durch peritoneale als auch periphere Zellen und bei
weiteren Untersuchungen blieb jeglicher Unterschied aus (Antsiferova et al. 2005; Andreoli et
al. 2011). Entsprechend besteht noch kein Konsenz dariber, ob unter der Endometriose die
Typ-1- oder Typ-2-Immunantwort dominiert. Die Analyse, der im Rahmen der Endometriose
vorherrschenden Ty1- und Th2-abhangigen Zytokin-Profile, kdnnte demnach entscheidend

zum Verstandnis der Pathogenese beitragen.

Die Analysen der Treg in der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen zeigten
eine deutliche Erhdhung, wobei auch gegenteilige Daten erhoben wurden (Tariverdian et al.
2009; Olkowska-Truchanowicz et al. 2013). Durch ihre generellen Funktionen in der
Unterdriickung einer Immunantwort, kénnte diese Subpopulation auch im Rahmen der

chronisch-inflammatorischen Prozesse der Endometriose einen interessanten Aspekt bilden.

Scheerer et al. zeigten, dass speziell bei peritonealer sowie ovarieller Endometriose die T. in
grolierer Anzahl und GroRRe, verglichen zu anderen Subgruppen immunkompetenter Zellen
oder auch anderen Endometrioseformen, in den Endometriose-assoziierten
Immunzellinfiliraten vorkommen (Scheerer et al. 2016). Allerdings zeigen die
Untersuchungen von Blut und Peritonealflissigkeit erkrankter Frauen neben erhéhten, auch
unveranderte Zahlen an T. (Zhang et al. 2006). Die Frequenz der T. im Blut gesunder
Frauen steigt in der lutealen Phase an und sinkt in der follikularen Phase ab, wobei solche
phasenabhangigen Veranderungen bei Endometriose-Patientinnen nicht zu verzeichnen sind
(Slabe et al. 2013). Aulierdem ist die zytotoxische Aktivitat autologen endometrialen Zellen
gegenlber signifikant reduziert (Steele et al. 1984). In vitro konnte jedoch die Zugabe von
IL-2 die Aktivitat der T-Zellen gegenuber den endometrialen Zellen stimulieren (Melioli et al.
1993).

Bis heute wurde den NKT-Zellen im Kontext der Endometriose erst wenig Aufmerksamkeit
gewidmet. Es gelang jedoch sowohl im Blut als auch der Peritonealflissigkeit von
Endometriose-Patientinnen eine vergleichsweise geringe Frequenz an NKT-Zellen sowie
IL-4 und IFN-y festzustellen, wobei die Frequenzen bzw. Konzentrationen aller drei Faktoren
umgekehrt proportional mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelierten (I1>11>111>1V) (Guo
et al. 2012). Es wird demnach spekuliert, dass NKT-Zellen moglicherweise in der Lage sind,

das Fortschreiten der Endometriose einzudammen (Guo et al. 2012; Lagana et al. 2016).
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2.6.4.5. B-Zellen

B-Lymphozyten sind CD20*, an der humoralen Immunantwort beteiligt, indem sie sich zu
antikdrperproduzierenden Plasmazellen differenzieren, wenn sie auf T-Zell-abhangige, an
DC gebundene Antigene treffen und gehéren zum adaptiven Immunsystem (Stashenko et al.
1980; LeBien und Tedder 2008).

Im Jahre 1980 wurde erstmalig die Erhohung der B-Zell-Reaktivitat in Endometriose-
Patientinnen beschrieben (Startseva 1980). Finf Jahre darauf gelang es mit indirekter
Immunfluoreszenz anti-endometriale Antikérper im Serum von Endometriose-Patientinnen
nachzuweisen (Wild und Shivers 1985). Zudem wurde eine erhdhte Konzentration im
Vergleich zu den Sera von Kontroll-Patientinnen demonstriert und so liegt der Verdacht nah,
dass B-Zellen die Entstehung der Endometriose Uber die Bildung von Autoantikdrpern
fordern (Fernandez-Shaw et al. 1993). Darliber hinaus lie} sich eine erhdhte Frequenz an
B-Zellen in den Immunzellinfiltraten von Lasionen, dem Endometrium sowie in der
Peritonealflissigkeit (hier speziell der Subtyp B-1) und im Blut von Frauen mit Endometriose
finden (Chishima et al. 2000; Antsiferova et al. 2005; Scheerer et al. 2016). Im Gegensatz
dazu wurde allerdings auch schon ein geringeres Vorkommen der B-Zellen bei den
Endometriose-Patientinnen gezeigt (Gagne et al. 2003). Dartber hinaus wurde im Blut und
der Peritonealflissigkeit sogar das Ausbleiben jeglicher Veranderungen der B-Zellen im
Rahmen der Endometriose postuliert (Zhang et al. 2006). Dies verdeutlicht, dass noch kein
Konsenz bezuglich der Veranderungen der B-Zellen im Kontext der Endometriose besteht.
Allerdings ergaben durchflusszytometrische Analysen von ektopem endometriotischen
Gewebe, neben einer erhéhten Frequenz, eine erhdhte Aktivitat der B-Zellen (Antsiferova et
al. 2005).

Speziell die B-1-Zellen (CD20*CD5") treten vermehrt bei Endometriose-Patientinnen im
peripheren Blut unter der Prasenz von antinukledren Antikérpern (ANA) auf, verglichen zu
denen ohne ANA oder mit den gesunden Kontroll-Patientinnen (Chishima et al. 2000). Auch
in der Peritonealfllissigkeit und den ektopen Lasionen wurde eine Erhéhung der tber Ty2-
Zytokine aktivierten B-1-Zellen festgestellt, sodass sich Uber diese Komponenten die These
einer Autoimmunkomponente in der Entwicklung der Endometriose stitzen lasst (Chishima
et al. 2000; Antsiferova et al. 2005). Zudem konnte eine Erhéhung von B-Zell-aktivierenden
Zytokinen, wie z. B. der durch Makrophagen synthetisierte B-Lymphozytenstimulator,
welcher die Entwicklung und Differenzierung von B- zu Plasmazellen stimuliert, im Serum
der an Endometriose erkrankten Frauen festgestellt werden (Schiemann et al. 2001; Hever
et al. 2007). Passend dazu findet sich eine hohe Anzahl an antikérpersynthetisierenden

Plasmazellen in Endometriose-Lasionen (Hever et al. 2007). Auch im Rahmen von
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Autoimmunkrankheiten wurde ein erhdhtes Vorkommen des B-Lymphozytenstimulators
festgestellt und somit kdnnte das Zytokin einen geeigneten Angriffspunkt innerhalb
therapeutischer Mallnahmen gegen Erkrankungen, welchen ein B-Zell-Defekt zugrunde liegt,
darstellen (Krivosikova et al. 2009). Trotz der Gemeinsamkeiten ist es allerdings noch nicht
mdglich, Endometriose als Autoimmunkrankheit zu bezeichnen, da bis heute gewisse
Kriterien wie beispielsweise genetische Komponenten nicht nachgewiesen wurden (Maxwell
et al. 1989).

2.6.4.6. Naturliche Killerzellen

NK-Zellen sind CD3CD56" Lymphozyten und als Effektorzellen des angeborenen
Immunsystems malgeblich an der Immunantwort beteiligt, nehmen jedoch Gber zytotoxische
Aktivitat und die Bildung von Botenstoffen wie TNF- und IFN-y, IL-10, IL-13 etc. Einfluss auf
das erworbene Immunsystem (Cooper et al. 2001; Riccio et al. 2018). lhre Einteilung erfolgt
demnach in CD56""9"CD16- NK-Zellen, welche hohe Mengen an Zytokinen synthetisieren
und regulatorisch wirken (ca. 10 %) und in zytotoxische CD569™CD16* NK-Zellen (ca. 90 %)
(Lanier et al. 1986; Cooper et al. 2001).

Trotz unverdnderter Anzahl an peripheren und peritonealen NK-Zellen bei den
Endometriose-Patientinnen, steht eine verringerte zytotoxische Aktivitat dieser Lymphozyten
im Verdacht, fir eine unzureichende Eliminierung der regurgitierten endometrialen Zellen
verantwortlich zu sein (Oosterlynck et al. 1992; Ho et al. 1995; Jeung et al. 2016). Die
Peritonealflissigkeit von insbesondere an hochgradiger Endometriose erkrankten
Patientinnen scheint Uber ein erhdhtes Vorkommen von anti-inflammatorischen Zytokinen
wie IL-6 und Uber andere hemmende Stoffe die Zytotoxizitat der NK-Zellen bei betroffenen
Frauen deutlicher zu suprimieren als bei Gesunden (Oosterlynck et al. 1993; Kang et al.
2014). Der gleiche Effekt konnte in Bezug auf endometriale Zellen beobachtet werden,
welche scheinbar durch eine antizytotoxische Wirkung auf die NK-Zellen und durch die
Abgabe von ICAM-1 das Immunsystem umgehen (Immunoescaping) (Somigliana et al. 1996;
Somigliana et al. 1996). Des Weiteren zeigte sich das endometriale Gewebe gegenlber der
zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen allgemein resistenter als das Gewebe von gesunden

Frauen (Oosterlynck et al. 1991).
Zytokine wie beispielsweise IL-2 erhohten in vivo die Aktivitdt (z. B. Zytotoxizitat) der

NK-Zellen gegenlber infizierten sowie malignen Zellen und so konnte schon im Mausmodell

gezeigt werden, dass die intraperitoneale Injektion von IL-2-aktivierten NK-Zellen der
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Formierung von Endometrioseherden entgegen wirkt (Robertson et al. 1992; Montenegro et
al. 2015). Dariber hinaus synthetisieren NK-Zellen speziell unter hochgradiger Endometriose
mehr TNF-a sowie IFN-y im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen und so scheint die
Proliferation und Angiogenese der endometrialen Zellen malgeblich von diesen

Effektorzellen gefordert zu werden (Funamizu et al. 2014).

Physiologischerweise sind NK-Zellen durch die Eliminierung von Autoantigen-
prasentierenden Zellen (z. B. DC) auch an der Autoimmunitat beteiligt (Carbone et al. 1999).
Im Kontext der Endometriose jedoch wirken sie durch die herabgesetzte zytotoxische
Aktivitat unfahig, DC, welche endometriale Autoantigene tragen, anzugreifen und so kdénnte
dies einen Grund fir die gesteigerte Autoimmunreaktivitdt im Kontext dieser Erkrankung
darstellen (Matarese et al. 2003).
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2.6.4.7. Veranderungen der Immunzellen: Ubersicht

Im Folgenden wird eine Ubersicht (iber das Vorkommen ausgewahlter Immunzellpopu-
lationen in verschiedenen Kompartimenten von Endometriose-Patientinnen gegeben
(siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Veranderungen einzelner Immunzellpopulationen in der Peritonealflissigkeit (PF),
peripherem Blut (PB), ektopen Endometrioselasionen (EL) und eutopem endometrialen
Gewebe (EU) von Endometriose-Patientinnen

Immunzellpopulation | Kompartiment  Verdnderung Literatur
PF 1 1
Monozyten/ - 2 3 25
Makrophagen l 10 (EM Grad Il und 1V)
(CD14%)
PB > 2, 3, 4! 25
PF T 5 6. 28 (EM Grad | und I1)
Makrophagen EU T 7’ 8 (in prol. Phase)
EL 1 2,9, 30
PF T 28 (EM Grad | und II)
PN 2,25
PB o 2,25
EL 26 (Progressive Verringerung von EM
T Grad | zu IV)
PF T 2, 28 (EM Grad | und II)
VEN 6, 27
M2 PB VRN 2
EU | 7
EL 2 26 (Progressive Erhdhung von EM Grad |
T zu,IV)
PF T 28 (EM Grad 1)
PN 1 0 (Vergleich: K mit milder und schwerer EM)
DC EU T 11 (Unreife DC, Lamina basalis, prol. Phase)
l 11 (Reife DC)
PF PN 3.13. 20 (EM Grad Il und V)
l 28 (EM Grad 1)
NK PB < 3,4,13, 20 (EM Grad Ill und 1V)
EL l 22 (Vergleich: EL und prol. und sekr. EU von
EM-Patientinnen)
Zytotoxische PF l 3, 19’ 20 (EM Grad Ill und V)
NK-Zellen PB ! 3,19

EM, Endometriose; K, Kontrollen; prol., proliferativ; sekr., sekretorisch; M1, Typ-1-Makrophagen; M2, Typ-2-
Makrophagen; DC, Dendritische Zellen; NK, Natirliche Killerzellen. 1: Erhoht; <»>: Kein Unterschied;

|: Erniedrigt. EM Grad: American Society for Reproductive Medicine Revised Classification of Endometriosis
(rASRM) - Score, "Quellen siehe Tabelle 2.
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Fortsetzung von Tabelle 1:

Immunzellpopulation

Kompartiment

Literatur

Veranderung

Literatur’

T-Zellen

PF

PB

EL

12

3,13

28 (EM Grad | und II)
12

3,13

4

22 (Vergleich: EL und prol. und sekr. EU von
EM-Patientinnen
), 30

Th

PF

PB

EL

28

3,13

23

24 (TH1)

3’4’13’ 24 (TH2 & TH17)

22 (Vergleich: EL und prolif. und sekr. EU von
EM-Patientinnen TH17
fentimen) 24, (TH17), 30

24 (TH2)
24 (TH1)

TReg

PF

PB

EU
EL

15, 21 , 29 (Ovarielle EM, Grad Ill/1V)
14

10 (EM Grad I und Il
15

14, 24
29(Ovarielle EM, Grad llI/1V)

17 (in sekr. Phase) 1 8

18
24

Te

PF

PB

EL

28
3,13
15, 23
3,4,13
15

22 (Vergleich: EL und prol. und sekr. EU von
EM-Patientinnen
), 30

B-Zellen

PF

PB

EU
EL

12

3,13

28 (EM Grad | und II)
12

3,13, 16

4

16

16, 30

EM, Endometriose; prol., proliferativ; sekr., sekretorisch; TH, T-Helfer-Zellen; Treg, Regulatorische T-Zellen; T,

Zytotoxische T-Zellen; NK, Natirliche Killerzellen. 1: Erhoht; <»: Kein Unterschied; |: Erniedrigt. EM Grad:
American Society for Reproductive Medicine Revised Classification of Endometriosis (rASRM) - Score, "Quellen

siehe Tabelle 2.
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Tabelle 2: Quellen zu Tabelle 1

1 (Gogacz et al. 2017)

Literatur

11 (Schulke et al. 2009)

21 (Podgaec et al. 2012)

2 (Bacci et al. 2009)

12 (Badawy et al. 1989)

22 (Witz et al. 1994)

3 (Zhang et al. 2006)

13 (Mier-Cabrera et al. 2011)

23 (Gallinelli et al. 2004)

4 (Gagne et al. 2003)

14 (Gogacz et al. 2014)

24 (Takamura et al. 2015)

5 (Montagna et al. 2008)

15 (lwasaki et al. 1993)

25 (Kusume et al. 2005)

6 (Itoh et al. 2013)

16 (Antsiferova et al. 2005)

26 (Lagana et al. 2019)

7 (Takebayashi et al. 2015)

17 (Berbic et al. 2010)

27 (Nie et al. 2018)

8 (Berbic et al. 2009)

18 (Barbosa et al. 2012)

28 (Guo et al. 2020)

9 (Tran et al. 2009)

19 (Oosterlynck et al. 1992)

29 (Olkowska-Truchanowicz
et al. 2013)

10 (Tariverdian et al. 2009)

20 (Ho et al. 1995)

25

30 (Scheerer et al. 2016)
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Abbildung 1: Endometriose-assoziierte Immunzellinfiltrate (EMalZl) in L&asionen verschiedener
Endometriose-Typen (Immunhistochemie, IHC) (Ubernommen von, {ibersetzt und modifiziert nach Scheerer et
al. 2016). A. Ansicht einer Endometriose-Lasion mit EMalZl| lokalisiert im Peritoneum (IHC) (x10), B. Ansicht des
Peritoneums in der Peripherie einer Endometriose-Lasion (IHC) (x10), C. EMalZl unmittelbar lokalisiert im
umliegenden Gewebe peritonealer Endometriose (IHC) (x20), D. EMalZl unmittelbar lokalisiert im umliegenden
Gewebe ovarieller Endometriose (IHC) (x20), E. EMalzl unmittelbar lokalisiert im umliegenden Gewebe
rektovaginaler Endometriose (IHC) (x20) und F. EMalZI lokalisiert im umliegenden Gewebe einer Adenomyose
(IHC) (x10). G. — L. Immunhistochemische Farbungen von Immunzellinfiltraten in peritonealen Endometriose-
Lasionen. Die Rotfarbung zeigt verschiedene T-Lymphozyten (CD3*, CD4* und CD8*), B-Lymphozyten (CD20%)
und Makrophagen (CD68"), welche sich als Immunzellinfiltrate in groRen Clustern in peritonealer Endometriose
zeigen. G. CD3*, H. CD 4+, I. CD20*, J. CD68*, K. CD56* und L. CD25*. Pfeile: Endometrioselasionen.
Pfeilspitzen: EMalZl. EM, Endometriose; pEM, peritoneale Endometriose; AM, Adenomyose; Ov., Ovarielle; DIE,
Tief infiltrierende Endometriose; CD, Cluster of differentiation.

Trotz diverser Theorien sind sowohl die Grundlagen der Pathogenese als auch die der
Schmerzentstehung weitestgehend ungeklart. Viele Aspekte der Entstehung, Etablierung
und des variablen Verlaufs der Endometriose konnten bereits erkannt, beobachtet und
beschrieben werden, jedoch bleibt bis heute ungeklart, ob sie sich als Ursache, Ausloser
oder Folge in das Gesamtgeschehen einfigen. Das fehlende Verstandnis der
Pathomechanismen stellt ein erhebliches klinisches Problem dar und macht kausale
Therapieansatze zurzeit noch unméglich. Dartiber hinaus besteht Unkenntnis Uber valide
Biomarker, wodurch eine definitive Diagnosestellung nur durch einen laparoskopischen

Eingriff moglich ist.
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2.7. Peritonealflussigkeit

Die Peritonealflissigkeit wird auch Douglasfllissigkeit genannt, da sie sich in der Excavatio
rectouterina, dem sogenannten Douglasraum der Frau, sammelt. Eine taschenférmige
Aussackung des Peritoneums bildet die Excavatio rectouterina, welche den tiefsten Punkt
der weiblichen Peritonealhdhle bildet und durch die Uterusriick- und Rektumvorderwand
begrenzt ist (Kirsch 2020). Das Peritoneum ist mit circa 2 m? die groRte serése Membran der
Koérpers und wird aus der Tunica serosa (Mesothelschicht mit Lamina basalis und Lamina
propria) und der Tela subserosa (enthdlt Bindegewebe, elastische und kollagene Fasern
sowie Fettzellen) gebildet (Schiebler 2005). Uber das Mesothel findet zum einen ein
Austausch von Flussigkeiten und Elektrolyten statt, zum anderen kénnen Immunzellen in die

Peritonealhdhle gelangen (Schiebler 2005).

Die Peritonealflissigkeit umspllt die Bauchorgane und somit auch Beckenorgane wie
Ovarien und Eileiter und verhindert so Reibung zwischen den Organen und dem Peritoneum
(Oral et al. 1996; Young et al. 2013). Die unter physiologischen Bedingungen serése
strohfarbene Peritonealflissigkeit wird vorrangig durch Exsudation der Ovarien und aus
Plasmatranssudat gebildet und enthalt zudem phasenweise Produkte der retrograden
Menstruation (Koninckx et al. 1980; Oral et al. 1996). Ihr Volumen kann zyklusabhangig
variieren und es lassen sich individuell von Frau zu Frau Schwankungen von 5 ml bis tber
200 ml verzeichnen (Koninckx et al. 1980; Koninckx et al. 1998). Ob unter prasenter
Endometriose eine leichte Erhdhung des Flissigkeitsvolumens die Regel ist oder die
Volumina mit denen von gesunden Patientinnen vergleichbar sind, ist noch umstritten (Drake
et al. 1980; Koninckx et al. 1980; Chryssicopoulos et al. 1991). Aulerdem beeinflusst die
Zirkulation der Peritonealflissigkeit malgeblich die Verteilung der Endometrioselasionen
(Bricou et al. 2008). Bei Endometriose-Patientinnen induziert die Peritonealflissigkeit die
Proliferation von Stromazellen in vitro (Surrey und Halme 1991) und zeigt darlber hinaus
eine erhoéhte Expression von Interleukinen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen (Giudice et al.
1994; Bedaiwy et al. 2002; Fan et al. 2018). Auch die Frequenz an Immunzellen wie
Makrophagen, T- sowie NK-Zellen und deren Subpopulationen sowie deren Aktivitatsstatus
sollen in der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen verandert sein (siehe
Tabelle 1). Somit stellt sie ein optimales Medium dar, um die immunologischen
Veranderungen und Prozesse, die moglicherweise der Endometriose zugrunde liegen, zu

untersuchen bzw. nachzuweisen.
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3. Material und Methoden

3.1. MaterialUbersicht

3.1.1. Auflistung der Gerate

Tabelle 3: Gerate

Gerate

Hersteller

Bio-Plex® 200 system (Analysator)

Bio-Rad Laboratories, Incorporated,
Hercules, USA

Biofuge primo R

Heraeus, Hanau, Deutschland

Deckglaschen 24 x 40, Menzel-Glaser

Fisher Scientific, Hampton, USA

ELISA-READER Thermo Scientific
Multiskan FC

Unity Lab Services part of Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

FACS Canto Il

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Gefrierschrank Ultra low, -80 °C

Sanyo, Osaka, Japan

Gefrierschrank, -20 °C

Liebherr, Bulle FR, Schweiz

Hand-Held Magnetic Plate Washer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

IKA™ MTS 2/4 digitaler Schttler fir
Mikrotiterplatten

Fisher Scientific, Hampton, USA

Kryoboxen weilte Pappe 136x136x50

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Kihlschrank, 4 °C

Liebherr, Bulle FR, Schweiz

Mikroskop Axiovert 40c

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Multifuge 1 s-r

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Multikanalpipetten (100 pl/300 ul)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Henneberg-Sander GmbH, Giessen-
Lutzellinden, Deutschland

Research Pipetten (2,5 ul/10 pl/100 ul/
200 pl, 1000 pl)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vortexgerat (Vortex Genie 2)

Scientific Industries, Bohemia, USA
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3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Cellstar® conical tubes (50 ml)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Falcon® conical tubes (15 ml)

Corning Incorporated, New York, USA

Flat-Bottom-Plate (96-well)

Bio-Rad Laboratories, Incorporated,
Hercules, USA

Nitril-Handschuhe (puderfrei), Nitra-
Touch™

Ansell, Richmond, Australien

Pasteur Pipetten, Plastik, 3 ml/5 ml

RatioLab, Dreieich, Deutschland

Pipettenspitzen 1000 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Pipettenspitzen gestopft 100 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Pipettenspitzen gestopft 2,5/10/200 pl

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Reaktionsgefalte Eppendorf Réhrchen
(1,5 ml/2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Rundbodenrdhrchen (5 ml)

Corning Incorporated, New York, USA
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3.1.3. Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 5: Reagenzien, Chemikalien und Assays

Reagenzien, Chemikalien und Assays

Hersteller

Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex
Assay- LOT 64104297

Bio-Rad Laboratories, Incorporated,
Hercules, USA

Neopterin ELISA Kit- LOT ENO225

IBL International, Hamburg, Deutschland

Biocoll Separating Solution

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Bovines Serum Albumin 0,5 %

Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, USA

DAPI Solution

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Dulbecco’s PBS 1x without Calcium plus
Magnesium

Fisher Scientific, Hampton, USA

FcR Blocking Reagent

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Red Blood Cell Lysis Buffer

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

SYTOX™ Green Ready™ Reagent

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Trypan Blau, 0,5 %

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

UltraComp eBeads, Compensation Beads

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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3.1.4. Ausgewahlte CD-Antigene: Zellulare Expression und Funktion

Im Folgenden wird eine Ubersicht (iber die CD-Antigene gegeben, welche in der Studie
genutzt wurden, um ausgewahlte Immunzellen zu charakterisieren (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Antigene und deren zellulare Expression sowie Funktion

