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Zusammenfassung

Die ungewollte Kinderlosigkeit belastet weltweit etwa jedes zehnte Paar. Frauen, die
an einer Endometriose erkranken, zeigen ein doppelt so hohes Risiko fir das Auftreten
einer Infertilitdt im Vergleich zu gesunden Frauen. Der kausale Zusammenhang
zwischen einer Endometriose als chronisch-inflammatorische Erkrankung und der
Infertilitat bleibt weiterhin unklar. Einen Erklarungsansatz bieten immunologische und
vaskulare Veranderungen des eutopen Endometriums, die mit einer gestorten
Embryoimplantation einhergehen konnen. Die immunologische Ursachenabklarung bei
unerfilltem Kinderwunsch umfasst in vielen Kliniken bereits die Untersuchung uteriner
natlrlicher Killerzellen (uNK-Zellen) und Plasmazellen sowie eine Reduktion mit
Intralipid® oder Doxycyclin im Falle erhhter endometrialer Zellzahlen. Die vorliegende
Dissertationsarbeit geht der Frage nach, ob die Endometriose-assoziierte Infertilitat mit
Veranderungen der ortsstandigen Immunitat sowie dem GefalBwachstum im eutopen
Endometrium korreliert und welche Auswirkung die Behandlung mit Intralipid® und
Doxycyclin auf die Schwangerschaftsraten hat. Eine Kohorte von 173
Kinderwunschpatientinnen, von denen 67 unter einer Endometriose litten, erhielten im
sekretorischen Zyklusabschnitt ein endometriales Scratching und wurden auf das
Vorkommen von eutopen uNK- und Plasmazellen, Makrophagen, Vascular Endothelial
Growth Factor A (VEGF-A) und CXC-Motiv-Ligand 1 (CXCL1) sowie seiner Rezeptoren
CXC-Motiv-Rezeptor 2 (CXCR2) und Syndecan-1 (SDC-1) untersucht. Im ersten Teil
der Studie wurden die uNK- und Plasmazellzahlen retrospektiv mit
Schwangerschaftsraten und dem Vorkommen von Endometriose korreliert, im zweiten
Versuchsaufbau wurden dieselben Endometriumproben auf die o.g. Zellen und
Mediatoren immunhistochemisch geféarbt und ebenfalls in Hinblick auf das Vorkommen
einer Endometriose analysiert. Frauen mit Endometriose zeigten ein erhohtes Risiko
fir das vermehrte Auftreten von uterinen Plasmazellen und damit dem Vorhandensein
einer chronischen Endometritis. Die Behandlung mit Doxycylin bei erhohter
Plasmazellzahl konnte die Schwangerschaftsraten verbessern. Bei Endometriose-
Patientinnen kamen uNK-Zellen nicht vermehrt vor, jedoch verbesserte die Behandlung
mit Intralipid® bei erhdhten uNK-Zellen die Schwangerschaftsraten. Das Immunprofil
von Frauen mit Endometriose zeigte im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv eine
erhdhte endometriale Infiltration von Makrophagen sowie eine erhohte endotheliale
Expression des von Makrophagen sezernierten VEGF-A. Die Anzahl der Makrophagen
korreliert tendenziell positiv mit der Anzahl an uNK-Zellen, jedoch bleibt die vermehrte
Infiltration der Makrophagen bei Endometriose-Patientinnen auch bei simultan erhéhten
uNK- und Plasmazellen bestehen. Uber die gesamte Kohorte hinweg war eine fehlende
stromale Syndecan-1-Expression mit dem erhéhten Vorkommen von uNK-Zellen
assoziiert. Das eutope Endometrium von Frauen mit Endometriose scheint im Vergleich
zum gesunden Kontrollkollektiv dahingehend verandert zu sein, dass verstarkt Zellen
der Inflammation und Mediatoren der Angiogenese vorhanden sind. Eine unkoordinierte
Entzindungsreaktion sowie ein zu schnelles GefaRwachstum koénnten der
erfolgreichen Embryoimplantation im Wege stehen und so zur Endometriose-
assoziierten Infertilitat fihren. Weiterfihrende Studien sollten vor allem die Interaktion
zwischen im eutopen Endometrium vorkommenden Makrophagen, uNK-Zellen und
VEGF-A weiter in Hinblick auf die Endometriose-assoziierte Infertilitdt untersuchen.
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Summary

Involuntary childlessness is a disconsolating situation that about one in ten couples
worldwide suffer from. Women who are diagnosed with endometriosis experience twice
the risk of infertility compared to healthy controls. Despite extensive research, the
causal relationship between endometriosis as a chronic-inflammatory condition and
infertility remains unclear. Immunological and vascular changes in the eutopic
endometrium, which may lead to an impaired embryo implantation, offer a possible
explanation. In many fertility centers, the immunological diagnostics of infertility patients
already includes the examination of eutopic uterine natural killer (UNK) and plasma
cells. Additionally, cell reduction with Intralipid® or doxycycline retrospectively is
performed in the case of increased cell count. The present dissertation investigates
whether endometriosis-associated infertility correlates with changes in the local immune
profile and vascular growth in the eutopic endometrium, and which effect treatment with
Intralipid® and doxycycline has on pregnancy rates. A cohort of 173 fertility patients, 67
of whom had endometriosis, received endometrial scratching in the secretory phase of
the menstrual cycle and were assessed for the presence of eutopic uNK and plasma
cells, macrophages, vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) and CXC motif
ligand 1 (CXCL1) as well as its receptors CXC motif receptor 2 (CXCR2) and syndecan-
1. In the first section of the study, uNK and plasma cell counts were retrospectively
correlated with pregnancy rates and the presence of endometriosis. In the second
experimental design, the same endometrial samples were immunohistochemically
stained for the above-mentioned cells and mediators and analysed for the presence of
endometriosis. Women with endometriosis showed an increased risk for the increased
occurrence of uterine plasma cells and thus the presence of chronic endometritis.
Treatment with doxycyline for increased plasma cell counts improved pregnancy rates.
Endometriosis patients did not have increased uNK cell counts, but treatment with
Intralipid® for increased uNK cells improved pregnancy rates. The immune profile of
women with endometriosis showed increased endometrial infiltration of macrophages
and increased endothelial expression of VEGF-A secreted by macrophages compared
to the healthy control population. The number of macrophages tended to correlate
positively with the number of uNK cells, but the increased infiltration of macrophages in
endometriosis patients persisted even with simultaneously increased uNK or plasma
cells. Across the cohort, lack of stromal syndecan-1 expression was associated with the
increased presence of uNK cells. The eutopic endometrium of women with
endometriosis appears to be altered compared to the healthy control population. We
found an increased presence of inflammatory cells and mediators of angiogenesis in
the endometrium of endometrios-patients. An uncoordinated inflammatory reaction as
well as too rapid vascular growth could stand in the way of successful embryo
implantation and thus lead to endometriosis-associated infertility. Further studies should
investigate the interaction between macrophages, uNK cells and VEGF-A in the eutopic
endometrium regarding the development of endometriosis-associated infertility.
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Einleitung Endometriose

1 Einleitung

1.1 ENDOMETRIOSE

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Die Endometriose ist eine chronische, 6strogen(E)-abhangige, inflammatorische
Erkrankung, die erstmals durch den deutschen Arzt Daniel Schron beschrieben wurde.
Er bezeichnet sie in seiner 1690 verdffentlichen Dissertation als ,weibliche Stérung
derjenigen, die sexuell reifen“ [1]. Die heute international gultige Definition der
Endometriose beschreibt das ektope (auRerhalb des Cavum uteri) Vorkommen von
Gebarmutterschleimhaut (Endometrium). Die Endometriumlasionen sind dabei
hauptsachlich an den Eierstdcken (Ovarien) und ihrer Grube im kleinen Becken (Fossa
ovarica), dem Bandapparat der Gebarmutter (Ligamentum sacrouterinum) oder der
Aussackung des Bauchfells zwischen der Gebarmutter und dem Mastdarm (Douglas-
Raum) lokalisiert [2]. Es ist eine der haufigsten gynakologischen Erkrankungen, die
etwa 10% aller Frauen im gebarfahigen Alter und damit weltweit etwa 176 Millionen
Frauen betrifft [3-5]. Von allen Frauen, die von einer Endometriose betroffen sind, leiden
etwa 30-50% an ungewollter Kinderlosigkeit (Infertilitat/Subfertilitat) [6].