CD-Antigen | Zellulare Expression Funktion des Proteins
Mit dem T-Zell-Rezeptor assoziiert,
CcDb3 T-Zellen Signaltransduktion (Weiss und Littman 1994)
T-Zell-Korezeptor, bindet an MHC I,
CDh4 T-Helferzellen Signaltransduktion (Weiss und Littman 1994)
u.a. prasent auf
CD11c dendritischen Zellen und | Komplementrezeptor (Schiitt und Bréker 2009)
Monozyten/Makrophagen
u.a. prasent auf FcyRIll bindet an opsonierte Zielzellen,
CD16 Monozyten und Signaltransduktion, involviert in zellulare Zytotoxizitat
Naturlichen Killerzellen | (Mandelboim et al. 1999)
) Regulierung der B-Zell-Aktivierung und Proliferation
CD20 B-Zellen (Tedder und Engel 1994)
Wird als Tyrosinphosphatase zur Aktivierung &
CD45 Leukozyten Regulierung von T- und B-Zellen bendtigt (Weiss
und Littman 1994)
. . Neural adhesion molecule; Adhasion, Marker fur
CDs6 Natdrliche Killerzellen (zytotoxische) Aktivitat (Van Acker et al. 2017)
Rezeptor fir Lipopolysaccharid (LPS Aktivierung),
Hochregulierung von Adhasionsmolekdlen,
CD14 Monozyten/Makrophagen Expression von Zytokinen in Monozyten (Thomas et
al. 2002)
Antigenprasentierende ; . : .
CD80 und Zellen, v.a. Klassisch Ko-StlmuIatlon,_.Induk_tlon u_nq Regulation der
- Immunantwort Uber die Aktivierung von T-Zellen
CD86 aktivierte Makrophagen ;
(Lanier et al. 1995)
(M1)
Haemoglobin scavenger receptor; Marker fur
Monozytare Zellen, v.a. | alternative Aktivierung der Makrophagen. Steht im
CD163 alternativ aktivierte Verdacht an der Regulation der Funktion von
Makrophagen (M2) Monozyten und Makrophagen beteiligt zu sein
(Buechler et al. 2000).
Macrophage Mannose Receptor (MMR),
CD206 v.a. alternativ aktivierte | Antigenprasentation, Zellmigration, intrazellulare
Makrophagen (M2) Signaltransduktion, Phagozytose (Stein et al. 1992;
Boubhlel et al. 2007)
. Unterscheidung Monozyten von Makrophagen
HMM Reife Makrophagen (Pilling et al. 2009)
HLA-DR Monozyten/Makrophagen,

(Human leukocyte
antigen class )

B-Zellen, dendritische
Zellen, aktivierte
T-Zellen

Aktivierung von CD4* T-Lymphozyten (Fleury et al.
1995)
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3.1.5. Software

Tabelle 7: Software

Software Hersteller

EndNote X8 Clarivate Analytics, Philadelphia, USA

Skanlt Software 3.0 (Research Edition for

Multiskan FC) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

FACSDiva 6.1.3 BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

FlowJo V10 Windows Tree Star, Ashland, USA

Bio-Rad Laboratories, Incorporated,

Bio-Plex Software 6.1 Hercules, USA

SAP R3 SAP SE, Walldorf, Deutschland
SPSS Version 25 IBM Corporation, Armonk, USA
Microsoft Office 2011, Version 14.0 Microsoft Corporation, Redmond, USA
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3.2. Auswahl und Charakterisierung des Patientinnenkollektivs

Zur Charakterisierung der Immunzellen und inflammatorischen Zytokine in der
Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen wurden Frauen im reproduktiven Alter
(pramenopausal) mit und ohne Endometriose ausgewalt. Die Auswahl der Patientinnen
erfolgte anhand des klinischen Befundes intraoperativ, welcher anschliefend histologisch
gesichert wurde. Alle laparoskopisch assistierten Eingriffe wurden in der Charité Campus
Benjamin Franklin, in der Charit¢ Campus Virchow-Klinikum und im Vivantes Auguste-
Viktoria-Klinikum in Berlin durchgefuhrt. Das Ethik-Komitee der Charité-Universitatsmedizin
Berlin stimmte der Durchfihrung dieser Studie durch das Ethikvotum (EA4/036/12) zu und
die Patientinnen erklarten sich nach ausfihrlicher Aufklarung durch ihre Unterschrift zur
Teilnahme an dieser Studie bereit.

Das Patientinnenkollektiv wurde in zwei Gruppen aufgeteilt (Endometriose-Gruppe und

Kontroll-Gruppe).

3.2.1. Endometriose-Patientinnen

Die Patientinnen (n = 50) wurden aufgrund von Symptomen wie Dysmenorrhoe, zyklischen
Unterbauchschmerzen oder anderen gynakologischen Beschwerden laparoskopiert.
Patientinnen mit akuten Peritonitiden oder anderen als endometriosebedingten chronischen
Entzindungen, malignen Tumoren und bakteriellen Infektionen wurden von der Studie
ausgeschlossen. Zudem wurden sieben Proben im Verlauf der Studie verworfen. Griinde
hierfir waren Zustand nach Hysterektomie, Zustand nach Endometriose, ohne sichtbare
peritoneale Lasionen oder die Kontamination der Peritonealflissigkeit durch frisches Blut
nach Schnitt. Die tatsachlich analysierte Kohorte wurde demnach aus 43 Patientinnen
gebildet. Das Alter der Frauen betrug im Median 30,65 (18 — 44) Jahre. Der Grad der
Endometriose wurde wahrend der Operation anhand des ASRM-Scores erhoben (rASRM |,
I, M, 1IV) (ASRM 1997). Abhangig vom Schweregrad der Endometriose erfolgte die
Gruppierung von 22 (51,16 %) Patientinnen mit “milder Endometriose” (rASRM | und Il) und
21 (48,84 %) Patientinnen mit “schwerer Endometriose” (rASRM Il und IV). Die Patientinnen
hatten einen regularen Menstruationszyklus und befanden sich bis auf drei Patientinnen,
welche orale Kontrazeptiva einnahmen und eine Patientin, welche Progesteron-Zapfchen
nutzte, mindestens drei Monate vor der Operation nicht unter Einnahme von
Steroidhormonen. Vier Patientinnen machten keine Angaben zu Hormoneinnahmen. Zum
Zeitpunkt der Operation befanden sich 14 Patientinnen in der proliferativen Phase, 17

Patientinnen in der sekretorischen Phase und bei neun Patientinnen liegen keine Angaben
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vor. Angaben zu den klinischen Symptomen und die Charakterisierung der einzelnen

Kohorten finden sich in Tabelle 8 bzw. Tabelle 9.

Tabelle 8: Symptome der Endometriose-Patientinnen

Endometriose

Dysmenorrhoe Dyschezie Dysurie Dyspareunie | Unterbauch-
schmerzen

Ja Nein k.A.|Ja Nein k.A.|Ja Nein k.A.|Ja Nein k.A.|Ja Nein k.A.

16 1 0 7 10 0 |2 15 0 |8 6 3 |15 1 1

15 1 0 6 10 0 |1 15 0 |8 6 2 |14 1 1

35 6 1 |16 21 5 |8 29 5 (22 13 6 |37 4 1

20 1 0 (10 9 2 |6 13 2 |13 4 4 |21 O 0

ELISA LUMINEX FACS P2 FACS P1

FACS, Fluorescence-activated cell sorting; ELISA, Enzyme-linked immunosorbent assay, P1, Panel 1;
P2, Panel 2; k.A., keine Angaben

3.2.2. Kontroll-Patientinnen

Die Kontroll-Patientinnen (n = 16) wurden aufgrund eines Uterus myomatosus (6), nicht
Endometriose-assoziierter Zysten (z. B. Dermoidzysten) (5), der Kombination eines Uterus
myomatosus und eines Teratoms (1), Hydrosalpingiose (1), peritonealisierten
Weichgewebes (1), unklarer Unterbauchschmerzen (1= Zustand nach Appendizitis;
Netzadhadsionen) oder eines unerfullten Kinderwunsches (1) laparoskopiert. Eine
Endometriose sowie akute Peritonitiden oder chronische Entziindungen, maligne Tumoren
und bakterielle Infektionen wurden anhand des klinischen und des histologischen Befundes
ausgeschlossen. Das Alter der Frauen betrug im Median 36,13 (21 — 44) Jahre. In Bezug auf
das Alter gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kontroll- und Endometriose-
Patientinnen (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,052). Die Kontroll-Patientinnen hatten einen
reguldaren Menstruationszyklus und befanden sich bis auf zwei Patientinnen, welche orale
Kontrazeptiva einnahmen und eine, welche mindestens sieben Wochen vor der Operation

die oralen Kontrazeptiva absetzte, mindestens drei Monate vor der Operation nicht unter
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Einnahme von Steroidhormonen. Sechs Patientinnen machten keine Angaben zu
Hormoneinnahmen. Zum Zeitpunkt der Operation befanden sich vier Patientinnen in der
proliferativen Phase, zwei in der sekretorischen Phase und bei acht liegen keine Angaben

vor. Detaillierte Angaben zu den einzelnen Kohorten finden sich in Tabelle 9.
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3.2.3. Charakterisierung der einzelnen Kohorten

Tabelle 9: Charakterisierung der Patientinnenkollektive

Material und Methoden

Endometriose Kontrollen

- rASRM Hormone Zyklusphase - Hormone Zyklusphase

© 1]

° Alter* | n m v 5 Alter®

|2 . Ja Nein k.A. pro sek OC k.A. |2 Ja Nein k.A. pro sek OC k.A.

mild schwer
o
33,9

gl 08 6 4 4 3 2 14 1 4 9 2 2 |10 @1 1 6 3 4 1 1 4
< (186-42.1) 43,8)
T8
N
o 31,0 35,0
8 16 18.6-42 1 5 4 4 3 2 13 1 4 8 2 2 10 (24,2- 1 5 4 3 1 1 5
< (18.6-42.1) 43,8)
T8
X
Ig 31,2 N 34,7
= 42 (18.1-43.6) 11 11 8 12 3 35 4 14 17 2 9 12 (ﬂ,‘:- 1 6 5 2 3 1 6
> 4)
-
< 34,5
@l 298 3 7 3 8 2 16 3 6 10 1 4 |11 @i O 7 4 3 3 0 5
= (18,1-42,1) 44.4)

rASRM, American Society for Reproductive Medicine Revised Classification of Endometriosis — Score; k.A., keine Angaben; pro, proliferativ; sek, sekretorisch; OC, orale
Contraceptiva. *Mittelwert + Standardabweichung und Spanne. *1 Patientin im Juni 2017 OC abgesetzt und am 23.8.2017 OP, 1 Patientin OC und eine Patientin
Progesteron-Zapfchen. **1 Patientin OC und 1 Patientin Progesteron-Zapfchen
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3.3.  Methodik

3.3.1. Gewinnung und Aufbereitung der Peritonealflissigkeit

Zu Beginn der Operation wurde den Patientinnen mit klinischer Endometriose und
endometriosefreien Patientinnen (Kontroll-Patientinnen) zunachst die gesamte pure
Peritonealflissigkeit entnommen. Daraufhin wurde mit 20 ml Natrium-Chlorid (NaCl) der
Bauchraum gespult, um im Anschluss die Pertioneallavage mit zwei 10 ml Spritzen
aufzunehmen. AnschlieRend wurden die pure Peritonealflissigkeit und die Nachspilung
umgehend bei 400 g, 10 Minuten und 20 °C zentrifugiert. Der entstandene Uberstand der
puren Peritonealflissigkeit wurde sofort in Eppendorf Réhrchen aliquotiert (je 500 pl) und bei
-80 °C in Kryoboxen in den Gefrierschrank eingelagert, um diesen im Verlauf fir LUMINEX-

und ELISA-Analysen zu verwenden. Der Uberstand der Nachspiilung wurde verworfen.

3.3.2. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erméglicht die Charakterisierung einzelner Zellen. Die Markierung
der Zellen Uber die spezifische Bindung von intra- bzw. extrazellularen Molekilen der Zellen
durch antikérpergekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorochrome), ermdoglicht eine
Differenzierung der einzelnen Zelltypen und deren Subpopulationen. Die Zellen werden in
einem laminaren Flussigkeitsstrom linear angeordnet und passieren einen Laserstrahl einer
spezifischen Wellenlange. Das auf die Zellen treffende Licht wird reflektiert und gestreut.
Zudem emittieren die antikdrpergekoppelten Fluorochrome das Licht mit einer spezifischen
Wellenlange. Diese Emission wird von Detektoren erfasst. Es ist also mdéglich, neben
Fluorochromen auch uber das Vorwartsstreulicht bzw. Forward scatter (FSC) die Grélke und
Uber das Seitwartsstreulicht bzw. Sideward scatter (SSC) die Granularitdt der Zellen zu
detektieren (Luttmann et al. 2014).

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Durchflusszytometer Canto Il (BD Biosciences)
verfugt Uber drei Anregungslaser mit den Wellenlangen 405 nm (violett), 488 nm (blau) und
633 nm (rot) und ist in der Lage acht Fluoreszenzkanale zeitgleich zu messen. Es wurden
insgesamt 14 monoklonale Antikérper in zwei Paneln eingesetzt (siehe Tabelle 10). Die
Ergebnisse werden in der Frequenz und der mittleren Fluoreszenz Intensitat (MFI)

ausgegeben.

37



Material und Methoden

Tabelle 10: Verwendete monoklonale anti-humane Antikérper

Antigen Fluorochrom Kion Firma Verdiinnung
APC-eFlour® eBioscience, San Diego
# ’ ’ .
CD3 780 SK7 USA 1:200 (0,5 ul)
BD Biosciences, Franklin
# ’ .
CD4 BV510 SK3 Lakes, USA 1:20 (5 i)
. ® .
cD11c? PR 39  DBiolegend®, SanDiego,  4.56 5 )
USA
BD Biosciences, Franklin
# _ ™ ’ .
CD16 PE-Cy™7 3G8 Lakes, USA 1:200 (0,5 ul)
CD20* Per-CP 2H7 Abcam, Cambridge, GB 1:100 (1 )
CD45* APC MEM-28  Abcam, Cambridge, GB 1:200 (0,5 pl)
. Miltenyi Biotec, Bergisch )
CD56 PE REA196 Gladbach, DEU 1:50 (2 pl)
0 ® .
CD14* APC-Cy7 MS5E2 B'gkegend » SanDiego, 4100 (1 )
Thermo Fisher Scientific
# ’ .
CD80 FITC 2D10.4 Waltham, USA 1:10 (10 pl)
CcD86 PE-Cy7 ITo.o ~ ©Bioscience, San Diego,  4.440 (4 )
USA
BD Biosciences, Franklin
# ) .
CD163 PE GHI/61 Lakes, USA 1:10 (10 pl)
4 eBioscience, San Diego, .
CD206 eFlour® 450 19.2 USA 1:50 (2 pl)
Thermo Fisher Scientific
-DR* - , )
HLA-DR PerCP-Cy5.5 LN3 Waltham, USA 1:100 (1 pl)
HMM? eFlour™ 660  eBio25F9 nermo Fisher Scientific, .04 5 )

Waltham, USA

CD, Cluster of differentiation; HLA-DR, Human Leukocyte Antigen-DR isotype; HMM, Human mature
macrophages; ¥In Maus hergestellter Antikorper; *Rekombinanter Antikérper (Humane Zellinie).
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Mit Hilfe des Panel 1 (gemischtes Panel) wurden die Lymphozyten (CD45") und die
jeweiligen Subpopulationen sowie Monozyten/Makrophagen (CD16*CD11c*) analysiert. Es
wurden T-Zellen (CD3*), B-Zellen (CD20%), DC (CD11c*), sowie NK-Zellen (CD3-CD56%)
bestimmt. Eine genaue Spezifizierung der NK-Subpopulationen erfolgte Uber die
Klassifizierung von CD56"""CD16" (zytokinproduzierende und regulatorische NK-Zellen) und
CD569™CD16* (zytotoxische NK-Zellen). Desweiteren erfolgte eine genaue Differenzierung
der T-Zellen, Tu-Zellen/Treg (CD3*CD4%), Tc (CD3*CD4°) und NKT-Zellen (CD3*CD56"). Da
sich die Expression von CD4 und CD8 bei ausdifferenzierten Tn/Treg- bzw. Tc-Populationen

gegenseitig ausschlie3t, war eine Identifikation der T¢ mittels CD8 nicht nétig.

Das Panel 2 (Monozyten/Makrophagen-Panel) ermdglichte Gber CD14 die Identifikation der
Monozyten und Makrophagen. Aullerdem erfolgte die Differenzierung einzelner
Aktivierungsmarker auf der Monozyten- und Makrophagenpopulation.

Die Expression von CD80 und CD86 spiegelte dabei die Typ-1-Aktivitat bzw. CD163 und
CD206 die Typ-2-Aktivitat wider. DarlUber hinaus gab HLA-DR Aufschluss Uber den
allgemeinen Aktivierungsstatus (z. B. Antigenprasentation). Uber HMM wurden reife

Makrophagen detektiert.

Aufgrund der limitierten Verfigbarkeit fluoreszenzgekoppelter Antikdrper wurde das
spektrale Emissionsverhalten von 4°,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid  (DAPI)
ausgenutzt, um diesen Farbstoff nicht in seinem typischen Kanal bei einer Wellenlange von
405 nm zu messen, sondern bei 510 nm. DAPI-positive Zellen wurden zu Beginn der
Analysestrategie ausgeschlossen und konnten somit keine falsch-positiven CD206 Signale

erzeugen.

Alle Oberflachenmarker waren jeweils mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert und wurden

unter individuellen Einstellungen gemessen (siehe Tabelle 11).
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Tabelle 11: Verwendete Fluorochrome, Anregungswellenlangen und Filter

Material und Methoden

Emission Verwendete
Fluorochrom Abkiirzung . Anregungs- Filter
(Maximum) o
wellenlange
Allophycocyanin APC 660 nm 633 nm 660/20
eFluor™ 660 eFlour™ 660 668 nm 633 nm 660/20
Allophycocyanin-Cy7 APC-Cy7 775 nm 633 nm 780/60
Allophycocyanin- APC-eFluor®
eFluor® 780 780 780 nm 633 nm 780/60
Brilliant Violet 510 BV510 510 nm 405 nm 510/50
eFluor® 450 eFluor®450 445 nm 405 nm 450/50
Fluoresceinisothio- FITC 520 nm 488 nm 530/30
cyanat
PacificBlue™ PB™ 455 nm 405 nm 450/50
CD56/CD163',- PE 578 nm 488 nm 585/42
Phycoerythrin
Cme"’“é;‘?’e"yth”"' PE-Cy7 785 nm 488 nm 780/60
CDBG'Phé;‘;eryth”"' PE-Cy7 775 nm 488 nm 780/60
Peridinin-Chlorophyll-| - . ~p 675 nm 488 nm 670LP
Protein
Peridinin-Chlorophyli-
Protein-Cy5.5 PerCP-Cy5.5 695 nm 488 nm 670LP
DAPI - 461 nm 510 nm 510/50
SYTOXGreen - 523 nm 488 nm 530/30
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3.3.2.1. Extrazellulare FACS-Markierung

Die Immunzellen in der Peritonealflissigkeit von 17 Endometriose-Patientinnen und 10
Kontroll-Patientinnen bzw. 16 Endometriose-Patientinnen und 10 Kontroll-Patientinnen

wurden mit dem Panel 1 bzw. dem Panel 2 analysiert.

Mehrfachmarkierungen

Nachdem der Uberstand der puren Peritonealfliissigkeit eingelagert und der Uberstand der
Nachspulung verworfen war, wurden die Pellets je in 5 ml phosphatgepufferte Salzlésung
(phosphate buffered saline, PBS, Fisher Scientific) resuspendiert und anschliefend, getrennt
voneinander, auf je 3 ml Biocoll (Biochrom GmbH) in 15 ml Falcon Tubes (Corning
Incorporated) geschichtet. Es folgte ein 25-minatiger Zentrifugationsschritt bei 1200 g, 20 °C
und ohne Bremse (um eine Verwirbelung der entstehenden Interphasen zu verhindern).
Daraufhin wurden die entstandenen Interphasen sowohl der puren Peritonealflissigkeit als
auch der Nachsptlung in ein 15 ml Tube gepoolt, in 15 ml phosphatgepufferte Salzlésung
plus 2 % bovines Serumalbumin (phosphate buffered saline plus bovines Serumalbumin,
PBSbsa, Sigma Aldrich Corporation) gelost, 30 s auf dem Ruttler geschittelt (gevortext) und
ermneut 7 Minuten, bei 400 g und 4 °C zentrifugiert, um das zytotoxische Biocoll
auszuwaschen. Der so entstandene Uberstand wurde abpipettiert, das Zellpellet in 10 ml

PBSbsa aufgenommen und durch 30 s vortexen gelost.

Ein zweiter Waschschritt bei den gleichen Einstellungen folgte (7 Minuten, 400 g und 4 °C).
Der entstandene Uberstand wurde erneut abpipettiert und das Pellet durch kurzes Vortexen
(5 s) gelockert. Anschlielend wurde das Pellet in 500 ul Erythrozyten-Lyse-Lésung (Roche
Diagnostics GmbH) aufgenommen, 5 s gevortext, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und in dieser Zeit dreimal invertiert. AnschlieRend wurde die Probe erneut zentrifugiert
(500 g, 5 Minuten und 4 °C).

Im weiteren Verlauf wurde erneut der Uberstand abpipettiert und das Pellet in 2 ml BPSbsa
resuspendiert, um anschlieend die Zellzahl zu bestimmen. Hierzu wurden zunachst 20 ul
der Zellsuspension in 20 ul Trypanblau (Biochrom GmbH) aufgenommen. 10 ul der Probe
wurden in eine klassische Neubauer-Zahlkammer (Henneberg-Sander GmbH) pipettiert und
je zwei diagonal zueinander positionierte Eckquadrate mit je 16 Kleinquadraten am
Lichtmikroskop ausgezahlt. Das Trypanblau durchdringt ausschlielllich die defekte

Zellmembran toter Zellen und so wurden nur die lebenden Zellen ausgezahlt. Die
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Zellsuspension wurde erneut bei 400 g, 7 Minuten und 4 °C herunterzentrifugiert und

anschlieRend der Uberstand verworfen.

Um unspezifische Bindungen der Antikérper zu verhindern, wurden die Zellen in 20 pl FcR-
Blocking Solution (Miltenyi Biotec) resuspendiert und danach 15 Minuten auf Eis inkubiert.
Zur Vorbereitung der Mehrfarben-Markierungen wurden je 1 x 10° Zellen in PBSbsa mit den
entsprechenden in Tabelle 10 dargestellten Antikdrper-Konzentrationen in einem finalen
Volumen von 100 pl resuspendiert (Panel 1: CD3, CD4, CD11c, CD16, CD20, CD45, CD56
und Panel 2: CD14, CD80, CD86, CD163, CD206, HLA-DR, HMM).

Anschliellend folgte eine Inkubation von 25 Minuten auf Eis (Makrophagen-Panel) sowie
10 Minuten im Kiihlschrank bei 4 °C (gemischtes Panel). Im Anschluss erfolgte die Lésung
der Suspension in 900 ul PBSbsa, Vortexen (30 s) und anschlieRendes Zentrifugieren bei
400 g, 7 Minuten und 4 °C. Erneut wurde der Uberstand abpipettiert und die Zellen in 200 pl
PBSbsa aufgenommen. Fir Panel 1 wurden der Suspension 1 ul DAPI (BD Biosciences) und
fur Panel 2 ein Tropfen SYTOXGreen (SYTOX, Thermo Fisher Scientific) zugesetzt, um die
toten Zellen zu markieren und anschlieRend zu vortexen (10 s). DAPI-markierte Proben
wurden sofort und SYTOX-markierte Proben nach 15 Minuten Inkubation bei

Raumtemperatur mit dem Durchflusszytometer Canto Il (BD Biosciences) analysiert.

Kompensation

Um Uberlagerungen der emittierten Strahlungen und somit falsch-positiv detektierte Zellen
auszuschlieBen, wurden die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe  gegeneinander

kompensiert.

Zu diesem Zweck wurden Einzelfarbungen jedes Fluorochroms und ganzlich ungefarbte
Zellen gemessen, wodurch der Anteil eines Uberlagernden Signals definiert und bei den
folgenden Messungen abgezogen wurde. Die Software BD FACSDiva (BD Biosciences)
erfasste die Messwerte und ermoglichte neben einer automatischen Kompensation auch
eine manuelle Nachbearbeitung. Unter Kompensation ist der Vorgang zu verstehen, in
welchem die spektrale Uberlappung von Streuungssignalen rechnerisch korrigiert wird.
Hierzu wurden Einzelfarbungen aller verwendeter Fluorochrom-gekoppelter Antikdrper auf
Mikropartikeln aus Polystyren (UltraComp eBeads, Thermofisher Scientific) durchgefiihrt. Die
Kompensationsbeads binden Antikdrper mit hoher Affinitdt und kénnen enstprechend echte

Zellen ersetzen, wenn diese nicht in ausreichender Menge isoliert werden konnten. Die
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Totzellfarbstoffe (DAPI und SYTOX) wurden nicht kompensiert, da positive Zellen bereits zu

Beginn der Datenanalyse ausgeschlossen wurden.

Einzelmarkierungen

Die Einzelmarkierungen der Beads erfolgten weitgehend nach Protokoll des Herstellers. Die
Beads wurden 30 s lang gevortext bevor je 25 pl pro Réhrchen (Tube) vorgelegt wurden.
Daraufhin erfolgte die Zugabe der einzelnen Antikorper (je ein Antikoérper in entsprechender
Menge pro Tube) mit anschlie®endem Vortexen (10 s). Eine Inkubation von 30 Minuten auf
Eis im Dunkeln folgte. Nach Zugabe von 1 ml PBSbsa pro Tube erfolgte ein Waschschritt
(5 Minuten, 500 g und 20 °C), um die Uberschussigen Antikdrper zu entfernen. Im Anschluss
wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 200 yl PBSbsa resuspendiert, danach in
FACS-Tubes (Rundbodenréhrchen, Corning Incorporated) Uberflihrt und gemessen. Da die
verwendeten Kompensationsbeads kleiner sind als die zu analysierenden Zellen, musste der
FSC fur die Kompensationsmessungen angepasst werden. Je Farbung wurden mindestens
5000 Ereignisse aufgenommen. Die Messung der Zellen erfolgte mit der Software FACS
Diva 6.1.3. (BD Biosciences). Die Berechnung der Kompensationsmatrix wurde mit FlowJo
V10 (TreeStar) durchgefihrt.

Gating Strategie

Die Gating Strategie bildet die Basis der Auswertung der durchflusszytometrisch erhobenen
Daten und steht exemplarisch fir das Vorgehen bei allen gemessenen Proben der
Endometriose-Patientinnen und Kontroll-Patientinnen (siehe Abbildung 2 und 3). Sie ist
mafgeblich, um die einzelnen Immunzellpopulationen und deren Subpopulationen qualitativ
sowie quantitativ zu bestimmen. Hierzu war es zunachst obligatorisch, die Dubletten
(adharierte Zellen) Gber die FSC-A (x-Achse) gegen die FSC-H (y-Achse) auszuschlieRen.
Im nachsten Schritt wurden die toten Zellen ausgeschlossen, indem die mit DAPI oder
SYTOX markierten Zellen gegen den FSC-A dargestellt und ausgeschlossen wurden. Bei
DAPI und SYTOX handelt es sich um Fluoreszenzfarbstoffe, welche in der Lage sind, die
Plasmamembranen nekrotischer, apoptotischer oder toter Zellen zu durchdringen, an die
Desoxyribonukleinsdure des Zellkerns zu binden und Licht im griinen und blauen Bereich
des sichtbaren Spektrums zu emittieren. Somit stellen sie sehr gute Indikatoren toter Zellen
innerhalb einer Population dar. Abbildung 2 zeigt wie nach dem Ausschluss toter Zellen Gber
SYTOX, auf Grundlage der als CD45-positiv identifizierten Leukozyten die T-Zellen (CD3*)
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und deren Subpopulationen NKT-Zellen (CD3*CD56%), Tu-Zellen/Treg (CD4%)/Tc (CD8%) und
die B-Zellen (CD20%), DC (CD11c¢*) und Monozyten/Makrophagen (CD16*CD11c*) sowie der
zytokinproduzierenden und regulatorischen NK-Zellen (CD56""CD167) und der
zytotoxischen NK-Zellen (CD569™CD16%) ausgewahlt wurden. Abbildung 3 zeigt wie nach
dem Ausschluss toter Zellen Gber SYTOX, auf Grundlage der als CD14-positiv identifizierten
Monozyten/Makrophagen deren Subpopulationen M1 (CD80%), Aktivierungsmarker (CD86")
und HMM* sowie M2 (CD163"; CD206") ausgewahlt wurden.

Die Auswertung und die grafische Darstellung der mit dem Durchflusszytometer BD Canto I
(BD Biosciences) erfassten Daten erfolgte mit der Software FlowJo V10 (TreeStar).
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Abbildung 2: Gating Strategie Panel 1

A. Ausschluss der Dubletten. Einzelzellen verblieben. B. Ausschluss toter Zellen. Lebende Zellen verblieben.
C. CD45-positiv identifizierte Leukozyten D. T-Zellen (CD3*) E. NKT-Zellen (CD3*CD56*) F. Tu-Zellen/Treg
(CD4%)/Tc (CD8*) G. B-Zellen (CD20*) H. DC (CD11c*) und Monozyten/Makrophagen (CD16*CD11c*)
I. zytokinproduzierende und regulatorische NK-Zellen (CD569"CD167) und zytotoxische NK-Zellen
(CD569mCD16*). CD, Cluster of differentiation.
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Abbildung 3: Gating Strategie Panel 2

A. Ausschluss der Dubletten. Einzelzellen verblieben. B. Ausschluss toter Zellen. Lebende Zellen verblieben.
C. CD14-positiv identifizierte Monozyten/Makrophagen D. M1 (CD80*), Aktivierungsmarker E. (CD86*) und
F. HMM* sowie M2 (G. CD163*; H. CD206"). CD, Cluster of differentiation.
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3.3.3. Luminex

Die xMAP-Technologie (multiplex multi-analyte profiling) ermdglicht die Erfassung von bis zu
100 Protein-Biomarkern in einem sehr geringen flissigen Probenvolumen (Gressner und
Arndt 2019). Die Grundlage bilden Polystyrolkiigelchen (Beads), welche in unterschiedlichen
Konzentrationen mit zwei Fluoreszenzstoffen gefarbt und dadurch mit einem spezifischen
Farbcode versehen sind, dadurch und durch veschiedene GroRen der Beads ist eine
individuelle Unterscheidung und Identifizierung mdglich (Fulton et al. 1997; Gressner und
Arndt 2019).

An die Beads kénnen Antikorper und Antigene kovalent gekoppelt werden und so spezifisch
Proteine gebunden werden. Sie werden von einer Nadel aufgenommen und stromen linear
angeordnet aufwarts. Das Luminex-System &hnelt dem eines Durchflusszytometers und
weist die jeweilige Antigen-Antikdrper-Reaktion auf den einzelnen spezifischen Beads-
Populationen nach. Somit erfolgt neben der Bestimmung und Klassifizierung der Beads die
Quantifizierung der spezifisch gebundenen Analyte Uber die Detektion des eingesetzten

Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikérpers (Kaufmann und Blasczyk 2014).

Es wurden pro Vertiefung der Zellkulturplatte (Well) 50 Beads pro untersuchten Analyten
bzw. Beadnummer am Bio-Plex 200 (Bio-Rad Laboratories) gemessen, um eine hohe
Messgenauigkeit zu gewahrleisten. Das Messergebnis wird in der MFI aller gemessener

Beads ausgegeben.

Die Zytokinkonzentrationen in den Uberstanden der Peritonealflissigkeit von 43
Endometriose-Patientinnen und 12 Kontroll-Patientinnen wurden mit Hilfe der Bio-Plex® 200
Luminex Technologie (Luminex Corporation) quantifiziert und anschlie®end verglichen. Es
wurde ein 27-Multiplex (Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-Plex Assay, Bio-Rad
Laboratories) genutzt, welches IL-18 und den IL-1 Rezeptor-Antagonisten (IL-1Ra), IL-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17qa, IP-10, Eotaxin, FGF-b,
G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MCP-1, MIP-1a, MIP-13, PDGF-BB, RANTES, TNF-a und VEGF

umfasst (siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12: Namen, Abkirzungen und Stoffklassen der untersuchten Botenstoffe

Stofffamilien

Vollstandiger Name

Chemokine

Chemokine (C-C motif) ligand 2 oder Monocyte Chemoattractant Protein-1
(MCP-1)

Chemokine (C-C motif) ligand 3 oder Macrophage Inflammatory Protein-1-
alpha (MIP-1a)

Chemokine (C-C motif) ligand 4 oder Macrophage Inflammatory Protein-1-
beta (MIP-183)

Chemokine (C-C motif) ligand 5 oder Regulated upon activation normal T-cell
expressed and secreted (RANTES)

Chemokine (C-C motif) ligand 11 oder Eosinophil chemotactic protein
(Eotaxin)

Interleukin-8 (IL-8) oder Chemokine (C-X-C motif) ligand 8 (CXCL8)

Interferon gamma-induced protein 10 (IP-10) oder (C-X-C motif) Chemokine
10 (CXCL10)

Wachstums-
faktoren

Basic Fibroblast growth factor (FGF-basic oder FGFb)
Platelet-derived growth factor beta polipeptide (PDGF-BB)

Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Interleukin-1 (IL-1) Interleukin-7 (IL-7)
Interleukin-2 (IL-2) Interleukin-9 (IL-9)
% Interleukin-4 (IL-4) Interleukin-13 (IL-13)
é‘ Interleukin-5 (IL-5) Interleukin-15 (IL-15)
E Interleukin-6 (IL-6)
Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
Interferon |Interferon gamma (IFN-y)
Tumor
necrosis | Tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
factor
'% E Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra) Interleukin-12 (p70) (IL-12 (p70))
E .§ Interleukin-10 (IL-10) Interleukin-17 alpha (IL-17a)
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Protokoll

Zunachst wurden der Bio-Plex-Assay Buffer, der Waschpuffer und das Bio-Plex-Sample
Diluent auf Raumtemperatur gebracht und die anderen bendtigten Materialien auf Eis
gelagert, bis sie eingesetzt wurden. Die aliquotierten und bei -80 °C gelagerten Uberstande
der Peritonealfliissigkeiten wurden anschlielfend langsam auf Eis aufgetaut. Der
Waschpuffer wurde im Verhaltnis 1:10 (60 ml Waschpuffer und 540 ml destilliertes Wasser)
verdunnt.

Eine Standardreihe (zur Quantifizierung jedes Analyten) wurde mit dem Verdiunnungfaktor 4
nach folgendem Schema vorbereitet: Zur Herstellung des Standard 1 (S1) wurde die
Standardstammlésung (Stockldsung) in 500 pl 2 %-igem SDS (Probenpuffer) geldst, 5
Sekunden gevortext und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Herstellung der sieben
weiteren Standards (S2-S7) erfolgte, indem je 150 pl Bio-Plex Standard Diluent in ein
Probenréhrchen (1,5 ml; Eppendorf) vorgelegt wurden und dann je 50 yl des Standardstocks
von S2 zu S3, von S3 zu S4 und so weiter, Uberfihrt wurden, sodass eine 1 zu 4
Verdinnung stattfand. Flr die zwei Blank-Proben (S8) wurden ausschlieBlich je 50 ul Bio-
Plex Standard Diluent vorgelegt.

Die mit Capture-Antibody markierten magnetischen Beads wurden anschlieRend 30
Sekunden lang gevortext. 575 pl der Beads wurden dann in 5175 pl Bio-Plex-Assay Buffer
gelost. Die gelosten Beads wurden 15 Sekunden lang gevortext und anschlielRend je 50 pl
der Lésung pro Well in eine 96-Well Platte (flacher Boden, Bio-Rad Laboratories) Gberflhrt.
Die Platte wurde zweimal mit je 100 pl Bio-Plex-Wash buffer pro Well mit Hilfe eines
magnetischen Mikroplattenwaschgerats (Hand Held Magnetic Plate Washer; Thermo Fisher
Scientific) gewaschen, indem sie auf dem Mikroplattenwaschgerat befestigt und der
Uberstand nach einer Minute abgekippt wurde. Die Proben, Standards und Blanks wurden je
5 Sekunden gevortext und jeweils 50 ul in jedes Well zu den magnetischen Beads gegeben.
Daraufhin wurde die Platte mit einer Aluminiumfolie versiegelt und fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur bei 850 rpm auf dem Laborschittler inkubiert. 10 Minuten vor Ende der
Inkubationszeit wurde der 10-fach geldste Detection antibody 5 Sekunden lang gevortext und
300 pl mit 2700 ul Detection antibody-Diluent zu einer 1-fach Konzentration verdinnt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde die Platte dreimal mit je 100 yl Waschpuffer pro Well wie
oben beschrieben gewaschen. Anschlielend wurden nach 5 Sekunden langem Vortexen je
25 ul der 1-fach gelésten Detektionsantikérper in jedes Well pipettiert, die Platte wieder mit
einer Aluminiumfolie versiegelt und erneut 30 Minuten lang bei Raumtemperatur bei 850 rpm
auf dem Laborschittler inkubiert. 10 Minuten vor Ablauf der Inkubationszeit, wurde der
Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE) flr 5 Sekunden gevortext und dann 60 pl des Farbstoffs
in 5940 pl Bio-Plex Assay-Buffer verdinnt. Diese 1-prozentige SA-PE Lésung wurde vor
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Licht geschutzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Platte erneut dreimal mit je 100 pl
Waschpuffer wie oben beschrieben gewaschen. Die 1-fache SA-PE Ldsung wurde 5
Sekunden lang gevortext und je 50 ul in jedes Well Gberfiihrt. Die Platte wurde ein drittes Mal
mit einer Aluminiumfolie versiegelt und 10 Minuten lang bei Raumtemperatur und 850 rpm
geschittelt. Nach Ende der letzten Inkubationszeit wurde die Platte erneut dreimal, wie oben
beschrieben, gewaschen. AnschlieRend wurden die Beads in je 125 ul Bio-Plex-Assay-Puffer
pro Well resuspendiert. Die Platte wurde erneut versiegelt und 30 Sekunden lang bei 850
rpm bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Platte wurde im letzten Schritt im Bio-Plex 200
System (Bio-Rad Laboratories) mit dem vorprogrammierten Protokoll ausgelesen. Die Bio-
Plex Software 6.1 (Bio-Rad Laboratories) berechnete die einzelnen Standardkurven der

Zytokine und ermittelte damit die Konzentrationen (pg/ml) der Zytokine in den Proben.

3.3.4. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay-Analyse von Neopterin im
Uberstand der Peritonealflissigkeit

Das Neopterin-ELISA ist ein analytisches System, welches den Nachweis und die direkte
quantitative Bestimmung eines spezifischen Antigens Uber die Bindung von Antikérpern in
einer flissigen Probe ermdglicht (Kaufmann und Blasczyk 2014). Die Neopterin-
Konzentration in der Peritonealflissigkeit von 21 Endometriose-Patientinnen und 12 Kontroll-
Patientinnen wurde mit Hilfe des Neopterin ELISA Kits (IBL International) und der Skanlt

Software 3.0 (Thermo Fisher Scientific) quantifiziert und verglichen.

Zunachst wurden 20 ul von jedem Standard (SA bis SF), von jeder Kontrolle (C1 und C2)
und von jeder unverdiinnten Probe (Uberstand der Peritonealfliissigkeit) jeweils zweimal in
die entsprechenden Wells der Mikrotiterplatte (96-Well-Platt, ELISA-Kit IBL International)
vorgelegt (Doppelbestimmungen). Dann wurden mit einer 8-Kanal-Pipette (Eppendorf) je
100 pl Enzymkonjugat in jedes Well pipettiert und anschlielend je 50 pl des Neopterin
Antiserums in jedes Well gegeben. Daraufhin wurde die Platte mit einer schwarzen
Haftklebefolie abgeklebt, um die Proben im Dunkeln fir 90 Minuten bei Raumtemperatur und
500 rpm auf einem Laborschittler zu inkubieren. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Haftfolie entfernt und die Inkubationslésung verworfen. Die Platte wurde daraufhin vier Mal
mit 20-fach geléstem Waschpuffer gewaschen und danach die restliche Flissigkeit auf
Papiertlichern ausgeklopft, bis die Wells vollends trocken waren. Danach wurden je 150 ul
TMB Substratldsung in jedes Well pipettiert. AnschlieRend wurde die Platte 10 Minuten lang
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Substratreaktion wurde daraufhin durch die Zugabe von

je 150 pyl TMB Stoppldésung pro Well gestoppt und die Platte abschliefend flr 10 Sekunden
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geschuttelt. Die Substratldésung und die Stopplésung wurden mit einer 8-Kanal-Pipette
pipettiert. Direkt nach der Substratreaktion wurde im ELISA-READER Thermo Scientific
Multiskan FC (Unity Lab Services) die optische Dichte bei 450 nm automatisch gemessen.
Die optische Dichte ist umgekehrt proportional zur Neopterin-Konzentration. Die Proben

wurden anhand der Standardkurven ausgewertet und die Neopterin-Konzentration bestimmt.

3.4. Statistik

Alle statistischen Auswertungen erfolgten mit der Software SPSS Version 25 (IBM
Corporation). Die Daten wurden mit Hilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests und dem Shapiro-
Wilk-Test auf Normalverteilung (Gaul3-Verteilung) getestet. AnschlieRend wurden geeignete
Tests ausgewahlt, um auf statistische Signifikanz zu Uberprifen Da sich die Daten nicht
normalverteilt zeigten, wurde ein Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt, um die
Immunzellpopulationen und inflammatorischen Zytokine in der Peritonealfliissigkeit der
Endometriose- und Kontroll-Gruppe zu analysieren und zu vergleichen. Zum Vergleich der
Kontroll-Patientinnen mit Endometriose-Patientinnen mit leichter und schwerer Endometriose
wurde der Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur fiir Mehrfachvergleiche verwendet.
Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant (*), ein p-Wert von < 0,01 als hoch signifikant (**)
und ein p-Wert von < 0,001 als hoéchst signifikant (**) angenommen.
Unterstutzend wirkte das Institut fur Veterinar-Epidemiologie unter der Leitung von Prof. Dr.

Marcus G. Doherr.

Bei der FACS-Analyse konnten, beispielsweise aufgrund von Lieferengpassen, bei
vereinzelten Durchldufen einzelne Antikdrper nicht gemessen werden. Somit stand in
Einzelféllen eine geringere gesamte Maximalzahl an Messpunkten pro Antikorper
(z. B. CD206 statt 26 nur 24) zur Verfugung.

Bei der Bewertung der Ergebnisse des LUMINEX und des ELISA-Versuchs muss in Betracht
gezogen werden, dass in den Proben, die unterhalb der Nachweisgrenze lagen, nicht
angenommen werden kann, dass keine biologisch wirksame Menge des Analyten vorlag.
Darum wurde in der statistischen Analyse der Effekt getestet, entsprechende Werte durch 0
oder den niedrigst gemessenen Wert minus 0,01 zu ersetzen. Dieser Vergleich zeigte, dass
das Einsetzen von 0 zu einer starkeren Signifikanz fuhrte. Um die Ergebnisse nicht
Uberzuinterpretieren, wurde entschieden, den niedrigst gemessenen Wert minus 0,01
anzunehmen, um den Abstand zwischen den messbaren und nicht messbaren Proben nicht

kiinstlich zu erhéhen und somit keine falschen Signifikanzen zu erzeugen.
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Lag die gemessene Konzentration eines Analyten bei Gber 20 Proben unterhalb der

Nachweisgrenze, wurde der entsprechende Analyt von der Analyse ausgeschlossen.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung von Immunzellen in der Peritonealflissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Um herauszufinden, ob die Endometriose mit Veranderungen der einzelnen
Immunzellpopulationen in der Peritonealflissigkeit einhergeht, wurden die Frequenzen,
GroRen und Granularitdten einzelner Subpopulationen in der Peritonealflissigkeit von
Endometriose-Patientinnen und von Kontroll-Patientinnen mit Hilfe der Durchflusszytometrie

bestimmt und verglichen.

4.1.1. Monozyten und Makrophagen und deren Subpopulationen

Die Frequenz der Monozyten- und Makrophagen-Population (CD16'CD11c*) in der
Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen zeigte sich im Vergleich zu den Kontroll-
Patientinnen tendenziell erhdht. Dieses Ergebnis erreichte keine statistische Signifikanz
(Median Monozyten/Makrophagen [%]: Endometriose 41,40 Q13 (28,80 — 53,45), Kontrollen
31,75 Qi3 (25,10 — 44,73), Abbildung 4A). Der Vergleich der milden und schweren
Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen signifikanten Unterschied, wobei sich unter
milder Endometriose der leicht erhdhte Trend am deutlichsten zeigte (Median
Monozyten/Makrophagen [%]: mild 42,25 Qi3 (27,90 — 56,13), schwer 35,70 Q13 (29,60 —
48,00)).

Die Frequenz der CD14*"HMM exprimierenden Monozyten- und Makrophagen-Population
zeigte sich im Vergleich der Endometriose- und Kontroll-Gruppe statistisch nicht signifikant
verandert, wobei die Endometriose-Gruppe im Median einen leicht erhdhten Trend zeigte
(Median HMM* Monozyten/Makrophagen [%]: Endometriose 50,40 Qi3 (35,98 — 65,60),
Kontrollen 44,75 Q13 (12,77 — 66,75), Abbildung 4B). Auch der Vergleich der milden und
schweren Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen statistisch signifikanten
Unterschied, wobei in der mild erkrankten Endometriose-Gruppe ein leicht erhdhter Trend zu
verzeichnen war (Median HMM* Monozyten/Makrophagen [%]: mild 54,20 Qi3 (39,05 —
71,45), schwer 43,70 Q13 (11,70 — 58,80))
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In der CD14* Monozyten- und Makrophagen-Population zeigte sich die Frequenz der CD80-
exprimierenden Monozyten- und Makrophagen-Population im Vergleich der Endometriose-
mit der Kontroll-Gruppe unverandert. Lediglich der Median der Endometriose-Gruppe war
minimal erhéht. Dieses Ergebnis erreichte keine statistische Signifikanz (Median CD80*
Monozyten/Makrophagen [%]: Endometriose 65,60 Qi3 (61,00 — 83,05), Kontrollen 62,50
Qi3 (57,65 — 88,40) Abbildung 4C). Auch der Vergleich der milden und schweren
Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen signifikanten Unterschied, wobei die Letztere
im Median eine leicht erhdhte Tendenz zeigte (Median CD80* Monozyten/Makrophagen [%]:
mild 63,80 Q13 (62,60 — 81,70), schwer 71,10 Q13 (58,55 — 85,38)).

Die Frequenz der CD86-exprimierenden CD14* Monozyten- und Makrophagen-Population
zeigte sich im Vergleich der Endometriose- und Kontroll-Gruppe unverandert, wobei in der
Endometriose-Gruppe ein tendenziell verminderter Median zu verzeichnen war. Dieses
Ergebnis erreichte keine statistische Signifikanz (Median CD86* Monozyten/Makrophagen
[%]: Endometriose 55,30 Qi3 (48,55 — 64,75), Kontrollen 63,45 Qi3 (46,50 — 74,23),
Abbildung 4D). Auch der Vergleich der milden und schweren Endometriose mit den
Kontrollen ergab keinen signifikanten Unterschied, wobei die milde Endometriose-Gruppe im
Median die geringste Frequenz aufwies (Median CD86* Monozyten/Makrophagen [%]: mild
54,05 Q13 (48,58 — 56,35), schwer 59,70 Q13 (41,23 — 69,30)).

Die Frequenz der CD14*CD163-exprimierenden Monozyten- und Makrophagen-Population
zeigte in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen einen deutlichen Trend
einer Erhéhung. Das Ergebnis erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (Median
CD163* Monozyten/Makrophagen [%]: Endometriose 81,35 Q13 (71,13 — 85,88), Kontrollen
71,20 Q43 (58,95 — 81,00), Abbildung 5A). Auch der Vergleich der milden und schweren
Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen signifikanten Unterschied, wobei die
Frequenzen positiv mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelierten (Median CD163*
Monozyten/Makrophagen [%]: mild 75,90 Qi3 (69,90 — 84,45), schwer 84,80 Q3 (72,10 —
89,60)).