1.1.2 Pathogenese

Die Entstehung der Endometriose ist bis heute nicht hinreichend verstanden. Es haben
sich verschiedene Theorien etabliert, von denen Sampsons These der retrograden
Menstruation am weitesten verbreitet ist [7]. Dr. John Sampson postulierte 1925, dass
abgeschilferte Endometriumzellen wahrend der Menstruation im Rahmen eines
Refluxes durch die Eileiter in die Beckenhohle gelangen [8]. Fraglich ist, weshalb es bei
76-90% aller Frauen zu retrograder Menstruation kommt, jedoch nur 6-10% eine
Endometriose entwickeln [9]. Folglich wurde postuliert, dass die Menge endometrialer
Zellen in der Bauchhohle mit dem Risiko assoziiert sei, eine Endometriose zu
entwickeln. Klinische Studien untermauern die Theorie, indem sie zeigen, dass Frauen
mit Endometriose eine geringere Zykluslange und eine starkere (Hypermenorrhoe)
sowie verlangerte Periodenblutung (Menorrahgie) haben [10, 11]. Zudem findet man
bei Frauen mit Endometriose mehr lebensfahige endometriale Zellreste in ihrer

Peritonealflissigkeit als bei Frauen ohne Endometriose [12].

Andere Theorien zur Entstehung der Endometriose umfassen unter anderem die

Metaplasie von extrauterinen Zellen zu Endometriumzellen [13], die Proliferation von
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Einleitung Endometriose

Endometriumlasionen durch hormonellen Einfluss [14, 15] und eine Immundysfunktion,

die eine Adharenz der Endometriumzellen ektop erlaubt [16, 17].

1.1.3 Klinische Symptome

Entsprechend des unterschiedlichen Vorkommens der ektopen Endometriumzellen
sind auch die Symptome umfangreich und unspezifisch. Obwohl viele Patientinnen
asymptomatisch sind, zahlen zu den Leitsymptomen der Endometriose eine
schmerzhafte Regelblutung (Dysmenorrhoe), Schmerzen beim Geschlechtsverkehr
(Dyspareunie), Schmerzen beim Wasserlassen (Dysurie) und/oder beim Stuhlgang
(Deféakation) sowie die Infertilitat [18].

1.1.4 Diagnostik

Besteht die Verdachtsdiagnose einer Endometriose - beispielsweise bei idiopathischer
Infertilitat - so sollte dies zunachst anamnestisch durch standardisierte Fragebdégen und
anhand eines transvaginalen Ultraschall weiter abgeklart werden [19]. Erharten sich die
Hinweise auf eine Endometriose, bedarf es zur Sicherung der Verdachtsdiagnose einer
Laparoskopie mit Probenentnahme und histopathologischer Beurteilung [19]. In den
letzten Jahren gab es zahlreiche Studien, die dem Versuch nachgingen, einen
diagnostischen Test fir die Endometriose zu entwickeln. Bislang konnte jedoch kein
zuverlassiger Biomarker zur Diagnose der Endometriose identifiziert werden [20]. Auf
der Suche nach nicht-invasiver Diagnostik rickt nun zunehmend die Betrachtung des
eutopen Endometriums in den Vordergrund, welches auf zelluldre und genetische
Veranderungen hin untersucht wird [21]. Die Probenentnahme kann transvaginal bei
wacher Patientin durch Aspiration von Endometrium mithilfe einer Pipelle durchgefuhrt
werden [22].

1.1.5 Therapie

Die Therapie der Endometriose gliedert sich in einen medikamentdsen und einen
operativen Ansatz und umfasst zudem supportive Malnahmen. Grundsatzlich
bestehen keine praventiven oder kurativen Therapieansatze. Alle Vorgehen dienen
lediglich der Beschwerdefreiheit und der Vermeidung von Organdestruktionen. Zur
medikamentdsen Therapie gehort zum einen die hormonelle Behandlung, die eine
Amenorrhoe zum Ziel hat, um Endometriose-assoziierten Beschwerden zu reduzieren.
Die eingesetzte Leitsubstanz ist ein Gestagen (z. B. Dienogest) [23]. In der
Zweitlinientherapie werden kombinierte orale Kontrazeptiva, andere Gestagene und
Gonadotropin-Analoga eingesetzt [19]. Da die hormonelle Therapie der Endometriose

die Ovulation inhibiert, bedeutet sie gleichermal3en eine Kontrazeption. Daneben gibt
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Einleitung Die weibliche Infertilitit 3

es eine nicht-hormonelle, medikamentdse Therapie, welche vor allem Analgetika, aber
auch Statine, Vitamin D oder Pycnogenol, einen NFkB (nuclear factor 'kappa-light-

chain-enhancer’ of activated B-cells)-Inhibitor, umfasst [19].

Eine chirurgische Intervention kann bei persistierenden Beschwerden oder bei
Infertilitdt in Betracht gezogen werden, wobei eine komplette Resektion der ektopen
Endometrioseherde Uber einen laparoskopischen Zugang angestrebt wird. Um das
Risiko zu reduzieren, bei einer chirurgischen Resektion die ovarielle Eizellreserve
ilatrogen zu dezimieren, sollte die Indikation zurlckhaltend gestellt werden. Die
operative Ausraumung der ektopen Endometrioseherde fuhrt - anders als die
medikamentdése Therapie — zu verbesserten Schwangerschaftsraten [24]. Die
Endometriose neigt jedoch zu haufigen Rezidiven, sodass die Symptome nach einer
Operation in bis zu 67% der Falle zuriickkehren [25]. Liegt ein Rezidiv vor oder besteht
eine Infiltration der Ovarien durch die ektopen Endometrioseherde, wird zur
Behandlung des Kinderwunsches von einer Operation abgesehen und den Frauen zu
einer assistierten reproduktiven Behandlung (assisted reproductive treatment, ART)

geraten [19].

1.2 DIE WEIBLICHE INFERTILITAT
Infertilitat wird laut Weltgesundheitsorganisation (Word Health Organization, WHO) als

eine Erkrankung des Reproduktionssystems definiert, bei der trotz eines regelmafligen
ungeschitzten Geschlechtsverkehr Uber mindestens 12 Monate eine klinische
Schwangerschaft ausbleibt [26]. Die primare Infertilitdt wird von der sekundaren
abgegrenzt. Sekundar infertil ist eine Frau dann, wenn sie bereits nachweislich
schwanger war oder zu einem friheren Zeitpunkt die Fahigkeit dazu vorlag [27]. Zur
diagnostischen Abklarung der Infertilitdt wird zusatzlich zwischen wiederholtem
Implantationsversagen (Repeated Implantation Failure, RIF) und wiederholten
Spontanaborten (Recurrent Pregnancy Loss, RPL) unterschieden. In unserer Kohorte
lag ein wiederholtes Implantationsversagen dann vor, wenn mindestens zweimal
hochwertige Embryonen Ubertragen wurden, ohne dass eine klinische
Schwangerschaft eintrat [28]. Die Patientinnen wurden mit wiederholten
Spontanaborten diagnostiziert, wenn mindestens zwei Aborte nach der 7.

Schwangerschaftswoche auftraten [29].

Weltweit leiden etwa 9% der Paare an unerfilltem Kinderwunsch [30]. Die weibliche
Infertilitat ist dabei in 33-41% ursachlich, die mannliche in 25-39% und gemeinsame
bzw. ungeklarte Ursachen liegen in 9-39% vor [31]. Eine systematische Analyse von

277 Gesundheitsumfragen aus 190 Landern ermittelte eine primare weibliche Infertilitat
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Einleitung Endometriose-assoziierte Infertilitat

von 2,3% und eine sekundare Infertilitat von 18% bei Frauen im Alter von 20-44 Jahren
[27].

Weibliche Ursachen fur die Infertilitit umfassen Ovulationsstérungen (z. B.
polyzystisches Ovarialsyndrom, hypothalamische Dysfunktion), tubare Infertilitat,
uterine und/oder zervikale Ursachen (z. B. Zervixstenose, Polypen, Tumore) und — wie
oben beschrieben - die Endometriose [32]. Auch der Lebensstil und das Verhalten
scheinen eine Rolle zu spielen, so haben z.B. Nikotin- oder Alkoholkonsum sowie
Unter- oder Ubergewicht einen negative Einfluss auf die mannliche und weibliche
Fertilitat [33]. Je nach Studie und deren Einschlusskriterien werden am Ende einer
atiologischen Abklarung 8-20% als unklare oder idiopathische Infertilitdt bezeichnet
[32].

1.3 ENDOMETRIOSE-ASSOZIIERTE INFERTILITAT

Es gibt einen Zusammenhang zwischen Endometriose und Infertilitat, der — abgesehen von
einer Beeintrachtigung der funktionellen pelvinen Anatomie in fortgeschrittenen Stadien —
bisher nicht ausreichend geklart ist. Die Vielzahl von Erklarungsansatzen fur die
Pathogenese der Endometriose-assoziierten Infertilitat leiten sich aus den durch die
Endometriose hervorgerufenen Pathologien ab.