Die Frequenz der CD14*CD206 exprimierenden Monozyten- und Makrophagen-Population
zeigte in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen einen leicht verringerten
Trend. Das Ergebnis erreichte keine statistische Signifikanz (Median CD206*
Monozyten/Makrophagen [%]: Endometriose 35,50 Qi3 (22,80 — 47,73), Kontrollen 40,80
Qi3 (33,45 — 44,28), Abbildung 5B). Auch der Vergleich der milden und schweren
Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen signifikanten Unterschied, wobei die schwer

erkrankte Gruppe einen tendenziell geringeren Median aufwies als die Ubrigen Gruppen
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(Median CD206* Monozyten/Makrophagen [%]: mild 40,80 Qi3 (24,00 — 48,25), schwer
29,80 Q1,3 (22,00 — 48,10)).
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Abbildung 4: Vergleich der Frequenz und Expression ko-stimulatorischer Molekiile auf
Monozyten/Makrophagen [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von Endometriose- und Kontroll-
Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Frequenz der A. Monozyten/Makrophagen (CD16*CD11c*) und der
B. CD14*HMM*, C. CD14*CD80* und D. CD14*CD86* Monozyten/Makrophagen von Kontroll-Patientinnen (K)
und Endometriose-Patientinnen (EM). Statistische Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.
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Abbildung 5: Vergleich der Frequenz und Expression ko-stimulatorischer Molekiile auf
Monozyten/Makrophagen [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von Endometriose- und Kontroll-
Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Frequenz der A. CD14*CD163* und B. CD14*206* Monozyten/Makrophagen von
Kontroll-Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM). Statistische Analysen wurden mit dem Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt.

Die MFI von HLA-DR auf den CD14* Monozyten- und Makrophagen-Populationen war in der
Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen signifikant erniedrigt im Vergleich zu den
Kontroll-Patientinnen (Median MFI von HLA-DR auf Monozyten/Makrophagen: Endometriose
654,50 Q13 (521,25 — 825,50), Kontrollen 990,50 Q13 (682,00 — 1250,00). Mann-Whitney-U-
Test, *p = 0,047, Abbildung 6). Der Vergleich der milden und schweren Endometriose mit
den Kontrollen zeigte einen erniedrigten Trend im Median der milden und schweren
Endometriose. Dieses Ergebnis erreichte keine statistische Signifikanz (Median MFI HLA-DR
Monozyten/Makrophagen: mild 637,00 Q13 (526,50 — 907,00), schwer 672,00 Q4,3 (457,00 —
828,00)).
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Abbildung 7: Vergleich der GroRe [Forward scatter (FSC-A)] von Monozyten/Makrophagen in der
Peritonealfliissigkeit von Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Gréfle der CD14* Monozyten/Makrophagen von A. Kontroll-Patientinnen (K) und
Endometriose-Patientinnen (EM) und von B. Kontroll-Patientinnen, milder Endometriose (mild) und schwerer
Endometriose (schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test (*p < 0,05) sowie
B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p < 0,05; **p < 0,01) durchgefiihrt.

Die Gréle (FSC-A) der CD14* Monozyten/Makrophagen war in der Peritonealfllissigkeit der
Endometriose-Patientinnen signifikant erhoht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen
(Median GréRe Monozyten/Makrophagen [FSC-A]: Endometriose 80483,00 Q13 (76309,00 —
86515,75), Kontrollen 73049,00 Qi3 (66038,00 — 79970,50). Mann-Whitney-U-Test,
*p = 0,047, Abbildung 7A). Verglichen mit der Kontroll-Gruppe, zeigte sich die GroRRe der
Zellen in der schweren Endometriose-Gruppe hoch signifikant und verglichen mit der milden
Endometriose-Gruppe signifikant erhéht (Median Grélke Monozyten/Makrophagen [FSC-A]:
mild 76888,00 Q13 (71322,50 — 80483,00), schwer 85549,00 Q13 (82616,00 — 99675,00).
Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur. Vergleich Kontrollen und schwer: *p = 0,007;
Vergleich mild und schwer: *p = 0,045, Abbildung 7B).

Die Granularitat (SSC-A) der CD14* Monozyten- und Makrophagen-Population zeigte sich im
Vergleich der Endometriose- und Kontroll-Gruppe statistisch nicht signifikant verandert
(Median Monozyten/Makrophagen [%]: Endometriose 40709,50 Q1,3 (35914,50 — 44220,50),
Kontrollen 39411,50 Qi3 (33557,75 — 48492,25)). Auch der Vergleich der milden und
schweren Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen statistisch signifikanten
Unterschied (Median HMM* Monozyten/Makrophagen [%]: mild 38352,00 Q13 (35267,00 —
43407,00), schwer 42738,00 Q13 (36018,00 — 44661,00)).
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4.1.2. Dendritische Zellen

Die Frequenz der CD11c-exprimierenden DC in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-
Patientinnen zeigte sich im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen tendenziell erniedrigt
(Abbildung 8). Dieses Ergebnis erreichte keine Signifikanz (Median DC [%]: Endometriose
28,20 Q13 (15,85 — 38,05), Kontrollen 31,45 Q13 (25,18 — 41,78), Abbildung 8). Auch der
Vergleich der milden und schweren Endometriose mit den Kontrollen ergab aul’er einem
leicht erniedrigten Median in milder und schwerer Endometriose keinen Unterschied (Median
DC [%]: mild 28,30 Q13 (12,47 — 44,73), schwer 28,20 Q13 (17,60 — 31,70)).

50 —
\? T
-
c 40
= Abbildung 8: Vergleich der Frequenz von DC [%]
N in der Peritonealfliissigkeit von Endometriose-
2 304 und Kontroll-Patientinnen
ﬁ Die Boxplots reprasentieren die Frequenz der DC
E J_ (CD11c*) von Kontroll-Patientinnen (K) und
5 20 Endometriose-Patientinnen ~ (EM).  Statistische
E Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
S durchgefihrt.
3
g 10 —
L

4.1.3. T-Zellen und deren Subpopulationen

Die Frequenz der CD45- und CD3-exprimierenden T-Zellen zeigte sich, neben einem leicht
verminderten Median in der Endometriose-Gruppe, im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
unverandert (Abbildung 9A). Das Ergebnis erreichte keine statistische Signifikanz (Median T-
Zellen [%]: Endometriose 20,00 Q13 (14,72 — 30,00), Kontrollen 23,16 Q13 (19,63 — 29,60),
Abbildung 9A). Auch der Vergleich der milden und schweren Endometriose mit den
Kontrollen ergab keinen signifikanten Unterschied, wobei sich der Median in der milden
Gruppe tendenziell erniedrigt und in der schweren Gruppe tendenziell erhoht zeigte (Median
T-Zellen [%]: mild 16,50 Q1,3 (12,72 — 29,80), schwer 24,80 Q13 (15,13 — 30,80)).

Die Frequenz der CD4-exprimierenden Tw-Zellen/Treg zeigte sich in der Endometriose-

Gruppe im Median tendenziell leicht vermindert im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (Abbildung
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9B). Dieses Ergebnis erreichte keine statistische Signifikanz (Median Tu-Zellen/Treg [%]:
Endometriose 5,13 Qi3 (3,32 — 9,69), Kontrollen 7,35 Q43 (4,80 — 26,30), Abbildung 9B).
Auch der Vergleich der milden und schweren Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen
signifikanten Unterschied, wobei sich der Median in der milden Gruppe tendenziell erniedrigt
und in der schweren Gruppe tendenziell erhoht zeigte (Median Tn-Zellen/Treg [%]: mild 4,84
Q13 (2,90 — 7,20), schwer 8,55 Q13 (3,32 — 12,15)).

Die Frequenz der CDB8-exprimierenden Tc zeigte sich in der Endometriose-Gruppe im
Median tendenziell vermindert im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (Abbildung 9C). Dieses
Ergebnis erreichte keine statistische Signifikanz (Median Tc [%]: Endometriose 8,26 Qi3
(4,77 — 12,08), Kontrollen 11,20 Q13 (6,44 — 15,50), Abbildung 9C). Auch der Vergleich der
milden und schweren Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen statistisch signifikanten
Unterschied, wobei der niedrigste Median in der milden Gruppe zu finden war (Median T¢
[%]: mild 7,37 Q13 (3,16 — 11,09), schwer 9,69 Q13 (5,44 — 13,20)).

Der CD4/CD8 Quotient lag bei den Endometriose-Patientinnen tendenziell unter dem
Quotienten der Kontroll-Patientinnen. Dieses Ergebnis erreichte keine statistische Signifikanz
(Median CD4/CD8 Quotient: Endometriose 0,73 Q13 (0,59 — 0,97), Kontrollen (1,02 Q1,3 (0,57
-1,6)).

4.1.4. NKT-Zellen

Die Frequenz der CD3- und CD56-exprimierenden NKT-Zellen zeigte in der Endometriose-
Gruppe tendenziell einen leicht verminderten Trend im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
(Abbildung 9D). Dieses Ergebnis erreichte keine statistische Signifikanz (Median NKT-Zellen
[%]: Endometriose 6,08 Q13 (2,94 — 8,02), Kontrollen 5,90 Q13 (3,93 — 10,11), Abbildung 9D).
Auch der Vergleich der milden und schweren Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen
signifikanten Unterschied, wobei sich der Median in der milden Gruppe tendenziell erniedrigt
und in der schweren Gruppe tendenziell leicht erhoht zeigte (Median NKT-Zellen [%]: mild
4,27 Q13 (2,85 -9,67), schwer 6,34 Q13 (5,08 — 10,51)).
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Abbildung 9: Vergleich der Frequenz von T-Zellen und T-Zell-Subpopulationen [%] in der
Peritonealfliissigkeit von Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Frequenz der A. T-Zellen (CD3*), B. Th/Treg (CD4*), C. Tc (CD8*) und D. NKT-
Zellen (CD3*CD56") von Kontroll-Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM). Statistische Analysen
wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.

61



Ergebnisse

4 1.5. Mittlere Fluoreszenz Intensitat von CD3 auf den T-Zellen und deren
Subpopulationen

Die MFI von CD3 auf den T-Zellen in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-
Patientinnen war im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen signifikant erniedrigt (Median MFI
von CD3 auf T-Zellen: Endometriose 2042,50 Q13 (1826,00 — 2675,50), Kontrollen 3608,50
Q13 (2245,75 — 3854,00). Mann-Whitney-U-Test, *p = 0,041, Abbildung 10A). Die nahere
Analyse der Patientinnen mit milder und schwerer Endometriose verglichen mit den Kontroll-
Patientinnen zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede (Median IL-1Ra [pg/ml]: mild
2036,00 Q1,3 (1813,00 — 2618,00), schwer 2049,00 Q1,3 (1741,50 — 2702,00)).

Die MFI von CD3 auf der Th- und Treg-Zell-Popuation in der Peritonealflissigkeit der
Endometriose-Patientinnen war im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen signifikant
erniedrigt (Median MFI von CD3 auf Twy- und Treg-Zellen: Endometriose 1905,00 Qi3
(1700,00 — 2637,25), Kontrollen 3170,00 Q43 (2300,50 — 4582,00). Mann-Whitney-U-Test,
*p = 0,019, Abbildung 10B). Die nahere Analyse der Patientinnen mit milder und schwerer
Endometriose verglichen mit den Kontroll-Patientinnen zeigte zwar keine statistisch
signifikanten Unterschiede, jedoch war der Median bei Patientinnen mit schwerer
Endometriose tendenziell erhéht (Median IL-1Ra [pg/ml]: mild 1866,50 Qi3 (1690,00 —
2492,75), schwer 2030,50 Q13 (1713,25 — 2664,00)).

Die MFI von CD3 auf den T¢ in der Peritonealfliissigkeit der Endometriose-Patientinnen war
im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen hoch signifikant erniedrigt (Median MFI von CD3
auf Tc: Endometriose 1905,50 Q13 (1711,75 — 2479,00), Kontrollen 3068,00 Q13 (2352,00 —
3729,00). Mann-Whitney-U-Test, **p = 0,005, Abbildung 10C). Die niedrigste MFI von CD3
war auf den peritonealen Tc-Zellen der Patientinnen mit milder Endometriose zu detektieren.
Dieser Wert erreichte statistische Signifikanz (Median MFI von CD3 auf T¢: mild 1838,50 Q13
(1731,75 — 2343,75), schwer 2018,50 Q13 (1535,50 — 2524,00). Kruskal-Wallis-Test mit
Bonferroni-Korrektur, *p = 0,026, Abbildung 10D).

Die MFI von CD3 auf den NKT-Zellen in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-
Patientinnen war im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen hoch signifikant erniedrigt
(Median MFI von CD3 auf T-Zellen: Endometriose 1989,50 Qi3 (1594,50 — 2348,00),
Kontrollen 3298,00 Q1,3 (2593,00 — 3945,50). Mann-Whitney-U-Test, **p = 0,003, Abbildung
10E).
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Die niedrigste MFI von CD3 war auf den peritonealen NKT-Zellen der Patientinnen mit milder
Endometriose zu detektieren. Dieser Wert erreichte statistische Signifikanz (Median MFI von
CD3 auf T-Zellen: mild 1870,50 Q13 (1674,00 — 2177,50), schwer 2180,50 Q13 (1440,00 —
2608,25). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur, *p = 0,017, Abbildung 10F).
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Abbildung 10: Vergleich der Mittleren Fluoreszenz Intensitat (MFI) von CD3 auf T-Zellen und T-Zell-

Subpopulationen in der Peritonealfliissigkeit von Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die MFI von CD3 auf A. T-Zellen B. Tu/Treg C. Tc E. NKT-Zellen von Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und D. Tc und F. NKT-Zellen von Kontroll-Patientinnen und
Endometriose-Patientinnen (mild und schwer). Statistische Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test

durchgefihrt (*p < 0,05).
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4.1.6. B-Zellen

Die Frequenz der CD20-exprimierenden B-Zellen zeigte sich in der Endometriose-Gruppe
tendenziell erhdéht im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Dieses Ergebnis erreichte keine
statistische Signifikanz (Median B-Zellen [%]: Endometriose 1,91 Qi3 (0,87 — 3,09),
Kontrollen 1,50 Q13 (1,01 — 2,04), Abbildung 11A).

Der Vergleich der milden und schweren Endometriose-Gruppen ergab eine signifikant
erhohte B-Zell-Frequenz in der Peritonealflissigkeit der schwer Erkrankten (Median B-Zellen
[%]: mild 0,99 Q43 (0,53 — 2,22), schwer 3,45 Q13 (1,91 — 6,29). Kruskal-Wallis-Test mit
Bonferroni-Korrektur, **p = 0,009, Abbildung 11B).
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Abbildung 11: Vergleich der Frequenz von B-Zellen [%] in der Peritonealfliissigkeit von Endometriose-
und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Frequenz der B-Zellen (CD20*) in A. Kontroll-Patientinnen (K) und Endometriose-
Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose (mild) und schwerer Endometriose
(schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test sowie B. Kruskal-Wallis-Test mit
Bonferroni-Korrektur (**p < 0,01) durchgefiihrt.
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4.1.7. Natuirliche Killerzellen und deren Subpopulationen

Die Frequenz der CD3CD56* NK-Zellen zeigte im Vergleich der Endometriose- und der
Kontroll-Gruppe keinen statistisch signifikanten Unterschied (Median NK-Zellen [%]:
Endometriose 2,83 Qi3 (1,74 — 5,64), Kontrollen 2,91 Q43 (2,11 — 3,20), Abbildung 12A).
Auch der Vergleich der milden und schweren Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen
statistisch signifikanten Unterschied (Median NK-Zellen [%]: mild 3,07 Qi3 (1,21 — 5,92),
schwer 2,68 Q13 (1,77 — 6,74)).

Die Frequenz der CD56"9"CD16 zytokinproduzierenden und regulatorischen NK-Zellen
zeigte sich in der Endometriose-Gruppe tendenziell erhdht im Vergleich zur Kontroll-Gruppe.
Dieses Ergenbis erreichte keine statistische Signifikanz (Median CD56P""CD16~ NK-Zellen
[%]: Endometriose 2,48 Q13 (1,62 — 4,26), Kontrollen 2,57 Q13 (0,95 — 2,83), Abbildung 12B).
Auch der Vergleich der milden und schweren Endometriose mit den Kontrollen ergab eine
leichte Tendenz einer erhéhten Frequenz in der milden Gruppe. Die schwere Gruppe zeigte
einen minimal geringeren Median als die Kontroll-Gruppe. Die Ergebnisse zeigten keinen
signifikanten Unterschied (Median CD56"9"CD16~ NK-Zellen [%]: mild 2,73 Q13 (1,15 —
5,00), schwer 2,26 Q13 (1,62 — 4,98)).

Die Frequenz der CD569mCD16* zytotoxischen NK-Zellen zeigte sich in der Endometriose-
Gruppe tendenziell erniedrigt im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Dieses Ergebnis erreichte
keine statistische Signifikanz (Median zytotoxische NK-Zellen [%]: Endometriose 0,23 Q13
(0,09 - 0,84), Kontrollen 0,34 13 (0,14 — 1,40), Abbildung 12C). Auch der Vergleich der
milden und schweren Endometriose mit den Kontrollen ergab keinen statistisch signifikanten
Unterschied, wobei sich der Median in der schweren Endometriose-Gruppe leicht verringert
darstellte (Median zytotoxische NK-Zellen [%]: mild 0,23 Q13 (0,06 — 0,63), schwer 0,44 Q13
(0,13 -1,76)).

Der Vergleich der proliferativen und der sekretorischen Zyklusphase der Endometriose-
Gruppe ergab eine signifikante Erhéhung der zytotoxischen NK-Zellen in der sekretorischen
Phase (Median zytotoxische NK-Zellen [%]: Endometriose proliferativ 0,03 Q13 (0,02 — 0,17)
Endometriose sekretorisch 0,24 Qi3 (0,15 — 0,99). Mann-Whitney-U-Test, *p = 0,036,
Abbildung 12D).
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Abbildung 12: Vergleich der Frequenz [%] der NK-Zellen und NK-Zell-Subpopulationen in der
Peritonealfliissigkeit von Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Frequenz der A. NK-Zellen (CD3:CD56*), B. zytokinproduzierenden und
regulatorischen NK-Zellen (CD569"CD167), C. zytotoxischen NK-Zellen (CD569mCD16*) von Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und D. Endometriose-Patientinnen in der proliferativen und
sekretorischen Zyklusphase. Statistische Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt
(*p < 0,05).
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4.1.8. Mittlere Fluoreszenz Intensitat von CD56 auf den zytotoxischen
NK-Zellen

Die MFI von CD56 auf den zytotoxischen NK-Zellen in der Peritonealflissigkeit der
Endometriose-Patientinnen war im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen tendenziell
erniedrigt. Das Ergebnis erreichte keine Signifikanz (Median MFI von CD56 auf
zytotoxischen NK-Zellen: Endometriose 5165,50 Qi3 (3207,50 — 7339,75), Kontrollen
8845,00 Q1,3 (1754,50 — 13253,00), Abbildung 13). Die nahere Analyse der Patientinnen mit
milder und schwerer Endometriose verglichen mit den Kontroll-Patientinnen zeigte zwar
keine statistisch signifikanten Unterschiede, jedoch war der Median in den Patientinnen mit
schwerer Endometriose tendenziell erhéht (Median MFI CD56 auf zytotoxischen NK-Zellen
[pg/ml]: mild 3991,50 Q13 (2708,50 — 6920,50), schwer 6179,50 Q1,3 (4159,75 — 9943,00)).
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4.2. Konzentration von Zytokinen, Interleukinen und Wachstumsfaktoren
in der Peritonealflissigkeit von Endometriose- und Kontroll-
Patientinnen

Um herauszufinden, ob die Endometriose mit Veranderungen von inflammatorischen
Zytokinen, Interleukinen und Wachstumsfaktoren einhergeht, wurde die Konzentration von
27 Botenstoffen in der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen und von Kontroll-

Patientinnen mit Hilfe der LUMINEX Technologie bestimmt und verglichen (Tabelle 12).

4.21. IL-1B

Die Konzentration von IL-1B in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte sich hoch signifikant erhdht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median IL-103
[pg/ml]: Endometriose 0,18 Q13 (0,12 — 0,36), Kontrollen 0,11 Q3 (0,04 — 0,17). Mann-
Whitney-U-Test, **p = 0,003, Abbildung 14A). Auch die ndhere Analyse der IL-1[3-
Konzentrationen in Patientinnen mit milder und schwerer Endometriose verglichen mit den
Kontroll-Patientinnen zeigte sich jeweils signifikant erhéht (Median IL-1B [pg/ml]: mild 0,17
Qi3 (0,12 - 0,36), schwer 0,19 Qi3 (0,13 — 0,42). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-
Korrektur, mild: *p = 0,034 und schwer: *p = 0,013, Abbildung 14B). Die Analyse der IL-1(3-
Konzentrationen in den einzelnen Zyklusphasen der Endometriose-Patientinnen ergab eine
hoch signifikante Erhéhung in der sekretorischen Phase (Median IL-1B [pg/ml]: proliferativ
0,14 Qi3 (0,12 - 0,21), sekretorisch 0,31 Qi3 (0,18 — 0,82). Mann-Whitney-U-Test
**n = 0,008, Abbildung 14C).
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4.2.2. IL-1Ra

Die Expression von IL-1Ra in der Peritonealfliissigkeit der Endometriose-Patientinnen zeigte
sich signifikant erhoht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median IL-1Ra [pg/ml]:
Endometriose 154,21 Qi3 (46,72 — 413,14), Kontrollen 19,68 Q13 (19,67 — 93,01). Mann-
Whitney-U-Test, *p = 0,023, Abbildung 15A). Die nahere Analyse der IL-1Ra-
Konzentrationen in Patientinnen mit milder und schwerer Endometriose verglichen mit den
Kontroll-Patientinnen zeigte zwar keine statistisch signifikanten Unterschiede, jedoch war der
Median in den Patientinnen mit schwerer Endometriose tendenziell erhéht (Median IL-1Ra
[pg/ml]: mild 141,84 Q13 (55,08 — 691,49), schwer 154,21 Q13 (45,55 — 263,69)). Die Analyse
der IL-1Ra-Konzentrationen in den einzelnen Zyklusphasen der Endometriose-Patientinnen
ergab eine hoch signifikante Erhéhung in der proliferativen Phase (Median
IL-1Ra [pg/ml]: proliferativ 263,69 Q13 (157,34 — 1100,52), sekretorisch 123,20 Q13 (19,67 —
185,97). Mann-Whitney-U-Test, *p = 0,003, Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Vergleich der Konzentration von IL-1Ra [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von IL-1Ra und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Endometriose-Patientinnen in der proliferativen und
sekretorischen Zyklusphase. Statistische Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test (*p < 0,05; **p < 0,01)
durchgefihrt.
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4.23. IL-2

Die Konzentration von IL-2 in der Peritonealfllissigkeit der Endometriose-Patientinnen zeigte
sich hoch signifikant erhéht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median IL-2 [pg/ml]:
Endometriose 1,73 Qi3 (0,76 — 2,68), Kontrollen 0,42 Q13 (0,07 — 1,73). Mann-Whitney-U-
Test, **p = 0,008, Abbildung 16A).

Unter milder Endometriose zeigte sich keine signifikant erhohte
IL-2-Konzentration, jedoch eine deutliche Tendenz zu héheren Konzentrationen im Vergleich
zu den Kontroll-Patientinnen (Median IL-2 [pg/ml]: mild 1,73 Q13 (1,25 — 2,09)). Speziell die
Frauen mit schwerer Endometriose wiesen eine signifikant hohere peritoneale Konzentration
an IL-2 verglichen mit den Kontroll-Patientinnen auf (Median IL-2 [pg/ml]:
schwer 2,05 Q13 (0,76 — 3,15). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur, mild: p = 0,062
und schwer: *p = 0,037, Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Vergleich der Konzentration von IL-2 [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots représentieren die Konzentrationen von IL-2 und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose
(mild) und schwerer Endometriose (schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test
(**p < 0,01) und B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p < 0,05) durchgefiihrt.
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4.2.4. IL-4

Die Konzentration von IL-4 in der Peritonealfliissigkeit der Endometriose-Patientinnen zeigte
sich hoch signifikant erhéht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median 1L-4 [pg/ml]:
Endometriose 1,93 Qi3 (1,25 — 2,67), Kontrollen 1,25 Q43 (0,76 — 1,65). Mann-Whitney-U-
Test, **p = 0,003, Abbildung 17A). Auch die nahere Analyse der IL-4-Konzentrationen in
Patientinnen mit milder und schwerer Endometriose verglichen mit den Kontroll-Patientinnen
zeigte sich jeweils signifikant erhoht. (Median IL-4 [pg/ml]: mild 1,90 Q43 (1,25 — 2,67),
schwer 1,98 Q13 (1,20 — 2,86). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur, mild: *p = 0,017
und schwer: *p = 0,022, Abbildung 17B).
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Abbildung 17: Vergleich der Konzentration von IL-4 [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von IL-4 und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose
(mild) und schwerer Endometriose (schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test
(**p < 0,01) und B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p < 0,05) durchgefiihrt.