Bekannt ist, dass es bei Frauen mit unbehandelter Endometriose pro Monat in 2-10% zu
einer Konzeption kommt [34]. Gesunde Paare haben im Vergleich eine monatliche
Fruchtbarkeitsrate von 15-20% [35]. Im Verlauf der Schwangerschaft stellt die
Endometriose einen Risikofaktor far frihe Aborte und spatere
Schwangerschaftskomplikationen dar [36]. Auch die in-vitro-Fertilisation (IVF) hat bei
Frauen mit Endometriose schlechtere Implantations- und Schwangerschaftsraten zur Folge
als bei gesunden Patientinnen [37]. Grundsatzlich liegt die Inzidenz der Endometriose bei

infertilen Frauen zwischen 25 und 50% [6].

1.3.1 Verandertes hormonelles Milieu

Eine Reihe von klinischen Beobachtungen zeigen, dass das hormonelle Milieu fir die
Entstehung der Endometriose eine zentrale Rolle spielt. Zundchst sind fast
ausschlieRlich Frauen im gebarfahigen Alter von einer Endometriose betroffen [38]. Das
Auftreten vor der Menarche wurde bisher nicht beobachtet und nach der Menopause
weist die Erkrankung einen Rickgang auf [38]. Folglich scheint die Erkrankung von
dem Vorkommen weiblicher Sexualhormone (Ostrogene und Gestagene) abhangig zu

sein.
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Einleitung Endometriose-assoziierte Infertilitat

Es ist bislang nicht eindeutig geklart, uber welchen Pathomechanismus das veranderte
Vorkommen der Ostrogene und Gestagene Einfluss auf die Entstehung der
Endometriose nimmt [7]. Es wird vermutet, dass ein verandertes hormonelles Milieu
einerseits zur vermehrten Proliferationsfahigkeit endometrialer Zellen beitragt [39].
Andererseits ist es vorstellbar, dass die Anheftung der endometrialen Zellen am
Mesothel des Uterus durch hormonelle Veranderungen beeintrachtigt wird, wodurch
eine Ablésung und Migration in die freie Bauchhohle erleichtert wird [3]. Weiterhin geht
man davon aus, dass die immungesteuerte Beseitigung ektoper Endometriumzellen
durch die veranderte Homoostase der Sexualhormone umgangen wird [40]. Der
Einfluss von Ostrogenen auf die Entstehung einer Endometriose wird auch in der
Therapie anderer gynakologischer Erkrankungen deutlich: die Entfernung der Ovarien
(Ovariektomie) oder die Gabe von Gonadotropin-Agonisten fuhrt zu einer
Unterdriickung der kérpereigenen Ostrogenproduktion, woraufhin ein Riickgang der
Endometrioseherde beobachtet werden kann [38]. Wird die Therapie mit Gonadotropin-
Agonisten abgebrochen; oder werden postmenopausale Frauen mit einer

Ostrogenersatztherapie behandelt, kommt es haufig zum Rezidiv der Erkrankung [38].

Endometrioseherde zeigen daruber hinaus - im Vergleich zum eutopen Endometrium -
eine erhohte Expression des Enzyms Aromatase und eine verminderte Expression von
17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase, was zu einer erhdhten lokalen Verfugbarkeit von
dem Ostrogen Estradiol (E2) fuihrt [41]. Neben der Ostrogenabhangigkeit stellt sich
zunehmend auch eine Progesteron(P4)-Resistenz als ursachlicher Faktor in der
Entstehung einer Endometriose heraus. Unter dem Einfluss von P4 kommt es in der
zweiten Zyklushélfte zu einer Differenzierung des Endometriums und bei Ausbleiben
einer Schwangerschaft zur Nekrose des funktionellen Endometriums und zur
Menstruation. Endometrioseherde zeigen eine reduzierte Expression der P4-
Rezeptoren und ein vollstandiges Fehlen des P4-Rezeptors B [42, 43], wodurch

moglicherweise ein langeres Uberleben der Endometriumzellen gewénhrleistet wird.

Die P4-Resistenz besteht bei Frauen mit Endometriose jedoch nicht nur in den ektopen
Endometrioseherden, sondern auch im eutopen Endometrium selbst [44]. Das
verminderte Vorkommen von P4 bzw. die fehlende endometriale Antwort gegentber
dem Hormon flihren zu einer reduzierten Rezeptivitat des Endometriums [43]. P4 flhrt
wahrend der sekretorischen Phase des weiblichen Zyklus zur Rekrutierung
spezialisierter Immunzellen in das Endometrium, die eine erfolgreiche
Embryoimplantation untersttitzen [45]. Bei Abfall der P4-Wirkung steigtim Endometrium

die Anzahl pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine [46], welche im regelhaften

Dissertationsschrift — Nadine Freitag



Einleitung Endometriose-assoziierte Infertilitat 6

Zyklus dann zur Nekrose des funktionellen Endometriums und zur Menstruation fuhren.
Liegt jedoch wie bei der Endometriose eine chronische Entzindung und eine
zyklusubergreifende reduzierte P4-Wirkung vor, ist die Dezidualisierung und die

Implantation des Embryos beeintrachtigt.

Insgesamt ist die Endometriose also eine hormonabhangige Erkrankung; der genaue

Einfluss der Sexualhormone auf ihre Entstehung bedarf jedoch weitere Untersuchung.

1.3.2 Immunologische Dysfunktion und Endometriose-assoziierte Infertilitat
Immunologisch betrachtet ist die Endometriose eine chronisch-inflammatorische
Erkrankung, bei der das dysfunktionale Immunsystem eine wichtige Rolle in der
Entstehung und Erhaltung endometrialer Lasionen spielt [47-51]. Ein Erklarungsansatz
hierfur ist die mangelnde Fahigkeit des Immunsystems, vitale Zellen an der retrograden

Menstruation und an ihrer Invasion und Adhasion am Peritoneum zu hindern [52].

Es haufen sich zudem Hinweise darauf, dass ein Versagen des Immunsystems auf
uterinem, peritonealem und systemischem Niveau relevant zur der Entstehung der
Endometriose-assoziierten Infertilitat beitragt [53]. Die mit Endometriose assoziierte
chronische Entziindung nimmt auf verschiedenen Wegen Einfluss auf die Fertilitat. Es
konnte gezeigt werden, dass ovarielle Endometriumlasionen eine Inflammation in
nahegelegenen Follikeln auslésen und folglich zu einer reduzierten ovariellen
Reaktivitat fuhren [54]. Die pro-inflammatorische Signalsubstanz Interleukin-6 (IL-6)
scheint die Spermienmortalitat zu reduzieren und kommt in erhéhten Konzentrationen
in der Peritonealflissigkeit von Frauen mit Endometriose vor [55, 56]. Inflammatorische
Mediatoren in der Peritonealflissigkeit von Frauen mit Endometriose tragen in vitro zu
DNA (deoxyribonucleic acid) -Schadigungen von Spermien bei [57, 58]. Da die
Befruchtung der Eizelle im distalen Ende des Eileiters stattfindet und damit Kontakt zur
Peritonealflissigkeit hat, ist es gut vorstellbar, dass eine Veranderung des Milieus

Einfluss auf die natlirliche Konzeption nimmt [59, 60].

In zahlreichen Publikationen konnte aulerdem gezeigt werden, dass sowohl in den
Endometriumlasionen selbst als auch im eutopen Endometrium von Frauen mit
Endometriose eine veranderte Mikroumgebung von Immunzellpopulationen und

inflammatorischen Mediatoren vorliegt [61-63].

Im Folgenden soll genauer dargestellt werden, was bisher Uber die Rolle des eutopen
Endometriums in der Schwangerschaftsentstehung bei Frauen mit Endometriose in
Anbetracht verschiedener Immunzellpopulationen und ihrer sekretorischen Produkte

bekannt ist.
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1.3.3 Die Rolle des Uterus als immunkompetentes Organ

Das Endometrium ist ein hochreaktives Gewebe, das sich aus Zellen des
mesenchymalen Stromas, dem Epithel und dem Knochenmark zusammensetzt und
einzigartige Eigenschaften der Selbsterneuerung und Differenzierung aufweist. Die
erfolgreiche Entstehung einer Schwangerschaft setzt einen synchronisierten,
koordinierten Dialog zwischen dem implantationsfahigen Embryo und dem dafur

rezeptivem Endometrium voraus [64].

Um die Implantation zu ermdglichen, sind komplexe Interaktionen zwischen maternalen
und embryonalen Zellen im Rahmen parakriner und autokriner Mechanismen notig.
Dabei spielen vor allem Zytokine, Chemokine und genau aufeinander abgestimmte
Signalwege eine entscheidende Rolle. Angesichts dieser Komplexitat ist es nicht
verwunderlich, dass auch kleinste Veranderungen der Zusammensetzung und/oder
Funktion von endometrialen Zellen und Signalmolekilen zur Stérung oder dem
ganzheitlichen Versagen von Implantation und Schwangerschaft (Gestation) flihren
konnen. Bei Frauen mit Endometriose scheinen diese Funktionen in vielerlei Hinsicht
beeintrachtigt [65].

Wahrend eine akute, kontrollierte Reaktion des Endometriums, die einer Inflammation
gleicht, eine Voraussetzung fur die erfolgreiche Implantation ist [66, 67], scheint die
chronische Inflammation - wie sie auch bei einer Endometriose vorliegt - hinderlich zu
sein und relevant zur Entstehung von Infertilitdt beizutragen [65]. Neben der streng
regulierten Entziindungsreaktion spielt auch die erfolgreiche Ausbildung endometrialer
Gefalde eine wichtige Rolle bei der Entwicklung eines rezeptiven Endometriums und
der gelungenen Implantation [68]. Beide Aspekte — Inflammation und Angiogenese —
sollen im Folgenden im Hinblick auf einzelne, relevante Zellpopulationen und

Signalmolekule naher betrachtet werden.

1.3.3.1 Makrophagen

Makrophagen regulieren die initiale Immunantwort und sind einerseits in der Lage,
Pathogene, tote und neoplastische Zellen uber Toll-like Rezeptoren zu erkennen, diese
zu phagozytieren und T-Lymphozyten mithilfe von MHC (Major Histocompatibility)-Il-
Molekillen zu prasentieren. Andererseits initiieren sie die Aktivierung, Proliferation und

Differenzierung von Stammzellen und die Ausbildung neuer Blutgefalle [69].

Der Cluster of Differentiation 68 (CD68) wird auf der Oberflache von Makrophagen
exprimiert und dient so als immunologischer Marker [70]. Im gesunden Endometrium

finden sich Makrophagen im Iluminalen Epithel und im subepithelialen Stroma,
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angrenzend an das glandulare Epithel [71]. Sie machen mit etwa 10% die zweitgrofite

Leukozytenpopulation im Endometrium nach T-Lymphozyten aus [72].

Es gibt zahlreiche Studien, die Makrophagen bei Frauen mit Endometriose vor allem in
Hinblick auf die Entstehung der Erkrankung selbst untersuchten. So konnte gezeigt
werden, dass peritoneale Makrophagen bei Frauen mit Endometriose in vermehrter
Anzahl und starkerer Ausdifferenzierung im Vergleich zu Frauen ohne Endometriose
vorkommen [73]. Aullerdem haben erstgenannte Makrophagen ein hoheres
inflammatorisches Potential und schwachere zytolytische Eigenschaften [74, 75].
Zudem konnte ein Unterschied in der Aktivierung der peritonealen Makrophagen
beobachtet werden, die bei Frauen mit Endometriose vorkommen [76]. Die
Makrophagen scheinen die im Peritoneum vorkommenden Endometriumzellen nicht als
solche zu erkennen und so die Inflammation, mit der eine Endometriose einhergeht,
noch zu verstarken. Studien zeigen, dass die peritoneal vorkommenden Makrophagen
zur Adhasion, Implantation und zum Wachstum der ektopen Endometrioseherde
beitragen [77, 78]. Betrachtet man hingegen das eutope Endometrium von Frauen mit
Endometriose, so ist bisher wenig uber das Vorkommen von Makrophagen und ihre
Rolle bei der Endometriose-assoziierten Infertilitdt bekannt. In der Literatur finden sich
widerspruchliche Ergebnisse hinsichtlich des Vorkommens von Makrophagen im
eutopen Endometrium von Frauen mit Endometriose. Ob diese im Vergleich zu Frauen
ohne Endometriose eine erhdhte Gewebeinfiltration [63, 79] oder eine signifikant
niedrigere [80] zeigen, bleibt bisher unklar. Unabhangig von dem Vorkommen von
Endometriose konnte jedoch bereits ein Zusammenhang zwischen einer veranderten
Funktion von uterinen Makrophagen und einer abnormalen Gestation beobachtet
werden [72, 81].

1.3.3.2 Makrophagen und der Vascular Endothelial Growth Factor A
(VEGF-A)

Neben der Regulation einer initialen inflammatorischen Antwort sind Makrophagen
auch in die Ausbildung uteriner Blutgefale involviert, in dem sie den Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) produzieren - das wichtigste Signalmolekul der
Angiogenese [82].

Fir eine erfolgreiche Implantation, Plazentation und Gestation ist die koordinierte Aus-
und Umbildung uteriner GefalRe essenziell. Zunachst ist eine adaquate Vaskularisation
des Endometriums zum Zeitpunkt der Implantation notwendig, um die Rezeptivitat
sicherzustellen. AnschlieBend sorgen die Entwicklung und Ausdehnung der

ZottengefalRe der Plazenta fur einen erfolgreichen Transport von Nahrstoffen und
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Sauerstoff zum Embryo. Der stetige Auf- und Umbau der endometrialen Blutgefalie
muss den Anforderungen des schnell wachsenden Embryos gerecht werden. So ist es
nicht verwunderlich, dass eine einmalige Inhibition der Angiogenese (z.B. mit AGM-
1470) kurz vor oder nach der Implantation zum Abbruch der Schwangerschaft im
Mausmodell fuhrt [83]. Weiterhin beobachtet man im Tiermodell, dass VEGF die
deziduale Angiogenese reguliert und die vaskulare Permeabilitat wahrend der
Implantation steigert [84]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Angiogenese
eine kritische Komponente der normalen Implantation/Plazentation ist und unterstreicht
die Bedeutung des Gefallsystems in frihen Stadien der Schwangerschaft [85]. Dem
entgegen steht die Beobachtung, dass Frauen mit Endometriose — die wie oben
beschrieben haufig unter Infertilitat leiden — ein vermehrtes Vorkommen von VEGF-A
in ihrer Peritonealflissigkeit aufweisen [86]. Die Autorinnen und Autoren deuten die
erhdhten VEGF-A-Spiegel dahingehend, dass eine vermehrte Angiogenese zum
Uberleben der Endometrioseherde beitragen koénnte. Ein méglicher Zusammenhang
mit der Endometriose-assoziierten Infertilitdt wurde bisher jedoch nicht naher
betrachtet. Studien, welche die eutope und ektope Expression von VEGF-A im
Endometrium von Frauen mit Endometriose untersucht haben, fokussieren sich
ebenfalls lediglich auf die Pathogenese der Erkrankung selbst [87]. Es bleibt also zu
klaren, welche Rolle die endometriale Expression von VEGF-A in Bezug auf die mit

Endometriose-assoziierte Infertilitat spielt.

1.3.3.3 Uterine naturliche Killerzellen (uNK-Zellen)

Uterine  natiurliche  Killerzellen  (uNK-Zellen) sind die  vorherrschende
Immunzellpopulation im Endometrium und machen ca. 70% der Leukozyten wahrend
der sekretorischen Phase und der Embryoimplantation aus [88, 89]. Wahrend ihre
genaue Funktion noch nicht geklart ist, gibt es Hinweise darauf, dass uNK-Zellen eine
entscheidende Rolle bei der Embryoimplantation spielen. Ob uNK-Zellen eine pro-
invasive Umgebung fur den Trophoblasten schaffen oder bei vermehrtem Vorkommen
und/oder veranderter Funktion einer Einnistung eher im Weg stehen, ist bisher nicht
hinreichend geklart [90-92]. uNK-Zellen finden sich im eutopen Endometrium vor allem
im luminalen Epithel und in der Nahe von Spiralaterien, wo sie durch Produktion von
angiogenetischen Faktoren wie VEGF-A das uterine GefalRwachstum stimulieren und
den Umbau der Spiralarterien initiieren [90, 92]. Neben den férderlichen Einfliissen von
uNK-Zellen auf die Schwangerschaftsentstehung, wurde ihr vermehrtes Vorkommen
auch mit Infertilitdt assoziiert [91]. Zudem zeigt sich, dass auch ein verandertes
Reifungsstadium der uNK-Zellen einer erfolgreichen Schwangerschaft im Wege stehen
kann [93].
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Einen neuartigen Therapieansatz zur Behandlung der Infertilitdt bei erhéhter uNK-
Zellzahl stellt die intravendse Gabe der Lipidldsung Intralipid® dar [94]. Es handelt sich
um eine auf Sojabohnendl basierende pflanzliche Emulsion, die eigentlich zur
kiinstlichen (intravendsen) Erndhrung entwickelt wurde und seit Jahren u.a. in der post-
chirurgischen Nachsorge routinemafig eingesetzt wird [95]. In vitro Studien zeigen,
dass die Applikation von Intralipid® die Toxizitat von natiirlichen Killerzellen (NK) in der
Peripherie unterdriicken kann [96]. /n vivo konnte die Rate der Schwangerschaften, die
21 Wochen nach Embryotransfer fortbestanden (Ongoing Pregnancy Rate, OPR), und
die Lebendgeburtrate bei Frauen mit unerklarten habituellen Aborten und einer
erhdhten Zahl an peripheren NK-Zellen durch die Gabe von Intralipid® verbessert
werden [94, 97]. Da diese Studien bisher nur periphere NK-Zellen betrachten und die
zellularen und molekularen Vorgange im Endometrium nicht hinreichend geklart sind,

bleiben diese Ergebnisse Gegenstand aktueller Debatten [94, 98].