4.2.5. IL-5

Die gemessene Konzentration von IL-5 lag bei 40 von 55 Proben unterhalb der

Nachweisgrenze. Deswegen wurde IL-5 von der Analyse ausgeschlossen.
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Ergebnisse

4.2.6. IL-6

Die gemessene Konzentration von IL-6 lag bei 25 von 55 Proben unterhalb der

Nachweisgrenze. Deswegen wurde IL-6 von der Analyse ausgeschlossen.

4.2.7. IL-7

Die Konzentration von IL-7 in der Peritonealfllissigkeit der Endometriose-Patientinnen zeigte
sich im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen tendenziell erhoht. Dieses Ergebnis erreichte
jedoch keine statistische Signifikanz (Median IL-7 [pg/ml]: Endometriose 3,00 Q13 (1,97 —
4,55), Kontrollen 2,23 Qi3 (0,49 — 3,66), Abbildung 18). Auch die nahere Analyse der
einzelnen Endometriosestadien ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied (Median
IL-7 [pg/ml]: mild 2,97 Q13 (2,15 — 3,62), schwer 3,33 Q13 (1,74 — 5,18)).
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Abbildung 18: Vergleich der Konzentration von IL-7
e [pg/mli] in der  Peritonealfliissigkeit von
® Endometriose- und Kontroll-Patientinnen
Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von
IL-7 in Kontroll-Patientinnen (K) und Endometriose-
T Patientinnen (EM). Statistische Analysen wurden mit
dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.
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Ergebnisse

4.2.8. IL-8

Die Konzentration von IL-8 in der Peritonealfliissigkeit der Endometriose-Patientinnen zeigte
sich hdchst signifikant erhéht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median IL-8 [pg/ml]:
Endometriose 13,31 Q13 (8,04 — 28,85), Kontrollen 6,48 Q13 (4,41 — 6,77). Mann-Whitney-U-
Test, ***p = 0,000, Abbildung 19A). Auch die nahere Analyse der IL-8-Konzentrationen in
Patientinnen mit milder und schwerer Endometriose verglichen mit den Kontroll-Patientinnen
zeigte sich ebenfalls jeweils signifikant bzw. héchst signifikant erhdht. (Median IL-8 [pg/ml]:
mild 10,23 Q13 (6,37 — 20,46), schwer 18,94 Q13 (10,50 — 34,71). Kruskal-Wallis-Test mit
Bonferroni-Korrektur, mild: *p = 0,032 und schwer: ***p = 0,000, Abbildung 19B).
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Abbildung 19: Vergleich der Konzentration von IL-8 [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von IL-8 und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose
(mild) und schwerer ~ Endometriose (schwer). Statistische ~ Analysen  wurden mit  dem
A. Mann-Whitney-U-Test (***p < 0,001) und B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur
(*p < 0,05; ***p < 0,001) durchgefiihrt.

4.2.9. IL-9

Die gemessene Konzentration von IL-9 lag bei 26 von 55 Proben unterhalb der

Nachweisgrenze. Deswegen wurde IL-9 von der Analyse ausgeschlossen.

75



Ergebnisse

4.2.10. IL-10

Die Konzentration von IL-10 in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte sich signifikant héher im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median IL-10 [pg/ml]:
Endometriose 58,12 Qi3 (17,81 — 97,44), Kontrollen 37,16 Qi3 (4,55 — 49,34). Mann-
Whitney-U-Test, *p = 0,022, Abbildung 20A). Die ndhere Analyse der IL-10-Konzentrationen
in Patientinnen mit milder und schwerer Endometriose verglichen mit den Kontroll-
Patientinnen zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (Median IL-10 [pg/ml]: mild
53,75 Qi3 (4,55 — 97,44), schwer 66,82 (30,31 — 110,71)). Die Analyse der IL-10-
Konzentrationen in den einzelnen Zyklusphasen der Endometriose-Patientinnen ergab eine
signifikante Erhéhung in der sekretorischen Phase (Median IL-10 [pg/ml]: proliferativ 53,75
Q13 (4,55 — 81,93), sekretorisch 108,61 Qi3 (76,55 — 191,40). Mann-Whitney-U-Test
*p = 0,021, Abbildung 20B).

A 1000 — * B 1000 — *
E E T
o k=)
2 =
e 2
=|- 100 — =| 100 —
5 ! 5
' B
c E —_
@ [ 1]
£ 104 c 10
=] [=]
x X
o [=] =]
o k=)
=] o
- 1 - 1 -
0 T T 0 T I
K EM proliferativ sekretorisch

Abbildung 20: Vergleich der Konzentration von IL-10 [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von IL-10 und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Endometriose-Patientinnen in der proliferativen und
sekretorischen Zyklusphase. Statistische Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test (*p < 0,05)
durchgefihrt.
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Ergebnisse

4.2.11. IL-12 (p70)

Die Konzentration von IL-12 (p70) in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte sich hoch signifikant erhoht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median IL-12
(p70) [pg/ml]: Endometriose 0,28 Q4,3 (0,03 — 0,53), Kontrollen 0,03 Q1,3 (0,02 — 0,09). Mann-
Whitney-U-Test, **p = 0,007, Abbildung 21A). Die Frauen mit milder Endometriose wiesen
eine signifikant hdhere peritoneale Konzentration an IL-12 (p70) verglichen mit den Kontroll-
Patientinnen auf (Median IL-12 (p70) [pg/ml]: mild 0,28 Q13 (0,08 — 0,44)). Unter schwerer
Endometriose zeigte sich keine signifikant erhdhte IL-12 (p70)-Konzentration. (Median IL-12
(p70) [pg/ml]: schwer 0,19 (0,03 — 0,58). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur, mild:
*p = 0,013 und schwer: p = 0,133, Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Vergleich der Konzentration von IL-12 (p70) [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von IL-12 (p70) und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose
(mild) und schwerer Endometriose (schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test
(**p < 0,01) und B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p < 0,05) durchgefiihrt.
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Ergebnisse

4.212. IL-13

Der Vergleich der Konzentration von IL-13 in der Peritonealfliissigkeit der Endometriose-
Patientinnen und Kontroll-Patientinnen zeigte eine deutliche Erhéhung in der Endometriose-
Gruppe, jedoch erreichte das Ergebnis keine Signifikanz (Median IL-13 [pg/ml]:
Endometriose 0,29 Qi3 (0,04 — 0,58), Kontrollen 0,16 Q43 (0,03 — 0,35). Mann-Whitney-U-
Test, p = 0,086, Abbildung 22A). Die Frauen mit milder Endometriose wiesen eine hdhere
peritoneale Konzentration an IL-13 verglichen mit den Kontroll-Patientinnen auf, welche
knapp keine statistische Signifikanz erreichte (Median IL-13 [pg/ml]: mild 0,43 Q43 (0,19 —
0,64). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur, p = 0,053, Abbildung 22B). Unter
schwerer Endometriose zeigte sich kein Unterschied zu der Kontroll-Gruppe (Median IL-13
[pg/ml]: schwer 0,26 Qi3 (0,03 — 0,46). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur,
p = 1,000, Abbildung 22B).

A 25 B 257
= 2,0+ e = 2,0+ °
E E
[=] [=]
2 ] &,
o 15 © 15
2 2
[ = [ =
2 1,0+ o 1,0
j j
€ €
|
o 0,54 o 0,54
X X
Q | Q |
i) i)
=] =]
- -
0,0 T T 0,0 T T T
K EM K mild schwer

Abbildung 22: Vergleich der Konzentration von IL-13 [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von IL-13 in A. Kontroll-Patientinnen (K) und Endometriose-
Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose (mild) und schwerer Endometriose
(schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test und B. Kruskal-Wallis-Test mit
Bonferroni-Korrektur durchgeftihrt.

4.213. IL-15

Die gemessene Konzentration von IL-15 lag bei 53 von 55 Proben unterhalb der

Nachweisgrenze. Deswegen wurde IL-15 von der Analyse ausgeschlossen.
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Ergebnisse

4.214. IL-17a

Die Konzentration von IL-17a in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte sich hoch signifikant erhéht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median IL-17a
[pg/ml]: Endometriose 5,67 Qi3 (3,81 — 8,28), Kontrollen 3,56 Qi3 (2,69 — 4,86). Mann-
Whitney-U-Test, **p = 0,009, Abbildung 23A). Die Frauen mit milder Endometriose wiesen
eine signifikant hoéhere peritoneale Konzentration an IL-17a verglichen mit den Kontroll-
Patientinnen auf (Median IL-17a [pg/ml]: mild 5,67 Qi3 (4,06 — 8,28)). Unter schwerer
Endometriose zeigte sich kein Unterschied zu der Kontroll-Gruppe (Median IL-17a [pg/ml]:
schwer 5,67 Q13 (3,25 — 8,02). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur, mild: *p = 0,031
und schwer: p = 0,096, Abbildung 23B).
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Abbildung 23: Vergleich der Konzentration von IL-17a [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots représentieren die Konzentrationen von IL-17a und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose
(mild) und schwerer Endometriose (schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test
(**p < 0,01) und B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p < 0,05) durchgefiihrt.
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4.2.15. Eotaxin

Ergebnisse

Die Konzentration von Eotaxin in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen

zeigte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median
Eotaxin [pg/ml]: Endometriose 15,31 Q13 (8,89 — 32,26), Kontrollen 9,57 Q13 (6,22 — 36,21).
Mann-Whitney-U-Test, p = 0,382, Abbildung 24). Die nahere Analyse der Eotaxin-

Konzentrationen in Patientinnen mit milder und schwerer Endometriose verglichen mit den

Kontroll-Patientinnen zeigte keine signifikanten Unterschiede (Median Eotaxin [pg/mi]: mild
9,23 Q13 (7,05 — 27,37), schwer 18,80 Q43 (11,81 — 38,38)).
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Abbildung 24: Vergleich der Konzentration von
Eotaxin [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von
Eotaxin in Kontroll-Patientinnen (K) und
Endometriose-Patientinnen (EM). Statistische
Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt.



Ergebnisse

4.2.16. FGFb

Die Konzentration des FGFb in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte sich hoch signifikant erhdht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median FGFb
[pg/ml]: Endometriose 73,91 Q13 (54,44 — 95,11), Kontrollen 23,46 Q3 (13,84 — 59,95).
Mann-Whitney-U-Test. **p = 0,004, Abbildung 25A). Speziell die Frauen mit milder
Endometriose wiesen eine signifikant hohere peritoneale Konzentration an FGFb verglichen
mit den Kontroll-Patientinnen auf (Median: mild 77,17 Q13 (54,44 — 100,44)). Unter schwerer
Endometriose zeigte sich knapp kein signifikanter Unterschied zu der Kontroll-Gruppe,
jedoch zeigte sich der Median deutlich erhoht. (Median FGFb [pg/ml]: schwer 70,65 Q13
(50,48 — 89,36). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur, mild: *p = 0,014 und schwer:
p = 0,058, Abbildung 25B).
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Abbildung 25: Vergleich der Konzentration von FGFb [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von FGFb und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose
(mild) und schwerer Endometriose (schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test
(**p < 0,01) und B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p < 0,05) durchgefiihrt.
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Ergebnisse

4.217. PDGF-BB

Die Konzentration von PDGF-BB in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median
PDGF-BB [pg/ml]: Endometriose 0,69 Q13 (0,12 — 1,83), Kontrollen 0,33 Q13 (0,02 — 1,43),
Abbildung 26). Die nahere Analyse der PDGF-BB-Konzentrationen in Patientinnen mit milder
und schwerer Endometriose verglichen mit den Kontroll-Patientinnen zeigte keine
signifikanten Unterschiede (Median PDGF-BB [pg/ml]: mild 0,69 Q13 (0,24 — 1,25), schwer
0,69 Q13 (0,12 — 2,84)).
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Abbildung 26: Vergleich der Konzentration von
100- PDGF-BB [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
° Endometriose- und Kontroll-Patientinnen
Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von
PDGF-BB in  Kontroll-Patientinnen  (K) und
Endometriose-Patientinnen (EM). Statistische
Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
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Ergebnisse

4.2.18. G-CSF

Die Konzentration des G-CSF in der Peritonealfllissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte sich hoch signifikant erhéht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median G-CSF
[pg/ml]: Endometriose 13,70 Q13 (6,50 — 27,38), Kontrollen 3,44 Q13 (2,18 — 12,09). Mann-
Whitney-U-Test, **p = 0,006, Abbildung 27). Die nahere Analyse der G-CSF-Konzentrationen
in Patientinnen mit milder und schwerer Endometriose verglichen mit den Kontroll-
Patientinnen zeigte sich ebenfalls jeweils signifikant erhdoht. (Median G-CSF [pg/ml]: mild
14,02 Qi3 (6,57 — 22,96), schwer 12,46 Qi3 (6,17 — 31,02). Kruskal-Wallis-Test mit

Bonferroni-Korrektur, mild: *p = 0,033 und schwer: *p = 0,044).
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4.2.19. GM-CSF

Die gemessene Konzentration von GM-CSF lag bei 44 von 55 Proben unterhalb der

Abbildung 27: Vergleich der Konzentration
von G-CSF [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit
von Endometriose- und Kontroll-Patientinnen
Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen
von G-CSF und zeigen Unterschiede zwischen
Kontroll-Patientinnen (K) und Endometriose-
Patientinnen (EM). Statistische Analysen wurden
mit dem Mann-Whitney-U-Test (**p < 0,01)
durchgefihrt.

Nachweisgrenze. Deswegen wurde GM-CSF von der Analyse ausgeschlossen.

4.2.20. IFN-y

Die gemessene Konzentration von IFN-y lag bei 21 von 55 Proben unterhalb der

Nachweisgrenze. Deswegen wurde IFN-y von der Analyse ausgeschlossen.
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4.2.21.1P-10

Ergebnisse

Die Konzentration von IP-10 in der Peritonealfliissigkeit der Endometriose-Patientinnen

zeigte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median
IP-10 [pg/ml]: Endometriose 160,21 Q13 (88,10 — 626,03), Kontrollen 108,32 Q13 (54,92 —
638,56), Abbildung 28). Die ndhere Analyse der IP-10-Konzentrationen in Patientinnen mit

milder und schwerer Endometriose verglichen mit den Kontroll-Patientinnen zeigte keine
signifikanten Unterschiede (Median IP-10 [pg/ml]: mild 151,71 Q13 (97,89 — 576,18), schwer

204,63 Q13 (79,69 — 1257,32)).
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Abbildung 28: Vergleich der Konzentration
von IP-10 [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit
von Endometriose- und Kontroll-Patientinnen
Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen
von [P-10 in Kontroll-Patientinnen (K) und
Endometriose-Patientinnen (EM).  Statistische
Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt.



Ergebnisse

4.2.22. MCP-1

Die Konzentration des MCP-1 in der Peritonealfllissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte sich signifikant héher im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median MCP-1
[pg/ml]: Endometriose 130,88 Q13 (44,97 — 245,59), Kontrollen 34,08 Q13 (19,71 — 105,94).
Mann-Whitney-U-Test, *p = 0,034, Abbildung 29A). Speziell die Frauen mit schwerer
Endometriose wiesen eine signifikant héhere peritoneale Konzentration an MCP-1 verglichen
mit den Kontroll-Patientinnen auf (Median MCP-1 [pg/ml]: schwer 190,91 Qi3 (91,95 —
247,75)). Unter milder Endometriose zeigte sich kein Unterschied zu der Kontroll-Gruppe
(Median MCP-1 [pg/ml]: mild 83,73 Q13 (40,04 — 249,72) Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-
Korrektur, mild: p = 0,513 und schwer: *p = 0,036, Abbildung 29B).
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Abbildung 29: Vergleich der Konzentration von MCP-1 [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von MCP-1 und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose
(mild) und schwerer Endometriose (schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test
sowie B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur durchgefihrt (*p < 0,05).
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Ergebnisse

4.2.23. Mip-1a

Die Konzentration des MIP-1a in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte sich hoch signifikant erhdht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median MIP-1a
[pg/ml]: Endometriose 1,85 Qi3 (1,24 — 2,22), Kontrollen 1,24 Q13 (0,86 — 1,40). Mann-
Whitney-U-Test, **p = 0,009, Abbildung 30A). Speziell die Frauen mit schwerer
Endometriose wiesen eine signifikant hohere peritoneale Konzentration an MIP-1a
verglichen mit den Kontroll-Patientinnen auf (Median MIP-1a [pg/ml]: schwer 1,99 Q13 (1,32
— 2,25)). Unter milder Endometriose zeigte sich kein Unterschied zu der Kontroll-Gruppe
(Median MIP-1a [pg/ml]: mild 1,73 Qi3 (1,19 — 2,07). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-
Korrektur, mild: p = 0,135 und schwer: *p = 0,018, Abbildung 30B).
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Abbildung 30: Vergleich der Konzentration von MIP-1a [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von MIP-1a und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose
(mild) und schwerer Endometriose (schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test
(**p < 0,01) und B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p < 0,05) durchgefiihrt.
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4.2.24. MIP-183

Ergebnisse

Die Konzentration von MIP-1B in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen

zeigte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median
MIP-1B [pg/ml]: Endometriose 7,65 Q13 (5,13 — 12,34), Kontrollen 6,58 Q13 (3,55 — 12,44),

Abbildung 31). Die nahere Analyse der MIP-1B-Konzentrationen in Patientinnen mit milder

und schwerer

Endometriose verglichen mit den Kontroll-Patientinnen zeigte keine

signifikanten Unterschiede (Median MIP-1B [pg/ml]: mild 7,42 Q13 (4,40 — 11,84), schwer

8,18 Q1 (5,90 — 13,68)).

Log10 Konzentration MIP-1§ [pg/ml]
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Abbildung 31: Vergleich der Konzentration
von MIP-18 [pg/ml] in der Peritoneal-
fliissigkeit von Endometriose- und Kontroll-
Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen
von MIP-1B in Kontroll-Patientinnen (K) und
Endometriose-Patientinnen  (EM). Statistische
Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt.



Ergebnisse

4.2.25. RANTES

Die Konzentration von RANTES in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median
RANTES [pg/ml]: Endometriose 13,54 Qi3 (6,88 — 30,06), Kontrollen 5,49 Qi3 (2,83 —
46,11), Abbildung 32). Die nahere Analyse der RANTES-Konzentrationen in Patientinnen mit
milder und schwerer Endometriose verglichen mit den Kontroll-Patientinnen zeigte keine
signifikanten Unterschiede (Median RANTES [pg/ml]: mild 14,70 Q13 (6,44 — 27,21), schwer
12,08 Q1,3 (7,67 — 64,54)).

1000+

Abbildung 32: Vergleich der Konzentration von
100+ RANTES [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von
RANTES in  Kontroll-Patientinnen  (K) und
Endometriose-Patientinnen (EM). Analysen wurden
10 mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.

Log10 Konzentration RANTES [pgimi]
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4.2.26. TNF-a

Die Konzentration des TNF-a in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte sich signifikant erhéht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median TNF-a
[pg/ml]: Endometriose 28,45 Q1,3 (20,32 — 39,70), Kontrollen 21,43 Q13 (5,95 — 26,06). Mann-
Whitney-U-Test, *p = 0,013, Abbildung 33A). Speziell die Frauen mit schwerer Endometriose
wiesen eine signifikant hohere peritoneale Konzentration an TNF-a verglichen mit den
Kontroll-Patientinnen auf (Median MIP-1a [pg/ml]: schwer 30,77 Q13 (17,86 — 43,30)). Unter
milder Endometriose zeigte sich kein Unterschied zu der Kontroll-Gruppe (Median TNF-a
[pg/ml]: mild 26,06 Q13 (21,27 — 38,48). Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur, mild: p
= 0,149 und schwer: *p = 0,031, Abbildung 33B).
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Abbildung 33: Vergleich der Konzentration von TNF-a [pg/ml] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots représentieren die Konzentrationen von TNF-a und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose
(mild) und schwerer Endometriose (schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test
sowie B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt (*p < 0,05).

4.2.27. VEGF

Die gemessene Konzentration von VEGF lag bei 40 von 55 Proben unterhalb der

Nachweisgrenze. Deswegen wurde VEGF von der Analyse ausgeschlossen.
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Tabelle 13: Konzentrationen der Analyten in der Peritonealflissigkeit von Endometriose- und Kontroll-Patientinnen (Luminex)

Analyten Kontrollen Endometriose p-Wertew Mild p-Wertwiia Schwer p-Wertschwer
IL-1B8 0,11 (0,04; 0,17) 0,18 (0,12; 0,36) 0,003** 0,17 (0,12; 0,36) 0,034* 0,19 (0,13; 0,42) 0,013*
IL-1Ra 19,68 (19,67; 93,01) 154,21 (46,72; 413,14) 0,023* 141,84 (55,08; 691,49) NS 154,21 (45,55; 263,69) NS
IL-2 0,42 (0,07; 1,73) 1,73 (0,76; 2,68) 0,008** 1,73 (1,25; 2,09) NS 2,05 (0,76; 3,15) 0,037*
IL-4 1,25 (0,76; 1,65) 1,93 (1,25; 2,67) 0,003** 1,90 (1,25; 2,67) 0,017* 1,98 (1,20; 2,86) 0,022*
IL-7 2,23 (0,49; 3,66) 3,00 (1,97; 4,55) NS 2,97 (2,15; 3,62) NS 3,33 (1,74; 5,18) NS
IL-8 6,48 (4,41; 6,77) 13,31 (8,04; 28,85) 0,000*** 10,23 (6,37; 20,46) 0,032* 18,94 (10,5; 34,71) 0,000***
IL-10 37,16 (4,55; 49,34) 58,12 (17,81; 97,44) 0,022* 53,75 (4,55; 97,44) NS 66,82 (30,31; 110,71) NS
IL-12 (p70) | 0,03 (0,02; 0,09) 0,28 (0,03; 0,53) 0,007** 0,28 (0,08; 0,44) 0,013* 0,19 (0,03; 0,58) NS
IL-13 0,16 (0,03; 0,35) 0,29 (0,04; 0,58) NS 0,43 (0,19; 0,64) NS 0,26 (0,03; 0,46) NS
IL-17a 3,56 (2,69; 4,86) 5,67 (3,81; 8,28) 0,009** 5,67 (4,06; 8,28) 0,031* 5,67 (3,25; 8,02) NS
Eotaxin 9,57 (6,22; 36,21) 15,31 (8,89; 32,26) NS 9,23 (7,05; 27,37) NS 18,80 (11,81; 38,38) NS
FGFb 23,46 (13,84; 59,95) 73,91 (54,44; 95,11) 0,004** 77,17 (54,44; 100,44) 0,014* 70,65 (50,48; 89,36) NS
G-CSF 3,44 (2,18; 12,09) 13,70 (6,50; 27,38) 0,006** 14,02 (6,57; 22,96) 0,033* 12,46 (6,17; 31,02) 0,044*
IP-10 108,32 (54,92; 638,56) 160,21 (88,10; 626,03) NS 151,71 (97,89; 576,18) NS 204,63 (79,69; 1257,32) NS
MCP-1 34,08 (19,71; 105,94) 130,88 (44,97; 245,59) 0,034* 83,73 (40,04; 249,72) NS 190,91 (91,95; 247,75) 0,036*
MIP-1a 1,24 (0,86; 1,40) 1,85 (1,24; 2,22) 0,009** 1,73 (1,19; 2,07) NS 1,99 (1,32; 2,25) 0,018*
MIP-1B 6,58 (3,55; 12,44) 7,65 (5,13; 12,34) NS 7,42 (4,40; 11,84) NS 8,18 (5,90; 13,68) NS
TNF-a 21,43 (5,95; 26,06) 28,45 (20,32; 39,70) 0,013* 26,06 (21,27; 38,48) NS 30,77 (17,86; 43,30) 0,031*
PDGF-BB 0,33 (0,02; 1,43) 0,69 (0,12; 1,83) NS 0,69 (0,24; 1,25) NS 0,69 (0,12; 2,84) NS
RANTES 5,49 (2,83; 46,11) 13,54 (6,88; 30,06) NS 14,70 (6,44; 27,21) NS 12,08 (7,67; 64,54) NS

EM, Endometriose; IL, Interleukin; FGFb, Basic fibroblast growth factor, G-CSF, Granulocyte-colony stimulating factor; |P, Interferon gamma-induced protein; MCP, Monocyte
chemoattractant protein; MIP, Macrophage inflammatory protein; TNF, Tumor necrosis factor alpha; PDGF-BB, Platelet-derived growth factor beta polipeptide; *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001; NS, Nicht signifikant. Angaben der Konzentrationen als Median (Quartil 1; Quartil 2).
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4.3. Expression von Neopterin in der Peritonealflissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Um herauszufinden, ob Neopterin in der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen
und Kontroll-Patientinnen vorhanden ist, bzw. ob dieser Marker fir die Aktivierung des

zellularen Immunsystems erhdht oder erniedrigt vorkommt, wurde ein ELISA durchgefihrt.