1.3.3.4 Plasmazellen und chronische Endometritis

Plasmazellen entsprechen dem letzten Differenzierungsstadium der B-Zellreihe. Sie
sind Effektorzellen, die groRe Mengen Antikérper produzieren und eine Schlusselrolle
in der adaptiven Immunantwort spielen. Werden Plasmazellen histopathologisch im
Endometrium nachgewiesen, liegt definitionsgemal eine chronische Endometritis vor
[99]. Die chronische Endometritis ist eine lokale, inflammatorische Erkrankung des
Endometriums, die haufig asymptomatisch verlauft und insgesamt bei etwa 9% aller
Frauen vorkommt [99]. Eine erhdhte Inzidenz von 28% zeigt sich bei Frauen mit
ungeklarter Infertilitat [100], Frauen mit wiederholten Spontanaborten haben in 27%
eine chronische Endometritis [101] und die Inzidenz bei Frauen mit wiederkehrendem
Implantationsversagen erreicht sogar 30% [102, 103]. Die Behandlung der chronischen
Endometritis erfolgt mit einem Breitspektrumantibiotikum - wie z.B. Doxycyclin - das
sich in 75% der Falle als effektiv erweist [102]. In den anderen 25% persistiert die
chronische Endometritis nach der ersten antibiotischen Behandlung [102].
Interessanterweise hat die Behandlung der chronischen Endometritis auch einen
deutlichen Effekt auf die Fertilitat: Schwangerschaftsraten bei Frauen mit habituellen
Aborten konnten nach der Behandlung der chronischen Endometritis signifikant
verbessert werden [102, 104]. Ein vermehrtes Vorkommen der Plasmazellen scheint
also eine Entziindungsreaktion im Endometrium hervorzurufen, die sich gegeniber der
Implantation und dem Weiterbestehen der Schwangerschaft als hinderlich erweist
[105]. Zusatzlich zeigt sich in der Literatur eine Korrelation zwischen der chronischen

Endometritis und dem Auftreten einer Endometriose [106, 107].
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1.3.3.5 CXCL1, CXCR2 und SDC-1

Immunzellen kommunizieren Uber Signalmolekile, darunter auch die chemotaktischen
Zytokine. Diese pro-inflammatorischen Chemokine dienen der Chemotaxis, also dem
Anlocken von Immunzellen zur Initiierung einer ersten Immunantwort. Daruber hinaus
kénnen Chemokine der Entstehung und dem Erhalt einer chronischen Inflammation
dienen [108, 109]. Chemokine sind potente Mediatoren der Angiogenese [110] und
spielen eine Schlisselrolle im Embryo-maternalen Dialog [111, 112]. Der CXC-Motiv
Ligand 1 (CXCL1) ist ein Chemokin, das Leukozyten aktiviert und von endometrialen
Stromazellen produziert wird [113]. Es entfaltet seine Wirkung tber den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor CXC-Motiv Rezeptor 2 (CXCR2) und den Co-Rezeptor
Syndecan-1 (SDC-1) [114, 115]. Wahrend der frGhen Implantation sezerniert der
Embryo Interleukin-1, welches wiederum die CXCL1-Synthese induziert [116]. Unsere
Arbeitsgruppe aus dem Forschungslabor des universitaren Kinderwunschzentrums
Dusseldorf (UniKiD) konnte zeigen, dass CXCL1 zu den am starksten hochregulierten
Genen in primar dezidualisierten Stromazellen gehort [117]. Somit scheint CXCL1 ein
wichtiges Signalmolekul im Embryo-maternalen Dialog zu sein. Immunohistochemische
Farbungen erbrachten den Nachweis, dass sein Rezeptor CXCR2 im eutopen
Endometrium von Frauen mit Endometriose im Vergleich zu nicht erkrankten Frauen
vermehrt vorkommt [118]. Der Co-Rezeptor SDC-1, auch bekannt als Cluster of
Differentiation 138 (CD138), ist ein Heparansulfatproteoglykan, das auf Zelloberflachen
vorkommt und der Familie der Syndecane angehdrt. Es ist in Zellproliferation,
Zellmigration und Zell-Zell-Matrix-Interaktionen involviert. SDC-1 moduliert und bindet
Marker der Inflammation, Infektion und Neoplasie [119]. Zusatzlich zu seiner Funktion
auf der Zelloberflache via Ektodomanen, kann SDC-1 auch zytoplasmatische Effekte
anhand von léslichen, intrazellularen Domanen vermitteln [115, 120]. SDC-1 spielt eine
entscheidende Rolle bei der Sekretion von Zytokinen und angiogenetischen Faktoren
[121] sowie von pro- und antiapoptotischen Proteinen [122] und kann somit die
plazentare Angiogenese unterstitzen [123]. Studien zeigen einen Zusammenhang
zwischen einer veranderten SDC-1-Expression und ungunstigen

Schwangerschaftsausgangen [124, 125].

1.4 ZIELE DER ARBEIT

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Endometriose-assoziierte Infertilitat in
Hinblick auf immunologische und angiogenetische Veranderungen im eutopen

Endometrium von Kinderwunschpatientinnen.
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Hierfir wurde eine Gruppe von Frauen mit Endometriose-assoziierter Infertilitat einer
Kontrollgruppe von infertilen Frauen ohne Endometriose gegenibergestellt. Um die
Suche nach potenziellen Biomarkern fir die Endometriose voranzutreiben, sollte
zunachst ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von eutopen uNK- und
Plasmazellen und dem Auftreten einer Endometriose gepruft werden. Weiterhin soll die
bereits gangige klinische Praxis der Intralipid®-Gabe bei erhéhter uNK-Zellzahl und
Doxycyclin-Gabe bei erhdhter Plasmazellzahl auf ihre Wirksamkeit zur Erhéhung der
Schwangerschaftsraten untersucht werden. Der Zellstatus sowie das Auftreten einer
Endometriose sollte zusatzlich mit Lifestyle-Faktoren wie dem Body Mass Index und

dem Rauchverhalten korreliert werden.

In einem zweiten, experimentellen Versuchsansatz sollten eutope Endometriumproben
der oben genannten Kohorte immunhistochemisch auf relevante Zellpopulationen und
Signalmolekile naher untersucht werden. Dabei wurde die Einteilung in verschiedene
Gruppen anhand des uNK- und Plasmazellstatus sowie dem Vorhandensein einer
Endometriose vorgenommen. Ziel war es, das Vorkommen von Makrophagen als
wichtige Regulatoren der initialen Immunantwort und Angiogenese sowie das
Vorhandensein von VEGF-A — dem wichtigsten Induktor der Angiogenese — naher zu
beleuchten. Weiterhin lag ein Fokus auf dem Vorkommen des Chemokins CXCL1

sowie seinen Rezeptoren CXCR2 und Syndecan-1.

Insgesamt sollte durch die immunhistochemischen Farbungen ein Immunprofil des
eutopen Endometriums erstellt werden, das einen moglichen Zusammenhang
zwischen verschiedenen Immunzellpopulationen und ihren Sekretionsprodukten sowie
dem Vorkommen einer Endometriose genauer beleuchtet. Dies sollte weiteren
Aufschluss Uber potentielle Pathologien liefern, die zur Endometriose-assoziierten

Infertilitat beitragen kénnen.

Ein positives Ethikvotum durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat
liegt unter dem Aktenzeichen 2016065133 vor, die Erteilung des Ethikvotums erfolgte
am 26.07.2016

Dissertationsschrift — Nadine Freitag



Archives of Gynecology and Obstetrics (2020) 302:1487-1494
https://doi.org/10.1007/500404-020-05679-z

GYNECOLOGIC ENDOCRINOLOGY AND REPRODUCTIVE MEDICINE q

Check for
updates

Are uterine natural killer and plasma cells in infertility patients
associated with endometriosis, repeated implantation failure,
or recurrent pregnancy loss?

Nadine Freitag’ - Sarah J. Pour' - Tanja N. Fehm? . Bettina Toth® - Udo R. Markert* - Maja Weber* - Riku Togawa® -
Jan-Steffen Kruessel' - Dunja M. Baston-Buest' © - Alexandra P. Bielfeld'

Received: 21 April 2020 / Accepted: 3 July 2020 / Published online: 14 July 2020
©The Author(s) 2020

Abstract

Purpose Infertility is a debilitating situation that millions of women around the world suffer from, but the causal relationship
between infertility and endometriosis is still unclear. We hypothesize that the immune cell populations of uterine natural killer
cells (uNK) and plasma cells (PC) which define chronic endometritis could differ in patients with or without endometriosis
and therefore be the link to endometriosis-associated infertility.

Methods Our retrospective study includes 173 patients that underwent an endometrial scratching in the secretory phase of
the menstrual cycle and subsequently immunohistochemical examination for uNK cells and PC. Sixty-seven patients were
diagnosed with endometriosis, 106 served as the control cohort.

Results The risk for an elevated number of uNK cells in women with endometriosis is not increased as compared to the
control group. Our findings suggest that patients with endometriosis are 1.3 times more likely to have chronic endometritis
(CE) as compared to those without and that the treatment with doxycycline might increase pregnancy rates. Endometriosis
and an increased number of uNK cells seem to be unrelated.

Conclusions In contrast to the lately published connection between endometriosis, infertility and increased uNK cells, we
could not find any evidence that patients with endometriosis are more prone to elevated uterine uNK cells. Counting of PC
in endometrial biopsies might be a new approach in the search of biomarkers for the nonsurgical diagnosis of endometriosis
since our findings suggest a connection.

Keywords Chronic endometritis - Endometriosis - Endometrium - Immunotherapy - Soybean oil - Spontaneous abortion

Introduction
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baston-buest @unikid.de

Department of Obstetrics, Gynecology and REI

(UniKiD), Medical Faculty, Medical Center University

of Diisseldorf, University Hospital Diisseldorf, Moorenstr. 5,
40225 Diisseldorf, Germany

Department of Obstetrics and Gynecology, Medical Center
University of Diisseldorf, Moorenstr. 5, 40225 Diisseldorf,
Germany

Gynecological Endocrinology and Reproductive Medicine,
Medical University Innsbruck, Innsbruck, Austria

Placenta Lab, Department of Obstetrics, Jena University
Hospital, Am Klinikum 1, 07740 Jena, Germany

Department of Gynecological Endocrinology and Fertility
Disorders, Karls-Ruprecht University, Heidelberg, Germany

Dissertationsschrift — Nadine Freitag

around 12-15% of couples in the reproductive phase suffer
from [1, 2]. The prevalence of infertility in women with
endometriosis is 11.6% while women without endometriosis
only have a prevalence of 3.4% [3]. The causal relationship
between endometriosis and infertility is still unclear, and 4
theories are discussed. The most widespread theory suggests
that pelvic inflammations caused by endometriosis leads to
pelvic adhesions and engender functionally impaired fal-
lopian tubes, that consequently compromise fertility [4].
Another theory suggests that endometriosis-associated infer-
tility develops due to immunological dysfunctions. Endo-
metriosis is a chronic pelvic inflammatory disease with an
increased number of inflammatory cells and mediators in the
peritoneal fluid [5]. Therefore, the microenvironment of the
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eutopic endometrium might be altered too, and accordingly,
the successful development of a pregnancy may be affected.

ulNK cells are very important for a successful pregnancy,
but could also be harmful if dysregulated in number and/or
function. uNK cells represent 70% of the leukocytes in the
endometrium during the secretory phase of the menstrual
cycle and the time of embryo implantation [6, 7]. Once acti-
vated, uNK cells can produce angiogenic factors, such as
vascular endothelial growth factor (VEGF) and hence, pro-
mote spiral artery remodeling which supports the implanta-
tion of the trophopblast [8]. Through secreting cytokines,
ulNK cells may create a pro-invasive environment in the
endometrium and promote the migration and invasion of the
trophoblast [9]. However, a study with 61 patients revealed
that patients with an increased number of uNK cells are at
a greater risk for infertility disorders [10]. Furthermore, the
developmental stage of uNK cells, and; therefore, their func-
tions seem to impinge upon a normal pregnancy. Patients
with endometriosis seem to have an abnormal maturation
of uNK cells with lower levels of endometrial stem cell fac-
tor, that might lead to endometriosis-associated infertility.
In vitro, stem cell factor can restore uNK cell maturation
[11]. In conclusion, uNK cells seem to play an important
role in the development of pregnancy. However, if they differ
in their number and/or function, uNK cells may become a
serious threat to implantation and pregnancy. We hypoth-
esize that beside possible effects on the maturation process,
endometriosis also influences the number and function of
ulNK cells.

A new therapeutic approach to treat an increased number
of uNK cells is the administration of an intravenous lipid
infusion [12]. This fat emulsion contains soybean oil, glyc-
erin, and egg phospholipids, and is commonly used as part
of an intravenous nutrition for patients who are unable to
be nourished orally [13]. In vitro studies have revealed that
intravenous lipid infusion can suppress the NK cells” cyto-
toxicity in the periphery [14]. In vivo, both ongoing preg-
nancy rate (OPR) and live birth rate (LBR) in women with
unexplained recurrent pregnancy loss (RPL) and elevated
peripheral NK activity may be improved by lipid infusion
[12, 15]. Nevertheless, the discussion on potential molecular
and cellular effects on the establishment of the pregnancy
is still controversial [12, 16]. In our study, we analyzed the
effect of the lipid infusion on elevated uNK cells and preg-
nancy rate in women with endometriosis, repeated implanta-
tion failure (RIF) or RPL.

Another cell population in the endometrium being asso-
ciated with endometriosis and infertility are PC. A histo-
pathological determination of PC in the endometrium veri-
fies CE, which is often asymptomatically, and; therefore,
not detectable in the anamnesis in the clinical routine. CE
usually progresses subclinically or with mild symptoms
including abnormal uterine bleeding or menorrhagia [17].

@ Springer

CE is a persistent condition of local endometrial inflamma-
tion and its reported incidence is around 9% with an increase
in infertile women [17-19]. The rate of CE has been found
as 28% in patients with infertility of unknown etiology [20],
30% in patients with RIF [21, 22], and 27% in patients with
RPL [23]. Additionally, a strong correlation between CE
and endometriosis has been shown. In more than 50% of
the biopsies of the endometriosis patients analyzed in this
study a minimum number of 1 PC occurred [24, 25]. Unfor-
tunately, a committed definition regarding the amount of
PC in a defined area for the diagnosis of CE is still missing.

The treatment with a broad-spectrum antibiotic, such as
doxycycline could effectively cure CE in 75% [22]. In about
25% of the cases, CE remains after the 1st antibiotic treat-
ment [22]. Pregnancy rates subsequent to the treatment are
significantly higher in women with a history of RPL who
have been cured as compared to those with a persistent CE
[22, 26].

Materials and methods
Participants of the study

The retrospective study was approved by the ethical commit-
tee of the medical faculty of the Heinrich-Heine University,
Diisseldorf, Germany for the patients enrolled in Diisseldorf
and for the diagnostics in Jena. All women gave their written
informed consent. Female participants underwent an endo-
metrial scratching in the secretory phase of the menstrual
cycle and subsequently immunohistochemical examination
for uNK cells and PC between January 2013 and February
2017. The examination was performed as part of diagnos-
tic measures before assisted reproductive treatment (ART),
including scheduled intercourse, insemination, and in vitro
techniques or if requested by the patient. RIF was assumed
in a patient if there was no occurrence of pregnancy after
at least two high quality embryo transfers (or three, if the
patient was older than 40 years). RPL was defined as two or
more abortions after the 7th week of pregnancy.

In total, 173 infertility patients (>90% Caucasian) who
underwent the diagnostic procedure for uNK cells and PC
between January 2013 and February 2017 were incorporated
in the study. 67 of them were diagnosed with endometriosis
(either anamnestic [dysmenorrhea, dyspareunia, dysuria] or
laparoscopic) and 106 without endometriosis served as the
control cohort. Patients were treated in either the fertility
center UniKiD Diisseldorf, Germany or the Kinderwun-
schzentrum Heidelberg, Germany. The patients’ age ranged
between 26 and 48 years.
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IHC for uNK and plasma cells

The endometrial scratching was performed vaginally with
a Pipelle Endometrial Suction Curette (Probet, Gynmed
GmbH, Germany). The samples were fixed in 4% formal-
dehyde and sent to the Placenta Lab at the Jena University
Hospital, Germany, where it was immunohistochemically
stained for CD56-postive uNK cells and/or CD138-positive
PC. A number of at least 300 uNK cells or at least 5 PC per
mm? were defined as elevated according to the publications

of Kuon et al. [16] and Bayer-Garner et al. [27, 28].
Therapeutic approach

Elevated uNK cells were treated with an intravenous infu-
sion of Intralipid in the course of the ART treatment (8%
Intralipid in 250 ml NaCl: 1st infusion on the day of ovum
pickup or the day of the embryo transfer in frozen embryo
transfer cycles, 2nd infusion after the positive pregnancy
test, 3rd and following infusions every 2 weeks until 12th
week of pregnancy), elevated PC were treated with a course
of doxycycline (200 mg per day over 21 days) prior to treat-
ment. In most cases, the reduction in PC after the doxy-
cycline treatment was determined by a 2nd scratching and
analysis at the University Hospital Jena. In addition, the fol-
lowing parameters were examined: patient age, day of the
cycle biopsy was taken, body mass index (BMI), smoking
status, obstetrical history, presence of RIF or RPL, presence
and severity of endometriosis according to the classification
of endometriosis by the Society of Obstetricians and Gynae-
cologists of Canada [29]. Pregnancy was assumed when the
blood level of human chorionic gonadotropin (f-hCG) was

Table 1 Distribution of uNK cells in all patients

higher than 20 international units (IU) per liter 14 days after
fertilization.