Die Konzentration von Neopterin in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
zeigte sich hoch signifikant erhéht im Vergleich zu den Kontroll-Patientinnen (Median
Neopterin [nmol/L]: Endometriose 5,53 Q13 (0,69 — 9,50), Kontrollen 0,69 Q43 (0,69 — 0,69).
Mann-Whitney-U-Test, **p = 0,003, Abbildung 34A). Auch die nahere Analyse der Neopterin-
Konzentrationen in Patientinnen mit milder und schwerer Endometriose verglichen mit den
Kontroll-Patientinnen zeigte sich jeweils hoch signifikant bzw. signifikant erhoht (Median
Neopterin [nmol/L]: mild: 6,16 Qi3 (1,36 — 9,35) und schwer: 2,99 Qi3 (0,69 — 11,42).
Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur, mild: **p = 0,003 und schwer: *p = 0,047,
Abbildung 34B).
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Abbildung 34: Vergleich der Konzentration von Neopterin [nmol/L] in der Peritonealfliissigkeit von
Endometriose- und Kontroll-Patientinnen

Die Boxplots reprasentieren die Konzentrationen von Neopterin und zeigen Unterschiede zwischen A. Kontroll-
Patientinnen (K) und Endometriose-Patientinnen (EM) und B. Kontroll-Patientinnen (K), milder Endometriose
(mild) und schwerer Endometriose (schwer). Statistische Analysen wurden mit dem A. Mann-Whitney-U-Test
(**p < 0,01) und B. Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p < 0,05, **p < 0,01) durchgeflihrt.
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5. Diskussion

5.1.  Immunreaktion: Monozyten/Makrophagen allgemein

Endometriose-assoziierte Monozyten und Makrophagen sind ein seit Jahren bekanntes
Phanomen, wobei die genaue pathophysiologische Rolle der einzelnen Subpopulationen bis
heute ungeklart ist (Hever et al. 2007). Schon lange ist die Typisierung der an der
Pathogenese beteiligten Makrophagen und der von ihnen produzierten pro- und anti-
inflammatorischen Zytokine Gegenstand der Endometrioseforschung, an welche die
vorliegende Arbeit durch Verwendung detaillierter Makrophagen-Analysepanels anknipfen
soll. In den Untersuchungen zeigte sich die Monozyten- und Makrophagenpopulation als am
starksten vertretene Immunzellfraktion in der Peritonealflissigkeit von Kontroll-Patientinnen
und an Endometriose erkrankten Frauen. Im Vergleich zu der Peritonealflissigkeit der
Kontroll-Gruppe zeigte die Endometriose-Gruppe zwar eine tendenzielle Erhdhung der
Monozyten- und Makrophagenpopulation, diese erreichte aber keine statistische Signifikanz.
Diese Ergebnisse werden durch andere Studien gestltzt, welche ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied der CD14" Monozyten- und Makrophagenfrequenz zwischen der
Kontroll- und Endometriosepopulation in Peritonealfliissigkeit oder Blut feststellten (Gagne et
al. 2003; Zhang et al. 2006).

Im Gegensatz dazu berichteten Gogacz et al. Uber eine signifikante Erhdhung dieser Zellen
in der Peritonealflissigkeit im Speziellen von mild erkrankten Endometriose-Patientinnen
(Gogacz et al. 2017). Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Frauen zeichnete sich
ebenfalls ein leicht erhdhter Trend in der milden Endometriose-Gruppe ab, erreichte aber
keine statistische Signifikanz. Die Ursachen dieser unterschiedlichen Ergebnisse kénnten in
dem unterschiedlichen Studiendesign liegen. Im Unterschied zu Gogacz et al. wurde eine
geringere Anzahl an mild erkrankten Patientinnen untersucht und in einer anderen
Zyklusphase rekrutiert (follikular bis luteal in der vorliegenden Arbeit versus mittel-follikular
bei Gogacz et al.). Auch die verwendeten Analysemarker variierten im Vergleich beider
Studien (CD45/CD11c/CD16 in der vorliegenden Arbeit versus CD45/CD14 bei Gogacz et
al.).

Zudem prasentierten sich die Monozyten und Makrophagen in den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Endometriose-Patientinnen korrelierend zum Schweregrad der Erkrankung
signifikant vergroRert. Halme et al. unterstitzen diese Beobachtungen, indem sie
vergroRerte Makrophagen in der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen
vorfanden (Halme et al. 1987). Moglicherweise ist die veranderte GroRRe dieser Zellen ein

Hinweis auf eine veranderte Aktivitdt der Monozyten- und Makrophagen-Population.
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Verschiedene Fluorochrom-Kombinationen innerhalb der Panels und minimale Unterschiede
im gesetzten FSC-A/FSC-H-Gate kodnnen die Ursache dafir sein, dass sich die
Monozyten/Makrophagen nicht in beiden Panels signifikant vergroRert darstellten. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass im Rahmen der Endometriose weniger ein quantitativer
als mehr ein funktioneller Unterschied beziglich veranderter Aktivierung und Funktionen der
Monozyten und Makrophagen-Population vorliegt, welcher mdglicherweise zu einer

gestorten Immunreaktion im Kontext der Erkrankung fliihren kénnte.

Dementsprechend sollte die Einteilung der peritonealen Makrophagen in pro-
inflammatorische Typ-1- bzw. anti-inflammatorische Typ-2-Makrophagen (M1 bzw. M2)
Aufschluss Uber die lokal beteiligten Faktoren und resultierenden Immunantworten liefern.
Dem von einigen Arbeitsgruppen ausgesprochenen Verdacht, dass im Kontext der
Endometriose eine verstarkte Typ-1-Immunantwort vorherrscht, wird von einigen anderen
Arbeitsgruppen widersprochen, deren Resultate wiederum flr eine dominierende Typ-2-
Immunantwort sprechen (Kusume et al. 2005; Bacci et al. 2009; Takebayashi et al. 2015). In
den Untersuchungen wurden die CD14-positiven Monozyten/Makrophagen in den
Peritonealflissigkeiten der Patientinnen anhand der Expression typischer M1- sowie M2-
Marker (M1: CD80 und CD86; M2: CD163 und CD206), ihres Aktivitatsstatus (HLA-DR) und

des Reifestadiums (HMM) unterschieden.

5.2. Pro-inflammatorische Aspekte: Monozyten/Makrophagen und ihre
Botenstoffe

Die ko-stimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 bestimmen, gemeinsam mit dem MHC
Klasse Il Oberflachen-Rezeptor HLA-DR, mafligeblich die Fahigkeit der Makrophagen,
T-Zellen Uber Antigenprasentation zu aktivieren (Damle et al. 1992; Kusume et al. 2005).
Passend dazu ist bekannt, dass IL-10 in vitro die Expression von MHC Klasse Il auf
aktivierten Makrophagen unterdriicken und entsprechend die Antigenprasentation inhibieren
kann (Chadban et al. 1998). In der vorliegenden Studie zeigte sich die IL-10 Konzentration in
der Peritonealflissigkeit untersuchter Endometriose-Patientinnen im Vergleich zu den
Kontroll-Patientinnen signifikant erhéht, wahrend die Expression von CD80 und CD86 auf
den CD14" Monozyten/Makrophagen unverandert und von HLA-DR signifikant reduziert war.
Die signifikant erhdhte Konzentration des anti-inflammatorischen IL-10 in der
Peritonealflissigkeit der untersuchten Endometriose-Patientinnen, kénnte tber inhibitorische
Mechanismen zu ineffektiven Immunreaktionen fihren, indem Makrophagen in ihren
Aktivitaiten gehemmt werden. Diese gestorte Fahigkeit der Makrophagen, Antigene zu

prasentieren und entsprechend T-Zellen zu aktivieren, konnte eine mogliche Ursache fir die
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Etablierung der ortsfremden endometrialen Zellen sein (Zhang et al. 2006). Zudem werden
diese Ergebnisse von Kusume et al. unterstitzt, welche sowohl in der Peritonealflissigkeit
als auch dem Serum von japanischen Endometriose-Patientinnen keinen Unterschied in der
Frequenz von CD80 und CD86 feststellten. Darliber hinaus ermittelten sie ebenfalls eine
signifikant geringere HLA-DR-Expressionsintensitat in der Peritonealflissigkeit der
japanischen Endometriose-Patientinnen, wohingegen die Untersuchung des Serums
interessanterweise keinen Unterschied ergab (Kusume et al. 2005). Die Ergebnisse zeigen
demnach, dass die erniedrigte Funktion der Antigenprasentation durch Makrophagen ein
lokales Phanomen darstellen kénnte. Bacci et al. stellten keinen Unterschied in der
peritonealen CD86- und HLA-DR-Expression fest (Bacci et al. 2009). Die Unterschiede in der
HLA-DR-Expression koénnten sich dadurch erklaren, dass kleinere Kohorten miteinander
verglichen wurden und, im Gegensatz zu Bacci et al., die Kontroll-Gruppe aus Frauen mit

gynakologischen Krankheitsbildern verschiedener gutartiger Genese rekrutiert wurde.

Diese Ergebnisse bekraftigen die Vermutung, dass der Aktivitatsstatus der M1 bzw. genauer
die Funktionalitat ihre antigenprasentierenden Fahigkeiten betreffend, trotz unveranderter

Quantitat deutlich gemindert ist.

Betrachtet man die Konzentrationen spezieller pro-inflammatorischer Botenstoffe, so lassen
sich zusatzlich Rlckschlisse auf eine veranderte Sekretion von M1-Zytokinen und

Chemokinen feststellen.

IL-8 lie sich in den Untersuchungen in signifikant erhdhter Konzentration in der
Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen finden. Das pro-angiogene IL-8 steht
u.a. im Verdacht die Invasion von endometrialen Zellen in das Peritoneum und somit das
Etablieren von Endometrioselasionen zu férdern (Mulayim et al. 2004). Auch Borrelli et al.
konnten diese, in ihrem Review gewonnenen Erkenntnisse Uber ein erhdhtes peritoneales
Aufkommen von IL-8 (in 93,75 % aller inkludierten Studien) in den Endometriose-
Patientinnen  verglichen mit  Kontroll-Patientinnen durch eigene experimentelle
Untersuchungen stitzen (Borrelli et al. 2014; Borrelli et al. 2015). Speziell bei den schwer
erkrankten Endometriose-Patientinnen konnte ein hoéchst signifikanter Unterschied
verglichen mit der Kontroll-Gruppe festgestellt werden. Interessanterweise wurde bereits
gezeigt, dass die chirurgische Entfernung von Endometrioselasionen eine Verringerung der
IL-8-Konzentration im Plasma der Patientinnen bewirkte und folglich auch die ektopen
endometrialen Zellen an einer erhdhten Sekretion dieses multifunktionalen Chemokins
beteiligt sein kénnten oder dessen Sekretion durch Makrophagen fordern kénnten (Monsanto
et al. 2016). Die Ergebnisse verdeutlichen, dass ein proportionaler sowie kausaler

Zusammenhang zwischen dem Schweregrad der Erkrankung und einer Veranderung der
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IL-8-Konzentration zu bestehen scheint. Pizzo et al. unterstitzen diese Beobachtung, indem
sie mit Hilfe von ELISA-Analysen eine Hochregulierung der IL-8-Konzentration von rAFS |,
Uber Il zu lll in der Peritonealflissigkeit feststellten (Pizzo et al. 2002). Insgesamt wird
deutlich, dass kunftig ein Augenmerk auf die genauen zugrunde liegenden Mechanismen zu

lenken ist.

TNF-a zeigte sich im Vergleich der Peritonealflissigkeit von Endometriose- und Kontroll-
Patientinnen, speziell bei schwerer Endometriose, signifikant erhdht. TNF-a bildet einen
weiteren wichtigen pro-inflammatorischen und angiogenen Mediator im Rahmen
verschiedener pathologischer Prozesse und wird in vifro u.a. verstarkt von Typ-1-
Makrophagen gebildet (Bacci et al. 2009). Es koénnte demnach eine gesteigerte
sekretorische Aktivitat der peritonealen Typ-1-Makrophagen bei den Endometriose-
Patientinnen vorliegen. Darlber hinaus steigert TNF-a gemeinsam mit dem ebenfalls in der
Endometriose-Gruppe (hoch-) signifikant erhdhten IL-13, Uber die gesteigerte Produktion von
Chemokinen wie IL-8, MCP-1 und Eotaxin, indirekt auch Adhasion und Proliferation der
ektopen endometrialen Zellen (Gao et al. 1999; Hornung et al. 2000; Iwabe et al. 2000; Mier-
Cabrera et al. 2011). Passend dazu zeigte sich neben IL-8 auch MCP-1, speziell unter

schwerer Endometriose, ebenfalls signifikant erhoht.

Die Tatsache, dass sich die MCP-1-Konzentration in den erkrankten Patientinnen auch
insgesamt signifikant erhdht zeigte, stltzt weiter die Theorie einer induzierten Typ-1-
Immunantwort im Rahmen der Endometriose. Diese Ergebnisse werden von Borrelli et al.
unterstitzt, welche, im Vergleich zu der vorliegenden Studie, MCP-1 in der
Peritonealflissigkeit einer kleineren Endometriose-Gruppe und einer gréfieren Kontroll-
Gruppe untersuchten (Borrelli et al. 2015). MCP-1 bildet eine Immunkomponente, welche
sowohl chemotaktisch auf Monozyten und Makrophagen wirkt als auch u.a. die IL-1-
Synthese in diesen Zellen induziert (Jiang et al. 1992). Auf diese Weise bestimmt es die
akute pro-inflammatorische Immunreaktion mit und steht dartiber hinaus in Verdacht, einen
wichtigen Mediator in chronisch entziindlichen Prozessen darzustellen (Jiang et al. 1992).
Entsprechend nimmt MCP-1 mdoglicherweise durch das chronische Aufrechterhalten pro-
inflammatorischer Prozesse Einfluss auf die Etablierung der ektopen endometrialen Zellen.
In den Endometriose-Patientinnen scheint MCP-1 weniger Uber die Rekrutierung als mehr
Uber die Aktivierung der Monozyten und Makrophagen zu wirken. In vitro durch peritoneale
Monozyten und Makrophagen synthetisiert, spricht die erhdhte Konzentration von MCP-1 fir
eine gesteigerte sekretorische Aktivitdt der CD14* Zellen in den untersuchten Endometriose-
Patientinnen (Akoum et al. 2002).
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Auch die Konzentration des Chemokins MIP-1a ist in den untersuchten Frauen, speziell in
der schwer erkrankten Gruppe, signifikant erhéht. MIP-1a wird zyklusabhangig durch
endometriales Epithel produziert, woraufhin es v.a. Monozyten und Makrophagen in die
Peritonealhéhle rekrutiert (Akiyama et al. 1999). Im Kontext der Endometriose kdnnte eine
Stérung dieser geregelt gesteuerten Produktion von MIP-1a vorliegen. Passend dazu
bewirkte im Mausmodell die Implantation uterinen Gewebes eine vermehrte MIP-1a
Sekretion durch peritoneale Makrophagen, die Frequenz der Immunzellen blieb jedoch
konstant (Lin et al. 2006). Auch wenn eine andere Studie (moéglicherweise aufgrund
unterschiedlicher Kohorten-GroRen oder Kohorten-Charakteristika) keinen Unterschied
bezlglich der MIP-1a-Konzentrationen feststellen konnte, machen die vorliegenden und die
oben genannten Studienergebnisse anderer Arbeitsgruppen deutlich, dass die Rolle dieser
Chemokine in kinftigen Forschungsprojekten, auch in Hinblick auf die spezielle Aktivierung
von Makrophagen im Kontext der Endometriose, besonders beleuchtet werden sollte
(Laudanski et al. 2006).

Auch G-CSF zeigte sich in der Endometriose-Gruppe signifikant erhoht. Dieses Resultat
unterstitzend, demonstrierten Jorgensen et al., dass G-CSF in der Peritonealflissigkeit, in
Kombination mit weiteren Botenstoffen (SCGF-B und IL-13), mit 86 % Sensitivitat und 67 %
Spezifitat mit Endometriose assoziiert ist (Jorgensen et al. 2017). Interessanterweise hat sich
im Serum von erkrankten Frauen gezeigt, dass die Entfernung von Endometrioselasionen
einen Abfall der G-CSF-Konzentration bewirkte (Monsanto et al. 2016). Endometriale
Stromazellen gesunder Patientinnen produzieren in vitro G-CSF (Tanaka et al. 2000). Es ist
also moglich, dass ektope endometriale Strukturen u.a. fir die erhdhte G-CSF-Konzentration
in den Endometriose-Patientinnen verantwortlich sind. Diese kénnte entscheidend an den

inflammatorischen Prozessen im Kontext der Endometriose beteiligt sein.

Neopterin ist ein weiterer u.a. durch Monozyten und aktivierte Makrophagen produzierter
pro-inflammatorischer Botenstoff, welcher in vitro den Aktivierungsstatus dieser Zellen
widerspiegeln kann (Huber 1984). Die Synthese von Neopterin wird dariber hinaus durch
Tu1-produzierte Zytokine stimuliert (z. B. IFN-y) (Hoffmann et al. 2003). Die vorliegenden
Untersuchungen ergaben, dass Neopterin auch im Rahmen der Endometriose eine Rolle zu
spielen scheint. Die signifikant erhéhte Neopterin-Konzentration in der Peritonealflissigkeit
der untersuchten Endometriose-Patientinnen spricht fiir eine gesteigerte Aktivierung der
Makrophagen und ist ein Indiz fir das Vorherrschen stimulierter pro-inflammatorischer
Prozesse. Diese Resultate werden von Kondera-Anasz et al. gestutzt, welche die
Peritonealflissigkeit und das Serum von Endometriose-Patientinnen in der frihen follikularen
Zyklusphase untersuchten und ebenfalls eine signifikant erhdhte Neopterin-Konzentration

feststellten (Kondera-Anasz et al. 2004). Dass die gezeigten Ergebnisse im Gegensatz zu
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Kondera-Anasz et al. (2004), welche speziell in den schwer erkrankten Patientinnen eine
Erhéhung der Neopterin-Konzentration feststellten, zusatzlich eine hoch signifikant
gesteigerte Konzentration in den mild Erkrankten aufweisen, kénnte daran liegen, dass sie
groliere Patientinnen-Kohorten in den einzelnen Vergleichsgruppen analysierten. Riley et al.
fanden im Gegensatz dazu keinen signifikanten Unterschied der Neopterin-Konzentration
zwischen Endometriose-Patientinnen und Kontroll-Patientinnen (Riley et al. 2007). Der
Median der vorliegenden Ergebnisse (5,53 nmol/L) unterscheidet sich um 0,33 nmol/L von
der Neopterin-Konzentration in der von Riley et al. (2007) untersuchten Endometriose-
Gruppe (5,2 nmol/L). Die in der vorliegenden Studie ermittelte Konzentration in der
Peritonealflissigkeit der Kontroll-Gruppe weicht mit einem Median von 0,69 nmol/L deutlich
von dem Ergebnis von Riley et al. (2007) ab (Median: 4,4 nmol/L). Ursache hierflr kénnten
unterschiedliche Krankheitsbilder der Kontroll-Patientinnen oder die Verwendung

verschiedender ELISA-Kits sein.

Neopterin ist ein Pteridin, welches in vielen anderen chronischen Erkrankungen als
diagnostischer Biomarker Aufschluss geben kann (Hoffmann et al. 2003). In der gangigen
Praxis werden Serum- und Urin-Proben auf die Neopterin-Konzentration untersucht. Die
duchgefiihrten Analysen beschrankten sich auf die Pertionealfllissigkeit der Patientinnen,
konnten aber auch einen Hinweis auf lokal teils hoch signifikant veranderte Neopterin-

Konzentrationen geben.

Kunftige Forschungsvorhaben sollten entsprechend ihr Augenmerk auf die Untersuchung
anderer Kompartimente wie Urin in Bezug auf die Neopterin-Konzentration lenken, da diese
Art der Analysen ein potentielles, nicht-invasives und probates diagnostisches Mittel im

Rahmen der Endometriose darstellen konnten.

Ouyang et al. konnten in vitro zeigen, dass durch IL-4 stimuliertes Eotaxin Angiogenese-
Prozesse in der Entstehung der Endometriose beeinflussen kdnnte (Ouyang et al. 2010). Die
Analysen ergaben eine tendenziell aber nicht signifikant gesteigerte Konzentration dieses
pro-inflammatorischen Chemokins in der Peritonealfliissigkeit der Endometriose-Patientinnen
und speziell der schwer erkrankten Frauen. Die ermittelten Tendenzen werden durch die
Resultate einiger Arbeitsgruppen unterstitzt, welche eine signifikant erhdhte Eotaxin-
Konzentration in der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen feststellten
(Hornung et al. 2000; Mier-Cabrera et al. 2011). Die Tendenzen der vorliegenden Resultate
unterstitzend, stellten Mier-Cabrera et al. (2011) eine signifikant erhdhte Eotaxin-
Konzentration in der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen fest, wahrend
Hornung et al. (2000) keinen Unterschied in der mild erkrankten Gruppe und eine signifikant

erhdhte Eotaxin-Konzentration in der schwer erkrankten Gruppe ermittelten. Unterschiede
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bezlglich der Signifikanzen koénnten auf verschiedenen untersuchten Kohortengrofien
basieren. Dariiber hinaus analysierten Mier-Cabrera et al. (2011) nur Endometriose-
Patientinnen mit mildem Schweregrad und Hornung et al. (2000) verwendeten mit der

ELISA-Methode eine andere Analysetechnik.

FGFs gelten im Zusammenspiel mit anderen Wachstumsfaktoren ebenfalls als wichtige
Mediatoren der Angiogenese (Presta et al. 2005). Die Untersuchungen des peritonealen
FGFb zeigten eine signifikante Erhéhung (v.a. in milder Endometriose) der Konzentration in
der Endometriose-Gruppe. Rakhila et al. zeigten eine Erhdhung der FGF-Konzentration,
speziell in schwer erkrankten Endometriose-Patientinnen vor allem in der sekretorischen
Phase, wahrend Jorgensen et al. keinen Unterschied fanden (Rakhila et al. 2016; Jorgensen
et al. 2017). Die unterschiedlichen Ergebnisse kdénnten auf differierende Kohortenzahlen
zuruckzufiihren sein. Dennoch unterstiitzen Rakhila et al. die vorliegenden Ergebnisse mit
der Annahme, dass die erhdhte FGF-Konzentration bei der Endometriose ein Indiz fur die
malgebliche Beteiligung an der fehlgeleiteten Neovaskularisation im Rahmen der
Endometriose ist (Rakhila et al. 2016).

Das IP-10, welches u.a. von Endothelzellen, aktivierten Lymphozyten und eutopen
endometrialen Stromazellen synthetisiert wird, zeigt antiangiogene Eigenschaften und ist im
Serum von Endometriose-Patientinnen reduziert vorzufinden (Kai et al. 2002; Malutan et al.
2017). Der Vergleich von Endometriose-Patientinnen mit Kontroll-Patientinnen ergab keinen
Unterschied der IP-10-Konzentration in der Peritonealflissigkeit zwischen den Gruppen. Das
erhdhte Vorkommen von pro-angiogenen Botenstoffen wie TNF-a, IL-8 und Eotaxin, im
Gegensatz zum gleichbleibenden antiangiogenen [P-10, spricht jedoch flr eine lokal
gesteigerte Neovaskularisation und Proliferation. Die regulierende Wirkung von IP-10 scheint
unter Endometriose nicht auszureichen, um diesen fehlgeleiteten Vorgangen

entgegenzuwirken.

Die vorher genannten Veranderungen im Mileu der untersuchten Peritonealflissigkeiten
lassen darauf schlief3en, dass Typ-1-Reaktionen im Kontext der Endometriose vorherrschen.
Im Folgenden wird jedoch deutlich, dass sich Typ-2-Mechanismen ebenfalls prasent zeigen
und eine entscheidende Rolle in der Pathogenese dieser komplexen Erkrankung zu spielen

scheinen.
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5.3. Anti-inflammatorische Aspekte: Monozyten/Makrophagen und ihre
Botenstoffe

Die Analyse der Monozyten/Makrophagen-Population ergab interessanterweise, dass die
Frequenz CD163-exprimierender Zellen in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-
Patientinnen im Vergleich zu Kontroll-Patientinnen tendenziell erhéht war. Dies deutet auf
eine zumindest teilweise M2-Polarisierung hin. Auch wenn die Resultate des CD206 keinen
klaren Hinweis auf die Polarisierung geben, spricht die verringerte MFI von HLA-DR auf den

CD206* Typ-2-Makrophagen fir eine verringerte Antigenprasentation.

Auch in ektopen Lasionen von Makaken und darliber hinaus im Mausmodell und der
Peritonealflissigkeit von Menschen konnte gezeigt werden, dass bei der Endometriose
durchaus M2-Polarisation auftritt und anti-inflammatorische CD163* und CD206*
Makrophagen die Etablierung von Endometrioseherden férdern (Bacci et al. 2009; Smith et
al. 2012). Des Weiteren spricht die Erhdhung einer Vielzahl von anti-inflammatorischen

Zytokinen fir eine gesteigerte Aktivitat der Typ-2-polarisierten Makrophagen.

Als M2-Aktivator ist IL-4 wahrend inflammatorischer Prozesse von Bedeutung (Kiguchi et al.
2015). Die signifikant erhohte Konzentration des IL-4 in den Proben der untersuchten
Endometriose-Patientinnen kénnte ebenfalls flir eine vorherrschende Typ-2-Immunreaktion
sprechen, welche durch anti-inflammatorische Wirkungsweisen den erforderlichen
Abwehrmechanismen in Bezug auf die ektopen endometrialen Zellen entgegenwirkt. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass IL-4 in ektopen Lasionen prasent ist und dariber hinaus
in vitro Eotaxin-Synthese induziert sowie in der Lage ist, zur Proliferation von endometrialen
Stromazellen beizutragen (OuYang et al. 2008; Ouyang et al. 2010). Dartber hinaus wird
Uber das Vorherrschen einer Autoimmunkomponente im Rahmen der Endometriose
spekuliert (Antsiferova et al. 2005). IL-4 wird als ein potentieller Regulator im Kontext von
Autoimmunerkrankungen beschrieben (Singh 2003). Die signifikante Erhéhung dieses Typ-2-
Interleukins impliziert demnach einen weiteren interessanten Aspekt im Gesamtgeschehen

und sollte kinftig in diesem Zusammenhang genauer untersucht werden.

Passend dazu liel3 sich auch peritoneales 1L-13 deutlich, wenn auch nicht signifikant, erhéht
in den Proben der an Endometriose erkrankten Frauen finden. Dieses Interleukin wirkt
ebenfalls M2-aktivierend (Arango Duque und Descoteaux 2014). Die vorliegenden
Beobachtungen stehen im Gegensatz zu Resultaten einer Studie, welche andere
Kohortengrofen miteinander verglich und eine signifikant verringerte Konzentration an 1L-13
in den peritonealen Proben der von ihnen untersuchten Endometriose-Gruppe vorfand
(Jorgensen et al. 2017). Interessanterweise schlugen sie die Identifikation von
Endometriose-Patientinnen durch eine Kombination der Marker SCGF-b, G-CSF und IL-13
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bei 86 % Sensitivitdt und 67 % Spezifitat vor. Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten
von Endometriose und der potentiellen Beteiligung von IL-13 an anti-inflammatorischen
Prozessen in diesem Kontext kann aufgrund der obenstehenden Ergebnisse nicht

ausgeschlossen werden und sollte weiterhin beleuchtet werden.

Auch das IL-10 ist ein weiterer wichtiger Vermittler der anti-inflammatorischen Immunantwort
und wird in vitro vor allem von M2 produziert (Bacci et al. 2009). In Mausmodellen zeigte
sich, dass sowohl der Transfer von Typ-2-Makrophagen als auch die Injektion von IL-10 das
Wachstum von Endometrioseldasionen entscheidend foérderte (Bacci et al. 2009; Suen et al.
2014). Die Analysen der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen ergaben eine
signifikant erhohte IL-10-Konzentration im Vergleich zu den Kontrollen. In der Literatur
herrscht derzeit kein Konsens Uber das Vorkommen dieses Typ-2-Interleukins. Wahrend
einige Studien die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen (Podgaec et al. 2007; Mier-Cabrera
et al. 2011), zeigen andere Studien keinen Unterschied zwischen der Endometriose- und der
Kontroll-Gruppe (Jorgensen et al. 2017). Die in den Endometriose-Patientinnen beobachtete
Verminderung der MHC-Klasse II-Expression auf aktivierten Makrophagen kdnnte potentiell
auch durch IL-10 bewirkt sein (Chadban et al. 1998). Setzt man oben genannte Resultate in
Kontext, so scheint ein malfigeblicher Effekt von IL-10 im Rahmen der Endometriose

wahrscheinlich.

Vor allem Makrophagen aber auch NK-Zellen, DC und B-Zellen produzieren pro-
inflammatorisches IL-1B (Arango Duque und Descoteaux 2014). IL-1B zeigte sich in den
analysierten Endometriose-Patientinnen signifikant erhdht exprimiert. Auch war der IL-1Ra in
signifikant erhdhter Konzentration in der Peritonealflissigkeit der erkrankten Frauen zu
finden. Peritoneale Makrophagen kénnen im Rahmen der progredienten Endometriose mehr
anti-inflammatorisches IL-1Ra und weniger pro-inflammatorisches IL-18 in der
Peritonealhdhle erkrankter Patientinnen sekretieren (Mori et al. 1992). Dieser Trend konnte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden, wobei das differierende Ergebnis
auf eine genauere Endometriose-Klassifizierung in der vorliegenden Analyse zurickzuflhren

sein konnte.

Da die Funktion des IL-1Ra in der Regulation der pro-inflammatorischen Aktivitat von IL-1(3
besteht, konkurrieren die beiden Stoffe um den IL-1-Rezeptor (IL-1R) (Arango Duque und
Descoteaux 2014). Durch die in der vorliegenden Studie hohe peritoneale Konzentration an
IL-1Ra ist davon auszugehen, dass IL-1B nicht in umfangreichem Malle in der Lage ist, sich
an den inflammatorischen Reaktionen zu beteiligen, da der IL-1Ra lokal die pro-
inflammatorischen Reaktionen einddmmt. Kondera-Anasz et al. unterstitzen die ermittelten

Daten, indem sie ein erhéhtes Vorkommen von IL-1Ra in der Peritonealflissigkeit und im
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Serum von Endometriose-Patientinnen feststellten (Kondera-Anasz et al. 2005). Die
Schlussfolgerung liegt nah, dass die Veranderungen der IL-1 Aktivierung in der
Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen eine Rolle im Rahmen der

Pathogenesemechanismen der Endometriose spielen kénnten.

Interessanterweise scheint ein Zusammenhang zwischen der Zyklusphase und der
Expression gewisser Botenstoffe zu bestehen. Die Endometriose-Patientinnen hatten eine
signifikant héhere peritoneale Konzentration an IL-18 und IL-10 (Eotaxin, PDGF-BB und IL-2
zeigten einen Trend, erreichten aber keine Signifikanz) in der sekretorischen Phase.
Bergqvist et al. stellten passend dazu eine erhdhte IL-1B-Konzentration wahrend der
sekretorischen Phase im Endometrium von Endometriose-Patientinnen fest, welche auf
erhdhte (sekretorische) Aktivitdt von Typ-1-Makrophagen zurlckzufihren sein kdnnte
(Bergqvist et al. 2001). Jedoch zeigte sich die periphere Konzentration von IL-1B in
gesunden Frauen in vitro ebenfalls erhdht, was verdeutlicht, dass auch unter
physiologischen Bedingungen zyklische Veranderungen von IL-13 auftreten (Willis et al.
2003). Wahrend in vitro gezeigt wurde, dass in der sekretorischen Phase gesunder Frauen in
der Peripherie keine dominierende Typ-2-Antwort vorherrscht, ist die erhéhte IL-10-
Konzentration ein Indiz dafir, dass in dieser Zyklusphase durchaus Ilokal anti-
inflammatorische Prozesse in den Endometriose-Patientinnen hochreguliert sind (Bouman et
al. 2001).

5.4. Immunreaktion der Dendritischen Zellen

Bis heute sind die Kenntnisse Uber die Frequenzen der DC in den einzelnen kdrperlichen
Kompartimenten von Endometriose-Patientinnen nicht weitreichend. Die vorliegende Studie
beleuchtete die undiskriminierte CD11c* DC Population und ergab eine tendenziell, aber
nicht signifikant verminderte Frequenz in den untersuchten Patientinnen im Verhaltnis zu den
Kontrollen. In 2009 wurde eine tendenziell verminderte Anzahl an peritonealen myeloiden
DC (lineage'HLA-DR*CD11¢c*CD123%) in an Endometriose erkrankten Frauen festgestellt
(Tariverdian et al. 2009). Es ist denkbar, dass die DC im Kontext der Endometriose nicht in
der Lage sind, ihrer Schllsselrolle als antigenprasentierende Zellen ausreichend

nachzukommen.

Reife DC wirken im Mausmodell in vivo u.a. Uber die Produktion von IL-12 aktivierend auf
Lymphozyten (Reis e Sousa et al. 1997). Die Daten zeigen eine geringe, aber signifikant
erhdhte peritoneale IL-12 (p70)-Konzentration in den Endometriose-Patientinnen.

Andererseits wird spekuliert, dass anti-inflammatorisches IL-10, welches in den vorliegenden
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Ergebnissen in der Endometriose-Gruppe erhoht vorlag, in vitro die Reifung und Funktion
von DC hemmen kann, was wiederum in verminderter T-Zell-Aktivierung minden kénnte
(Buelens et al. 1997). Passend dazu lassen sich in peritonealen Lasionen und den
angrenzenden Geweben vornehmlich unreife DC vorfinden (Schulke et al. 2009). Die in den
Untersuchungen signifikant erhdht vorgefundene Konzentration von IL-10 gemeinsam mit
mangelnder Wirkung der DC als Schlisselzellen des Immunsystems kénnte demnach eine
mdgliche Erklarung fir die nur geringfligigen quantitativen Veranderungen der Lymphozyten
in der Peritonealflissigkeit der untersuchten Patientinnen sein. Aufierdem wiesen die im
Mausmodell in peritonealen Endometrioseherden Uberwiegend im unreifen Stadium
vorgefundenen DC interessanterweise eine hohe angiogene Aktivitat auf (Fainaru et al.
2008). Diese Aktivitat wirde zu den hohen peritonealen Konzentrationen an pro-angiogenen
Botenstoffen in den untersuchten Patientinnen passen und kénnte mallgeblich die
Neovaskularisation ektoper Herde férdern. In vitro Versuche zeigten, dass unreife DC zudem
die IL-10-Sekretion durch Tgreg stimulieren (Jonuleit et al. 2000). Demnach scheinen

zusatzlich Toleranz induzierende Prozesse durch die anwesenden DC geférdert zu werden.

Des Weiteren bewirkte die Depletion von DC in Mausen die Entwicklung einer spontanen
Autoimmunantwort, welche sich u.a. uUber die Produktion von Autoantikérpern, einer
Erhdhung von Tu1l und Tw17 sowie der Entwicklung chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen zeigte (Ohnmacht et al. 2009). Der Zusammenhang zwischen der
geringeren Quantitdt an DC, potentiell erhdhter Tw1- und Tw17-Aktivitdten in der
Peritonealflissigkeit der  untersuchten  Patientinnen  sowie  einer  moglichen
Autoimmunkomponente im Kontext der Endometriose, ware demnach ein interessanter

Ansatzpunkt fur weitergehende Untersuchungen.

5.5. Immunreaktion der T-Zellen

T-Zellen sind unter normalen Umstanden befahigt, kérperfremde Antigene zu erkennen, die
ihnen durch andere Zellen prasentiert werden und spielen so eine entscheidende Rolle
innerhalb der Immunantwort. Im Rahmen der Endometriose ergaben Studien kontroverse
Ergebnisse in Bezug auf veranderte Quantitdten dieser Lymphozyten in der
Peritonealflissigkeit von erkrankten Frauen (Badawy et al. 1989; Zhang et al. 2006). Die
vorliegenden Ergebnisse stellen die Gesamtzahl dieser Immunzellpopulation im Vergleich zu
den Kontroll-Patientinnen als unverandert dar und verdeutlichen, dass ein genaueres
Augenmerk auf die einzelnen Subpopulationen gelenkt werden sollte, um mehr Uber diese

Lymphozyten im Kontext der Endometriose zu erfahren. Die differenzierte Betrachtung der
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einzelnen Subpopulationen weist, vermutlich aufgrund herabgesetzter Aktivitat, auf eine
mangelnde Immunreaktion dieser Lymphozyten im Rahmen der Endometriose hin. Die
Tatsache, dass die Anzahl an T. in den untersuchten an Endometriose leidenden Frauen
tendenziell leicht vermindert ist, wird unterstitzt durch die Beobachtung einer reduzierten
Aktivitat der T-Zellen gegeniber autologen endometrialen Zellen von Endometriose-
Patientinnen (Steele et al. 1984). Eine Erklarung fir die tendenziell geringere Anzahl an T.
konnte der auf endometrialen Stromazellen lokalisierte Fas ligand darstellen, welcher Gber
die Bindung von oberflachlich auf den Lymphozyten positionierten Fas Rezeptoren den
programmierten Zelltod eben dieser Zellen auslosen kdnnte (Selam et al. 2002). Die in der
Peritonealflissigkeit der untersuchten Patientinnen signifikant erhéht vorkommenden pro-
inflammatorischen Botenstoffe IL-8 und MCP-1, kbnnten, wie bereits in vitro demonstriert, flr
eine erhodhte Expression von Fas ligand bzw. Fas ligand gene auf den endometrialen
Stromazellen der Patientinnen verantwortlich sein und somit Uber induzierte Apoptose der
T-Lymphozyten eine immuntolerante Umgebung als Grundlage fir die Entwicklung der
Lasionen schaffen (Selam et al. 2002; Selam et al. 2006).

Die in den Analysen verwendeten FACS-Panel erlaubten zwar Kkeine spezielle
Differenzierung der einzelnen Tp-Zell-Subgruppen (Tu1 und Th2) bzw. der Treg Uber
entsprechende spezifische Marker, allerdings lassen die erhobenen Daten beziglich der
Konzentrationen einzelner Botenstoffe dennoch Ruckschlisse auf diese differenzierten CD4*

Subpopulationen zu.

Die Analysen ergaben einen verringerten CD4/CD8 Quotient in der Peritonealflissigkeit der
Endometriose-Patientinnen. Dies wird durch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen
unterstutzt (Gallinelli et al. 2004; Tariverdian et al. 2009). Dass Badawy et al. einen erhdhten
Quotienten nachwiesen, kénnte u.a. an der Verwendung eines anderen Nachweisverfahrens
liegen (Badawy et al. 1989). Der verringerte Quotient verdeutlicht ein gestértes zytotoxisch-
immunoregulatives  Verhaltnis, was dazu flhren koénnte, dass sich ektope
Endometrioselasionen aufbauen kdnnen ohne zureichend von Immunzellen angegriffen zu

werden.

Die unterschiedlichen, in der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen
vorzufindenden Zytokine kdénnen Aufschluss hinsichtlich verschiedener T-Helfer-Zell-
Aktivitaten (Tu1, T2, Th17) geben. Kontroverse Forschungsergebnisse lassen bis heute die
Frage offen, ob im Kontext der Endometriose eine lokal dominierende Tu1- oder Tn2-
Immunreaktion vorherrscht (Antsiferova et al. 2005; Takamura et al. 2015; Jorgensen et al.
2017).
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Die geringe, aber signifikant erhéhte IL-12 (p70)-Konzentration lasst vermuten, dass speziell
in den milden Stadien der Endometriose eine erhéhte Differenzierung der Tn0 zu Tw1 erfolgt
(Athie-Morales et al. 2004). Darlber hinaus deutet die signifikant gesteigerte Konzentration
an IL-2 darauf hin, dass speziell unter schwerer Endometriose die lokalen Tu1 eine erhdhte
sekretorische Aktivitat aufweisen, um pro-inflammatorische Immunreaktionen einzuleiten.
Auch wenn IFN-y in den analysierten Proben nicht auswertbar war, scheinen pro-
inflammatorische Ty1 Komponenten an dem pathologischen Geschehen beteiligt zu sein.
Mdglicherweise jedoch kommen die Tu1 ihrer Aufgabe, eine zell-mediierte Immunantwort
Uber die Stimulation von Makrophagen und inflammatorischen Reaktionen zu induzieren,
nicht ausreichend nach, wodurch die ektopen Zellen in der Lage sind, sich in den

ortsfremden Regionen anzusiedeln (Wu und Ho 2003).

Da Tu2 neben der Induktion von B-Zellen zu Plasmazellen eher anti-inflammatorisch wirken,
kénnten diese flr eine inadaquate Tu1-Antwort im Kontext der Endometriose verantwortlich
sein (Mosmann und Sad 1996). Das Tu2-Zytokin-Profil besteht vornehmlich aus Interleukinen
wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 und IL-13 (Mosmann und Sad 1996). Als M2-Aktivator und
Inhibitor der Tn1-Antwort ist IL-4 ein klarer Vertreter der anti-inflammatorischen
Immunantwort (Kiguchi et al. 2015). Dass IL-4 neben IL-10 und IL-13 in signifikant erhdhter
Konzentration in der Peritonealflissigkeit der untersuchten Endometriose-Patientinnen
festgestellt wurde, unterstlitzt die Annahme einer hochregulierten Typ-2-Immunantwort,
welche als Gegenspieler der pro-inflammatorischen Immunmechanismen wirkt. Da die Tu2-
Botenstoffe IL-5, IL-6 und IL-9 nicht in den Peritonealflissigkeiten zu analysieren waren,
kann zwar das Vorherrschen eines komplexen Tn2-Zytokin-Profils nicht bestatigt werden,
dennoch spiegeln die Gbrigen signifikant erhdhten Typ-2-Interleukine eine Immunreaktion mit
deutlich anti-inflammatorischem Charakter wider. Antsiferova et al. unterstitzen die
vorliegenden Resultate mit ihren Untersuchungen, indem sie auch in vendsem Blut und
eutopen und ektopen endometrialen Geweben Indizien einer vorherrschenden Typ-2-Antwort

vorfanden (Antsiferova et al. 2005).

Hauptsachlich sind Tu17-Zellen fir die Produktion von pro-inflammatorischem Interleukin
IL-17a verantwortlich. Die signifikant erhdhte Konzentration dieses Botenstoffs in der
Peritonealflissigkeit der untersuchten Endometriose-Patientinnen kénnte demnach eine
gesteigerte Aktivitat der Ty17-Zellen widerspiegeln. Schon lange wird diesen Zellen eine
Rolle im Zusammenhang mit diversen chronischen und auto-immunen Erkrankungen
zugesprochen (Onishi und Gaffen 2010). Die Tatsache, dass IL-17a in vitro die Proliferation
von ektopen endometriotischen Stromazellen sowie dariiber hinaus deren Sekretion von
COX-2 und IL-8 stimuliert, kdnnte auch in den untersuchten Patientinnen eine Erklarung fir

die erhdhte IL-8-Produktion sowie eine gesteigerte Angiogenese liefern (Hirata et al. 2008).
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Interessanterweise ergaben die Untersuchungen von Hirata et al. weiterhin, dass TNF-a,
welches in den untersuchten Endometriose-Patientinnen signifikant erhdht vorzufinden war,
die IL-17a induzierte IL-8-Produktion durch die ektopen Stromazellen stimulierte. IL-17a ist
sowohl in eutopem als auch in ektopem Endometrium von Frauen mit Endometriose zu
finden und zudem verringerte die chirurgische Entfernung von Endometrioseherden die
Plasma-Konzentration des Zytokins (Ahn et al. 2015). Es bleibt also die Frage, ob die
erhohte peritoneale IL-17a-Konzentration mit der Steigerung von pro-inflammatorischen,
proliferativen und angiogenen Mechanismen Ursache oder Folge der Etablierung ektoper

Endometrioselasionen ist.

Dass Fan et al. im Serum von erkrankten Patientinnen eine erniedrigte IL-17a Konzentration
vorfanden, konnte fur eine vermehrt lokale Reaktion der Ty17 Zellen in der Bauchhdhle
sprechen (Fan et al. 2018). Die Tatsache, dass Fan et al. in der Peritonealflissigkeit der von
ihnen untersuchten Patientinnen keinen Unterschied an IL-17a gefunden haben, kbénnte
neben methodischen Differenzen auf unterschiedlichen Kohortengréfien  der

Vergeichsgruppen oder differierenden Zyklusphasen der Patientinnen beruhen.

Die gesteigerten IL-12 (p70)- und IL-17a-Konzentrationen weisen auf die Prasenz
inflammatorischer Typ-1-Immunprozesse hin. Parallel verdeutlicht das Profil der gesteigerten
Konzentrationen von anti-inflammatorischem IL-4, 1L-10 und IL-13 eine ebenfalls induzierte
Typ-2-Reaktion. Die Interaktion zwischen Ty1 Zellen und M1 sowie Ty2 und M2 im Rahmen
von Erkrankungen ist ein bekanntes Phanomen (Mills et al. 2000). Entsprechend kdénnen
sich veranderte Aktivitaten dieser Zellen mit der Konsequenz veranderter Typ-1- und Typ-2-
Zytokin-Profile forderlich auf die Entwicklung einer Endometriose auswirken. Das
Verstandnis Uber die genaueren Interaktionen zwischen T-Zellen und Makrophagen ist ein
wichtiger Bestandteil, um die Pathogenese der Endometriose ganzlich zu verstehen.

Auch in Bezug auf die Rolle der Tgreg herrscht kein Konsens im Rahmen der
Endometrioseforschung (Tariverdian et al. 2009; Olkowska-Truchanowicz et al. 2013). Auch
wenn die begrenzten Kapazitdten der durchflusszytometrischen Panels die direkte
Charakterisierung der Treg limitierte, kann die signifikant erhdhte Konzentration an IL-10 in
den untersuchten Endometriose-Patientinnen Ruckschlisse auf die Prasenz dieser
Zellpopulation geben. Neben Th2 und M2 wird IL-10 auch durch Treg synthetisiert, um
mafgeblich die Immunantwort zu regulieren und antigen-spezifische T-Zell-Toleranz aufrecht
zu erhalten (Sakaguchi 2000). Li et al. zeigten, dass die Frequenz der Treg in Abhangigkeit
des Schweregrads der Endometriose in der Peritonealflissigkeit hochreguliert wurde (Li et
al. 2014). Da die Analysen eine tendenziell hdhere IL-10-Konzentration in den schwer
erkrankten Frauen ergaben, unterstiitzen die Ergebnisse von Li et al. die Vermutung, dass

die Treg die Immunreaktion im Rahmen der Endometriose entscheidend mit eindammen. Die
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Toleranzinduktion kénnte zu ungestorter Adhasion, Proliferation und Formierung der
Endometrioseherde flihren, da die ortsfremden endometrialen Zellen nicht durch
entsprechende Effektorzellen erkannt und bzw. oder bekdmpft werden. Darlber hinaus
gelten Treg im Rahmen von Autoimmunerkrankungen als mdglicher therapeutischer
Ansatzpunkt und so sollte auch dieser Aspekt in kiinftige Untersuchungen einflielien (Tanaka
et al. 2014). Nichtsdestotrotz weist das veranderte CD4/CD8 Verhaltnis auf eine gewisse
Reduktion von CD4* Zellen und damit auch Treg hin, was im Gegensatz zu der Toleranz-

induzierenden Funktion dieser regulatorischen Zellen stiinde.