Statistics analysis

The risk for elevated uNK cells or PC was compared using
0Odd’s ratio (OR) calculations. Life style factors between
different groups were contrasted using the two-tailed Stu-
dent’s 7 test. Levene’s test assessed the equality of variances
within the groups. Fisher exact test was used to compare the
presence of endometriosis, elevated uNK cells and/or PC,
and occurrence of RPL/RIF (analyses were performed using
Microsoft Excel 2010). A level of P >0.05 was considered
as the limit for significance.

Theory

In this study, we aimed to analyze whether infertility patients
with endometriosis have a higher prevalence for increased
ulNK or PC in the endometrium and if their modulation with
an intravenous lipid infusion or doxycycline can increase
pregnancy rates.

Results

171 patients underwent analysis for eutopic uNK cells. 43
(25.1%) patients had an elevated number of uNK cells with
an average number of 385.8 uNK cells per mm? (+117.8).
53.5% of the patients with an increased level of uNK cells
reported an abortion prior to the examination. 16 of the

uNKs/mm? No. of patients No. of patients with endo-  No. of patients with RIF No. of
metriosis patients with

RPL

<100 52 18 22 11

100-299 76 31 35 12

>299 43 16 17 11

No. of patients >299 uNKs/mm? No. of patients with an embryo transfer in All docu-
the following cycle mented live

births

Endometriosis 67 16 4 3

RIF 74 16 10 2

RPL 34 11 1 1

No endometriosis, RIF 53 11 5 1

or RPL

Indicated is the no. of patients diagnosed for uNK cells and subdivided in patients suffering from endometriosis, RIF or RPL. Furthermore, the

follow-up of patients treated with soybean oil infusion is shown
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patients with elevated uNK cells suffered from endometrio-
sis, 17 from RIF, and 16 from RPL (Table 1). Out of 16
patients with both endometriosis and elevated uNK cells, 9
(56.3%) had at least one abortion prior to the examination.
OR calculations did not indicate an effect of endometriosis
or increased levels of uNK on an abortion prior to the exami-
nation [OR=1.0776/1.3952; 95% confidence interval (CI)
0.5782-2.0084/0.6924-2.8112; P=0.8140/0.8140].

Sixty-seven patients with endometriosis were compared
with 106 patients without endometriosis. In the endometrio-
sis group, 23.9% had an elevated number of uNK cells in the
endometrium. In the control group, 25.5% of the women had
an increased number of uNK cells. Odd’s ratio calculations
showed that the frequency of having an elevated number of
uNK cells does not differ for women with endometriosis as
compared to those without (OR=0.9179; 95% confidence
interval 0.4506-1.8700; P=0.8135) (Table 1).

Thirty-five patients (numbers in parentheses represent
patients with endometriosis: 9) received an intravenous
lipid infusion in order to treat elevated levels of uNK cells
in the endometrium, of which 17 (3) received a transfer of
at least one high quality embryo. The remaining 18 patients
(6) did not receive an embryo transfer due to absence of
a high-quality embryo, delayed transfer to a subsequent
cycle or different treatment options such as insemination or
scheduled intercourse. 5 (2) out of the 17 (3) patients with
a transfer of a high-quality embryo following ART and one
endometriosis-patient after scheduled intercourse had a live
birth subsequent to the treatment (see Table 1). In the group
of 5 (2) patients who had a live birth after intralipid therapy,
3 (1) underwent in vitro fertilization (IVF), 2 (0) underwent
intracytoplasmic sperm injection (ICSI), and one had sched-
uled intercourse. Owing to the limited number of patients in

Table 2 Distribution of PC in all patients

the individual subgroups, a statistical analysis did not seem
to be appropriate here.

Of all patients, 43 showed elevated uNK cells. Five
patients with elevated uNK cells suffered simultaneously
from endometriosis and RIF, six patients with elevated uNK
suffered simultaneously from endometriosis, and RPL. In 11
patients with elevated uNK neither endometriosis, nor RIF
or RPL have been reported (Table 1).

112 patients underwent examination for eutopic PC. 13
patients (11.6%) showed an elevated number of PC with an
average number of 15.7 PC per mm? (+ 17.7). Four of those
patients with an increased number of PC (three with endo-
metriosis) reported an abortion prior to the examination.
Eight of the patients with increased PC suffered from endo-
metriosis, six patients from RIF and 2 from RPL (Table 2).

In the endometriosis group (62 patients), 12.9% of the
patients had an increased number of PC vs. 10% in the con-
trol group (50 patients). The risk for an elevated level of
PC and accordingly for the presence of CE was 1.3 times
higher in women with endometriosis. However, the result
was not significant (OR =1.333; 95% confidence inter-
val =0.4075-4.3624; P=0.6343). In order to cure CE, six
patients (in parentheses the number of patients with endo-
metriosis): (5) were treated with doxycycline [200 mg/day]
for 3 weeks. 5 (4) patients reported previous pregnancies, 2
(2) of them had an abortion after the 12th week of pregnancy
and 1 (1) live birth occurred before. The remaining 4 (3)
patients with CE reported no previous pregnancies. Within
10 months after the treatment, 7 (4) patients received a trans-
fer of at least one high quality embryo, and 2 (1) patients had
a live birth. In total, the live birth rate could be improved
from one out of nine before to two out of seven patients after
the treatment with doxycycline (Table 2).

PC/mm’” No. of patients No. of patients with endo- No. patients with RIF No. of
metriosis patients with
RPL
0 79 42 37 20
14 16 10 6 6
>4 13 8 6 2
No. of patients >4PC/mm? No. of patients with an embryo transfer in Documented
the following cycle live births
Endometriosis 67 8 3 1
RIF 74 6 5 1
RPL 34 2 0 0
No endometriosis, RIFor 53 3 1 1
RPL

Indicated is the no. of patients diagnosed for PC and subdivided in patients suffering from endometriosis, RIF or RPL. Furthermore, the follow-

up of patients treated with doxycycline is shown
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Of all patients, 13 showed elevated PCs. Four patients
with elevated PCs suffered simultaneously from endome-
triosis and RIF. Two patients with elevated PCs suffered
simultaneously from endometriosis and RPL. Three patients
with elevated PCs suffered from neither endometriosis nor
RIF or RPL (Table 2).

In total, 74 patients were suffering from RIF, 16 of
them had elevated uNK cells (with two subsequent live
births), and 6 had elevated PC (with one subsequent
live birth). Thirty-four patients suffered from RPL, 11
of them had elevated uNK cells (with one subsequent
live birth), and two had elevated PCs. OR calculations
did not indicate that elevated uNK or PC could be a
risk factor for RIF/RPL (OR =1.0336/0.6085; 95% CI
0.5065-2.1093/0.1829-2.0243; P=0.9277/P=0.4179).

The BMI of patients with elevated uNK cells (22.4 kg/
m? +3.44) and PC (21.6 kg/m?*+7.2) did not differ from
those with normal uNK cells and PC (22.9 kg/m?+4.9)
counts (P ~ 0.33).

Discussion

The intensive research on biomarkers for endometriosis
has not yet been successful and laparoscopic surgery still
remains the gold standard for diagnosis [30]. Endometriosis
is considered an inflammatory disease and evidence for an
altered distribution of immune cells in the uterine cavity has
frequently been reported [31-36]. CE and endometriosis are
both inflammatory diseases with an unexplained pathogen-
esis causing symptoms like pain and infertility. Takebayashi
et al. showed a significant association between endometri-
osis and CE in a group of 71 patients [24]. Although in
our group of mostly Caucasian patients with endometrio-
sis, 12.9% were diagnosed with CE, the prevalence of CE
in the Japanese endometriosis group of Takebayashi et al.
reached 52.94%. The striking difference in the prevalence
of CE might also be due to the method of acquisition of
endometrial samples: Takebayashi et al. used the endome-
trial specimens from patients who underwent hysterectomy
due to gynecological diseases. Our samples were generated
from endometrial scratchings in women during ART treat-
ment. Furthermore, different cutoff values for PC diagnosis
were applied. Whereas our group defined >4 PC cells per
mm? as a marker for CE, Takebayashi et al. postulated CE as
multiple PCs in ten nonoverlapping random fields of endo-
metrial stroma [24]. Nonetheless, samples from both stud-
ies were immunostained with anti-CD138 antibody and PC
were subsequently counted under a light microscope [24].
Another recent study including 156 patients found a statisti-
cally higher prevalence of CE in patients with endometriosis.
They also compared two methods hysteroscopy vs. immu-
nostaining—and found a significant connection of CE and

endometriosis in both procedures. Pictures photographed
during hysteroscopy revealed 42.3% vs. 15.4% occurrence of
CE for patients with endometriosis vs. without while immu-
nostained samples for CD138 collected after hysterectomy
of the same patients showed 38.5% vs. 14.1% prevalence of
CE [25].