Die begrenzten Kapazitdten der durchflusszytometrischen Panels erlaubten zwar die
Diskriminierung der Tu/Treg als Gesamtpopulation, ermoglichten aber keine genaue
Bestimmung der Frequenzen der jeweiligen Einzelpopulationen. Der leichte Trend einer
verringerten Tw/Treg-Frequenz in der Endometriose-Gruppe kann dennoch auf potentiell

verringerte Aktivierung dieser Zellpopulationen hinweisen.

NKT-Zellen waren bis heute nur selten Gegenstand der Endometriose-Forschung. Dieser
T-Zell Subpopulation wird jedoch ein grolies Potential in Bezug auf das Hemmen
fortschreitender Prozesse im Rahmen der Endometriose zugesprochen (Guo et al. 2012).
Die Analysen ergaben einen leichten Trend in Richtung einer verringerten Frequenz der
NKT-Zellen. Guo et al. wiesen die NKT-Zellen in verringerter Frequenz sowohl im Blut als
auch der Peritonealflissigkeit von Endometriose-Patientinnen nach (Guo et al. 2012). Sie
analysierten mit 60 Endometriose-Patientinnen und 20 Kontroll-Patientinnen eine groliere
Anzahl an Proben als die vorliegende Studie. Moglicherweise hatte eine groliere
Kohortenzahl die beobachtete Frequenz zu einem signifikanten Ergebnis bringen kénnen. Im
Mausmodell wurden NKT-Zellen bereits mit M2-Polarisierung in einer chronisch
entzindlichen Erkrankung (Chronic obstructive pulmonary disease, COPD) in Verbindung
gebracht (Kim et al. 2008). AuRerdem scheinen Subpopulationen der NKT-Zellen in der Lage
zu sein, Tu1- und Tu2- Zytokine zu sekretieren und so eine besondere Rolle in der

Immunantwort einzunehmen (Lagana et al. 2016).

5.6. Immunreaktion der B-Zellen

Die Untersuchung der unterschiedlichen Kompartimente der Endometriose-Patientinnen
ergab in der Vergangenheit kontroverse Resultate in Bezug auf die Frequenz der B-Zellen
(Badawy et al. 1989; Mier-Cabrera et al. 2011). Die Analysen zeigten, dass die Frequenzen
der peritonealen B-Lymphozyten, abgesehen von einem dezenten Trend in Richtung einer

erhdhten Frequenz in der Gruppe der Endometriose-Patientinnen, ohne signifikanten
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Unterschied in den Peritonealflissigkeiten beider Gruppen zu finden waren. Darlber hinaus
bildeten diese Lymphozyten insgesamt einen sehr kleinen prozentualen Anteil an der
Gesamtpopoulation aller Immunzellen. Diese Beobachtung deckte sich mit
vorangegangenen Untersuchungen oben genannter Arbeitsgruppen (Zhang et al. 2006;
Mier-Cabrera et al. 2011). Interessanterweise konnte in der Gruppe der schwer erkrankten
Patientinnen eine quantitative Steigerung beobachtet werden, denn hier zeigte sich die
Frequenz der B-Zellen signifikant erhdht. So ist zu vermuten, dass erst unter schwerer
Endometriose ausreichender Anlass zur Proliferation der B-Zellen gegeben ist. Die Erhéhung
der B-Zell-Frequenz scheint jedoch nicht auszureichen, um eine adaquate Immunreaktion
auszulésen und so steht eine Dysfunktion in der Antikdrperproduktion in Verdacht, die
B-Zellen in ihren Ublichen Aktivitdten einzuschranken (Osuga et al. 2011). Interessant ware
zu ermitteln, ob die verringerte Expression von HLA-DR auch auf die T- und B-Zellen zutrifft

und deren Aktivitat unter Endometriose ebenfalls beeintrachtigt ist.

5.7. Immunreaktion der Naturlichen Killerzellen

NK-Zellen sind Effektorzellen des angeborenen Immunsystems und nehmen Uber ihre
zytotoxische Aktivitdt und die Bildung von Botenstoffen wie IL-10, IL-13 u.a. Einfluss auf das
erworbene Immunsystem (Cooper et al. 2001; Riccio et al. 2018). Es konnte kein
Unterschied in der Gesamtzahl der peritonealen NK-Zellen der Endometriose-Patientinnen
festgestellt werden. Diese Beobachtung entspricht der durch verschiedene Arbeitsgruppen
postulierten Vermutung, dass ein mdglicher Defekt der NK-Zellen nicht in quantitativem,
sondern in qualitativem Sinne vorzuliegen scheint (Ho et al. 1995; Jeung et al. 2016).
Passend dazu zeigte sich im Median tendenziell der Trend einer verringerten Frequenz an
CD569™CD16* zytotoxischen NK-Zellen. Zudem gibt die tendenziell verminderte mittlere
Fluoreszenzintensitat des CD56 einen weiteren, deutlichen Hinweis auf eine gestorte

zytotoxische Aktivitat dieser Effektorzellen im Rahmen der Endometriose.

Da bekannt ist, dass sich ein immunsuppressives Milieu in vitro reduzierend auf die Aktivitat
zytotoxischer NK-Zellen auswirkt, kdénnte die Peritonealflissigkeit mdéglicherweise direkt
einen negativen Effekt auf die Aktivitat der NK-Zellen austiben (Oosterlynck et al. 1993).
Auch wenn das in den untersuchten Endometriose-Patientinnen erhoht vorkommende
Zytokin IL-12 in vitro zytolytische Funktionen der NK-Zellen steigern kann, bleibt dieses
Phanomen unter Endometriose moéglicherweise aus (Marcenaro et al. 2005). Da IL-4 in vitro
und in vivo die Zytotoxizitdt von NK-Zellen senkt, kénnte die signifikant erhohte

Konzentration dieses Typ-2-Zytokins in der Peritonealflissigkeit der erkrankten Frauen eine
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mogliche Erklarung flir eine inadaquate Reaktion der NK-Zellen im Rahmen der
Endometriose darstellen (Brady et al. 2010). Ist die zytotoxische Funktion der NK-Zellen
vermindert, so entgehen die ektopen endometrialen Zellen den (blichen
Eliminierungsmechanismen dieser Effektorzellen und die Etablierungsprozesse kénnen

ungehindert fortschreiten.

Marcenaro et al. zeigten in vitro, dass die Stimulation von NK-Zellen mit pro-
inflammatorischem IL-12 Reifungsprozesse in DC induzierte, welche zu einer Tu1-Antwort
fuhren konnten (Marcenaro et al. 2005). Die gleiche Studie zeigte dartber hinaus, dass IL-4
behandelte NK-Zellen nicht in der Lage sind, die Reifung von DC zu induzieren, wodurch
eine tolerogene oder auch Th2-Immunreaktion geférdert wird. Moglicherweise flihren die
geringen aber signifikant erhdhten Mengen an IL-12 (p70) zur Induktion der Reifung einiger
DC durch NK-Zellen, wahrend ein Grofteil der NK-Zellen aufgrund der hohen IL-4-
Konzentration nicht in der Lage ist, dieser Aufgabe nachzukommen. Zudem wird
moglicherweise  durch das erhohte Vorkommen von  anti-inflammatorischem
IL-10 in den untersuchten Endometriose-Patientinnen der Reifeinduktion durch die NK-Zellen
zusatzlich  entgegengewirkt und so bleiben erforderliche, pro-inflammatorische
Immunreaktionen an entscheidender Stelle aus und die Typ-2-Antwort dominiert.
Interessanterweise zeigte sich die Frequenz der zytotoxischen NK-Zellen in den
Endometriose-Patientinnen wahrend der sekretorischen Phase signifikant erhdht. Souza et
al. fanden speziell in der follikularen Phase im Blut gesunder Frauen die zytolytische Aktivitat
dieser Zellen hochreguliert vor (Souza et al. 2001). Demnach scheint in den Endometriose-

Patientinnen eine Fehlsteuerung der NK-Zell-Aktivitadten vorzuliegen.

Die Frequenz der zytokinproduzierenden und regulatorischen NK-Zellen stellte sich in den
Untersuchungen ohne signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, jedoch mit einer
leichten Erhéhung auf Seiten der Endometriose-Patientinnen, dar. Interessanterweise zeigte
sich in der Endometriose-Gruppe und hier speziell bei den schwer erkrankten Patientinnen
eine signifikant erhdhte Konzentration an angiogenem TNF-a. Dazu passend beschrieben
Funamizu et al. eine erhdhte TNF-a-Produktion durch peritoneale NK-Zellen, speziell in
schwerer Endometriose (Funamizu et al. 2014). Die oben erwahnten Ergebnisse kdnnten
demnach auf eine erhéhte Aktivitat dieser Effektorzellen und eine Beteiligung an einer unter
Endometriose hochregulierten Typ-1-Reaktion hindeuten. Eine gleichbleibende Quantitat bei
erhdhter Aktivitat und folglich ein maRgebliches Mitwirken der zytokinproduzierenden NK-
Zellen an der Angiogenese und Proliferation der endometrialen Zellen an den ortsfremden

Lokalisationen, sollte daher in Betracht gezogen werden.

108



Diskussion

Zudem sind zytokinproduzierende NK-Zellen ebenfalls an der Synthese von IL-10 und IL-13
beteiligt (Cooper et al. 2001). Das erhdohte Aufkommen von IL-10 und IL-13 in der
untersuchten Endometriose-Gruppe kann also daflirsprechen, dass die NK-Zellen ebenfalls
an Typ-2-Immunreaktionen im Rahmen der Endometriose beteiligt sind. Ohne eine
gesteigerte zytotoxische Aktivitat jedoch, kann die Immunreaktion von Seiten der NK-Zellen

nicht ausreichend wirken.

Interessanterweise konnte eine hormonelle Behandlung von Endometriose-Patientinnen mit
GnRH Analoga eine Steigerung in der Frequenz sowie der Aktivitat der NK-Zellen im Serum
hervorrufen, nach der chirurgischen Entfernung ortsfremder Lasionen blieb dieser positive
Effekt jedoch aus (Oosterlynck et al. 1994; Hsu et al. 1997; Umesaki et al. 1999).
Entsprechend kénnte die Stimulation der Funktionen der NK-Zellen (z. B. durch Hormone)
einen moglichen therapeutischen Schllssel darstellen, um die ektopen Zellen effektiv zu

bekampfen (Osuga et al. 2011).

Die nahere Analyse der Peritonealflissigkeit der Endometriose-Patientinnen ergab flr
RANTES keinen Unterschied zwischen den verglichenen Gruppen. Die Ergebnisse einzelner
Forschungsprojekte sind kontrovers was dieses chemotaktische Zytokin betrifft (Borrelli et al.
2014). Borelli et al. ermittelten, dass RANTES in 57,2 % der Studien unverandert unter
Endometriose zu finden ist (Borrelli et al. 2014). Chemotaktische Zytokine wie RANTES
bilden Immunkomponenten, welche Uber das Anlocken von Immunzellen wie NK-Zellen,
Granulozyten oder Monozyten die Immunantwort mitbestimmen und durch ihre pro-
inflammatorische Wirkung auch mit der Endometriose assoziiert werden (Hornung et al.
1997). Mdéglicherweise kommt RANTES im Rahmen der Endometriose seinen reguldren

Funktionen innerhalb der Immunantwort nicht ausreichend nach.

5.8. Fazit und Ausblick

Mit dieser Arbeit ist es Uber besonders komplexe Methoden und eine neuartige Breite
analysierter Werte gelungen, die Typ-1- und Typ-2-Immunreaktion im Rahmen der
Endometriose naher zu beleuchten und genauer zu verstehen. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Monozyten und Makrophagen die dominierenden Zellen in der Peritonealflissigkeit der
Frauen mit Endometriose sind und die Zellgrofte dieser Population positiv mit dem
Schweregrad der Endometriose korreliert. Zudem exprimieren sie HLA-DR signifikant
geringer. Darlber hinaus sind signifikant erhéhte Konzentrationen an IL-1B, IL-1Ra, IL-2,
IL-4, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-17a, FGFb, G-CSF, MCP-1, MIP-1a, TNF-a und Neopterin in

der Peritonealflissigkeit der betroffenen Patientinnen zu finden. Die Konzentrationen von
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IL-12 (p70), IL-17a und FGFb sind speziell in milder Endometriose signifikant hochreguliert,
wahrend IL-2, IL-8, MCP-1, TNF-a und MIP-1a in schwerer Endometriose die hochsten
Konzentrationen erreichen. Erstmalig konnten durch eine spezielle und ausgewahite
Kombination an Methoden, Kohorten und analysierten Parametern die Typ-1- und Typ-2
Immunreaktionen auf diese Weise aufgearbeitet werden und der Botenstoff Neopterin als
potentieller neuartiger diagnostischer Marker in diesem detaillierten Gesamtkontext

analytisch betrachtet werden.

Dieses differenziertere Bild der beteiligten Immunzellen und deren Botenstoffen, kann in
Zukunft einen entscheidenden Beitrag im Verstandnis der komplexen Pathomechanismen

dieser hochrelevanten gynakologischen Erkrankung leisten.

Die vorliegenden Resultate verdeutlichen, dass mehr ein funktioneller als ein quantitativer
Unterschied beziglich veranderter Aktivierung und Funktionen der Immunzellen im Kontext
der Endometriose vorliegt. Diese funktionellen Veranderungen kénnten die Grundlage einer
gestérten Immunreaktion bei Endometriose-Patientinnen bilden. Demnach kann eine
verringerte Aktivitdt der Makrophagen und der DC, Antigene zu prasentieren, einen
wesentlichen Schlisselpunkt in der Entwicklung und Etablierung der Endometriose
darstellen, da entscheidende abwehrende Immunmechanismen nicht ausreichend stimuliert
werden. Die vergroRerten peritonealen Monozyten/Makrophagen der Endometriose-
Patientinnen, deuten zuséatzlich auf potentiell veranderte Aktivitaten dieser Zellen hin, welche

in Zukunft naher beleuchtet werden sollten.

Die genauere Untersuchung der Typ-1- und Typ-2-Makrophagen und dazugehoriger
Zytokine ergab eine gesteigerte angiogene Aktivitdit im Rahmen pro-inflammatorischer
Prozesse sowie parallel hochregulierter Komponenten einer anti-inflammatorischen
Immunreaktion. Aufgrund der Koexistenz dieser gegenspielenden Akteure im Rahmen
inflammatorischer Prozesse, scheint eine adaquate und effektive Immunreaktion und damit
die Eliminierung der ektopen endometrialen Zellen auszubleiben. Auch die vorgefundenen
Indizien fur parallel hochregulierte pro- und anti-inflammatorische T-Zellreaktionen
verdeutlichen, dass weniger die Frage nach einer dominierenden Typ-1- oder Typ-2-Antwort
als mehr die nach speziellen, fehlgeleiteten Mechanismen im Einzelnen beleuchtet werden

sollte.

Potenziell toleranzinduzierende Komponenten, beispielsweise ausgeldst durch unreife DC
oder aktive Treg, kONnten die Grundlage fir solche gestérten Immunreaktionen darstellen.
Eine spezielle Untersuchung der einzelnen DC Subpopulationen und der Treg in der
Peritonealflissigkeit war in den Analysen aufgrund begrenzter Kapazitdten des

Durchflusszytometers bzw. der zu messenden Panel nicht moglich. Eine genaue
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Diskriminierung sollte jedoch Gegenstand zukunftiger Untersuchungen sein, um die Rolle
dieser Leukozyten innerhalb der Pathogenese der Endometriose zu verstehen. Die Funktion
dieser Immunzellen in der Toleranzinduktion kdnnte den Ansatzpunkt einer kausal-
therapeutischen Therapie darstellen und darlber hinaus ware eine antiangiogene Therapie

Uber die Hemmung von unreifen DC oder angiogenen Botenstoffen denkbar.

Daruber hinaus sind weitere und detailliertere Untersuchungen notwendig, um die Funktion
der NKT-Zellen im Kontext der Endometriose einzuordnen, da diese Zellen in der Lage sind,

sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Komponenten mafgeblich zu beeinflussen.

Des Weiteren scheinen B-Zellen erst unter schwerer Endometriose vermehrt zu proliferieren.
Entsprechend sollte der Aspekt einer gestorten Antikdrper-Produktion sowie einer
potentiellen Autoimmunkomponente kiinftig Gegenstand detaillierter Untersuchungen sein,
um Klarheit in Bezug auf die potentielle Aufgabe der B-Zellen im Rahmen der Pathogenese

und des Verlaufs der Endometriose zu gewinnen.

Es ist moglich, dass die gestorte zytotoxische Aktivitdt der NK-Zellen durch unzureichende
Eliminierungsmechanismen einen weiteren maligeblichen Aspekt in der Entstehung der
Endometriose bildet. Demnach sollte ein besonderes Augenmerk auf die genaue

Untersuchung hormoneller Therapien zur Stimulation dieser Zellen gelenkt werden.

Neopterin, welches in hohen Konzentrationen in der Peritonealhdhle der Endometriose-
Patientinnen zu finden war, sollte unbedingt weiterhin in klinftigen Projekten als potentieller
Biomarker untersucht werden. Die Konzentrationen in korperlichen Kompartimenten wie Blut
und Urin sollten verstarkt beleuchtet werden. So kann evaluiert werden, ob Neopterin, wie
schon in anderen chronischen Erkrankungen, Uber nicht-invasive Methoden als Biomarker

fungieren kann.

In Gruppen, bei denen eine geringere Anzahl an Messwerten zur Verfugung stand, ist die
Wahrscheinlichkeit grundsatzlich geringer, potentiell mdgliche und in der Realitat
vorhandene Unterschiede als signifikant zu identifizieren. Ein signifikanter Unterschied selbst
bei einer kleineren GruppengrofRe, deutet demnach auf eine hohe Relevanz hin. Die
erhobenen Daten sprechen fiir eine veranderte, teils unzureichende Immunreaktion der

Frauen mit Endometriose.

Um die komplexe immunologische Situation der Endometriose-Patientinnen noch genauer zu
erschlieRen, ist es notwendig, die oben genannten immunologischen Komponenten in
kiinftigen Studien detaillierter zu beleuchten. Folglich kénnten der Pathogenese der
Endometriose potentiell zugrunde liegende Faktoren und Mechanismen aufgeklart und

kausal-therapeutische Methoden etabliert werden.
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6. Zusammenfassung

Endometriose (EM) tritt Ostrogen-abhéngig auf und ist eine der haufigsten gynékologischen
Erkrankungen von Frauen im reproduktiven Alter. Das Auftreten von funktionalem Gewebe
des Endometriums (Stroma und endometriale Drisen) auRerhalb der Uterushohle, meist in
Form von peritonealen Lasionen, definiert diese chronisch inflammatorische Erkrankung. Der
Pathomechanismus ist ungeklart und entsprechend sind keine kausal-therapeutischen
Methoden etabliert. Es ist bekannt, dass verschiedene Komponenten des Immunsystems die
Pathogenese der EM beeinflussen. Zudem zeigten Studien, dass neben endometrialem
Gewebe auch Peritonealflissigkeit immunkompetente Zellen beinhaltet. Ziel dieser Studie
war es, die Rolle von Immunzellen und inflammatorischen Zytokinen in der Pathogenese und
Etablierung von EM zu untersuchen. Hierzu wurden die Durchflusszytometrie, ein Bio-Plex™
Zytokin Assay und ein ELISA-Kit genutzt. Verschiedene Immunzellpopulationen und 27
Zytokine, Interleukine und Wachstumsfaktoren wurden in der Peritonealflissigkeit von EM-
und Kontroll-Patientinnen (benigne Geschehen wie Ovarialzysten oder Leiomyome)
detektiert und charakterisiert. Zudem wurde die Konzentration des pro-inflammatorischen
Neopterin, welches in verschiedenen chronischen Erkrankungen als Biomarker eingesetzt
wird, analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die Monozyten und Makrophagen die
dominierenden Zellen in der Peritonealflissigkeit der Frauen mit EM sind und die ZellgroRe
dieser Population positiv mit dem Schweregrad der EM korreliert. Zudem exprimieren sie
HLA-DR signifikant geringer. Darlber hinaus sind signifikant erhdhte Konzentrationen an
IL- 18, IL-1Ra, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-17a, FGFb, G-CSF, MCP-1, MIP-1aq,
TNF-a und Neopterin in der Peritonealfliissigkeit der betroffenen Patientinnen zu finden. Die
Konzentrationen von IL-12 (p70), IL-17a und FGFb sind speziell in milder EM signifikant
hochreguliert, wahrend IL-2, IL-8, MCP-1, TNF-a und MIP-1a in schwerer EM die héchsten
Konzentrationen erreichen. Diese Resultate korrelieren mit der Annahme, dass veranderte
Immunzellaktivititen die Pathogenese der EM beeinflussen, indem sie die chronische
Inflammation, Vaskularisation, Proliferation und Etablierung der EM-La&sionen fordern. Die
geringere HLA-DR-Expression und veranderte Zellgréle der Makrophagen in EM zeigen,
dass die Veranderungen qualitativer Art sind und diese Population eine entscheidende Rolle
in der Pathogenese der EM spielen kénnte. Die erhdhten Konzentrationen der pro- und anti-
inflammatorischen Zytokine weisen darauf hin, dass beide immunologischen Komponenten
am komplexen Pathomechanismus der EM beteiligt sein konnten. Zudem wurde der
Botenstoff Neopterin erstmalig auf diese Weise als neuartiger diagnostischer Marker in
diesem detaillierten Gesamtkontext analytisch betrachtet und muss auch in kiinftigen Studien

als potentieller Marker im Rahmen der EM bedacht werden.
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7. Summary

Characterization of immune cells and inflammatory cytokines in the peritoneal
fluid of patients with endometriosis

Endometriosis (EM) is an estrogen-dependent disease and one of the most common benign
gynecological disorders of women in reproductive age. The appearance of functional
endometrial tissue (stroma and endometrial glands) outside the uterine cavity, mostly as
small peritoneal lesions, defines this chronic inflammatory disease. The pathomechanism
remains unclear, thus there are no causal therapeutic methods established so far. It is known
that different components of the immune system influence the pathogenesis of EM.
Furthermore, studies have shown that besides endometriotic tissue, peritoneal fluid also
generally contains immunocompetent cells. The aim of this study was to evaluate the
potential role of immune cells and their inflammatory cytokines in the pathogenesis and
establishment of EM. For this, flow cytometry, a Bio-Plex™ Cytokine Assay and an ELISA-Kit
have been used. Different immune cell populations and 27 inflammatory cytokines,
interleukins, and growth factors in the peritoneal fluid of EM patients and control patients
(benign disorders like ovarian cysts or fibroids) have been detected and characterized.
Additionally, the concentration of pro-inflammatory Neopterin, which is used as a biomarker
in several chronic diseases, was analyzed. The results show that monocytes and
macrophages are the dominating cells in the peritoneal fluid of women with EM and there is a
positive correlation of cell size and severity of EM regarding this population. Additionally,
their expression of HLA-DR is significantly lower. Furthermore, there are significantly higher
levels of IL-1B, IL-1Ra, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-17a, FGFb, G-CSF, MCP-1,
MIP-1a, TNF-a and Neopterin in the peritoneal fluid of affected patients. Especially the
concentrations of IL-12 (p70), IL-17a and FGFb are significantly upregulated in mild EM,
while IL-2, IL-8, MCP-1, TNF-a and MIP-1a show the highest levels in women with severe
EM. These findings correlate with the assumption that altered immune cell activities influence
the pathogenesis of EM by promoting chronic inflammation, vascularization, proliferation, and
maintenance of endometriotic lesions. Lower expression of HLA-DR and varying cell size of
monocytes and macrophages in women with EM show that there are qualitative alterations,
and this population seems to play a crucial role in the pathogenesis of EM. The higher
concentrations of pro- and anti-inflammatory cytokines indicate that both components of the
immune response seem to take part in the complex pathomechanism of EM. Furthermore, it
was the first time that Neopterin was analyzed as a potential new biomarker in this special
and detailed context and this messenger has to be considered as a diagnostic parameter for

EM in future studies.
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