Analyzing uterine PCs might be a new approach in the
search of biomarkers for endometriosis. The elevated num-
ber of PCs in endometriosis patients might result from a
bacterial infection due to a dysregulated retrograde men-
struation. However, large-scaled studies are necessary to
confirm the correlation between endometriosis and CE and
more research is required to understand the potential causal
connection between both diseases.

In our study, the overall prevalence of CE was 11.6%.
Other studies found higher prevalence rates of 30.3% [21],
33.7% [37] and 66% with more than 250 patients included
[22]. In comparison with the other studies, our endometrial
samples were generated from endometrial biopsies and not
from hysterectomy due to a benign gynecological disease.
The lower prevalence of CE might result from that dif-
ference. The number of patients treated with doxycycline
(n=9) in our study is limited, but supports our results. A
large study, including 421 patients with RIF published in
June 2017 compared the LBR in patients after successful
treatment for CE with controls. They found significantly
higher birth rates in the treated group, suggesting oral antibi-
otic treatment for women suffering from RIF as a new thera-
peutic option [37]. Another retrospective study investigated
the outcome of embryo transfers in patients suffering from
RIF and CE. They found an improvement of the LBR after
antibiotic treatment in fresh embryo transfers [22]. Along-
side with testing for and curing the occurrence of uterine PC,
uNK cells have been associated with infertility and endome-
triosis [38], but the negative impact on the development of
pregnancy is diverse [9-11, 39-42]. However, increased lev-
els of uNK cells are more and more frequently treated with
intravenous lipid infusions [12]. In vitro studies revealed that
intravenous lipid infusions can suppress peripheral blood
NK cytotoxicity [14]. In our study, we found that the treat-
ment with intravenous lipid infusions tends to increase preg-
nancy rates in all groups investigated. This observation is
due to a limited number of patients only descriptive though.
Even though not associated with uNK cells yet, the idea of
intravenous lipid infusion therapy for RPL already existed
in 1994. Within a double-blinded randomized controlled
trial in humans’ intravenous lipid infusions versus tropho-
blast membrane vesicles was applied in patients with RPL.
The prediction made from these data was tested in a mouse
model of RPL and intravenous lipid infusions in small doses
prevented abortions in mice [43].

In 2012, a study examined the coherence between immu-
notherapy and LBR in cases with elevated antiphospholipid
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antibodies or increased peripheral blood NK cells. Intrave-
nous lipid infusions seemed to be a successful therapeutic
option for women with reproductive problems and increased
peripheral blood NK cells [44]. Check et al. stated contra-
dicting results when they compared two groups of patients
at age 40—42 years with a history of RIF or RPL. The study
was stopped after the first ten matched cycles because the
group of treated patients did not show any pregnancies while
the untreated group had 40% clinical PR and a 30% LBR.
The authors suggested that the therapy with intravenous
lipid infusions in this age group might rather be harmful
than beneficial [45]. In line with those results, an Egyptian
group compared 296 women with RPL and elevated periph-
eral blood NKs with a treatment of either intravenous lipid
infusions (2 ml diluted at 20% in 250 ml saline) or saline
(250 ml) infusion alone applied only once on the day of
oocyte retrieval. The difference between both groups was not
significant and; therefore, intravenous lipid infusions sup-
plementation did not increase biochemical pregnancies [12].
Within a study, including 40 RPL patients with NK disorders
treated with lipid infusions starting at positive pregnancy
test, every 2 weeks until 12+ 0 weeks of gestation prepreg-
nancy immune diagnostics differed significantly with higher
levels of peripheral NK (% and /ul) in RPL patients who
miscarried again as compared to controls [40].

Even though there is no large-scale study yet proving the
positive effect of intravenous lipid infusion pregnancy out-
comes, the publications reveal evidence of a positive effect.
Contradicting the lately published connection between endo-
metriosis, infertility, and increased uNK cells [38], we could
not find any evidence for patients with endometriosis being
of higher risk for elevated uNK cells. Endometriosis and
increased uNK cells therefore seem to not be interdepend-
ent. In addition, we could not detect any statistical evidence
that elevated levels of uNK cells or PC are a risk factor for
RIF or RPL.

To summarize the data, analyzing uNK cells does not
support a nonsurgical diagnosis of endometriosis whereas
the analysis of uterine PC by endometrial scratching might
be beneficial regarding the diagnosis of nonsurgically con-
firmed endometriosis and; therefore, improve the treatment
of infertility patients with endometriosis in the clinical rou-
tine. The CE seems to be an above-average frequent con-
comitant of endometriosis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: There is growing evidence that changes in the eutopic endometrial immune profile are a cause of endometriosis-
Endometrium associated infertility. Women affected by endometriosis experience a 2-fold increased risk of infertility compared
Immune cells to healthy controls. In our study we aimed to map out endometrial expressions of uterine natural killer cells,
:Elggcr):lettyriosis plasma cells, macrophages and the chemokine CXC-motif ligand 1 (CXCL1) as well as its main receptors CXC-
Human motif receptor 2 (CXCR2) and Syndecan-1 in infertility-patients with endometriosis. 36 infertility patients

were included of which 19 suffered from endometriosis and 17 served as a control cohort. All patients underwent
endometrial scratching in the secretory phase and immunohistochemical staining which was evaluated by three
independent observers. In endometriosis-patients, a higher concentration of macrophages coincided with an
elevated number of uterine natural killer cells or plasma cells. Patients with endometriosis also showed a higher
endothelial expression of VEGF-A. Furthermore, absence of stromal expression of SDC-1 was associated with an
elevated level of uNK in general. Therefore, our study links endometriosis to an altered immune cell population
in the eutopic endometrium, which might be a new approach to diagnosing endometriosis in infertility patients.

1. Introduction

Involuntary childlessness is a debilitating situation that approxi-
mately 13% of all women suffer from (Barbieri, 2019). Women affected
by endometriosis, a chronic inflammatory and estrogen-dependent dis-
ease, are experiencing an age-adjusted 2-fold increased risk of infertility
compared to women without a history of endometriosis (Prescott et al.,
2016). While there is a clear association between endometriosis and
infertility, the causal relationship is not fully understood.

Recent studies show an association between infertility and changes
of immune cell populations and their secretion products in the eutopic
endometrium (Palomino et al., 2018; Miller et al., 2017). It stands to
reason that there is an association between the chronic inflammation in
endometriosis and changes in immune cell populations of the endome-
trium that could lead to endometriosis-associated infertility. We aimed
to identify immunological changes of macrophages, uterine natural
killer (uNK) cells and plasma cells in the endometrium of women with
endometriosis-associated infertility compared to infertility-patients
without endometriosis.

Macrophages belong to the innate immune response, characterized
by Cluster of Differentiation 68 (CD68), initiating the generation of
blood vessels (Holness and Simmons, 1993; Varol et al., 2015). Previous
studies have already shown that macrophages are increased in number
and altered in function in the peritoneum of women with endometriosis
(Dunselman et al., 1988). They are believed to exacerbate the inflam-
mation and mediate the maintenance of endometriosis. Along with the
activity status, there is an increase in the secretion of their products,
such as cytokines or vascular endothelial growth factor (VEGF) (Lebovic
etal., 2001). There are contradicting results on whether macrophages in
the eutopic endometrium of women with endometriosis are increased or
decreased compared to women without endometriosis (Khan et al.,
2004; Braun et al., 2002; Berbic et al., 2009). Therefore, there is still a
lot to discover about the role of macrophages in the eutopic endome-
trium of women with endometriosis-associated infertility.

VEGF is one of the main inductors of angiogenesis (Mclaren et al.,
1996). Little is known about the influence of VEGF on the implanting
embryo, especially in women with endometriosis. On the one hand,
animal studies show that VEGF regulates decidual angiogenesis and
increases vascular permeability during the embryo implantation
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Nomenclature
CD68 Cluster of Differentiation 68
CXCL1 CXC-motif ligand 1
CXCR2 CXC-motif receptor 2
SDC-1  Syndecan-1
uNK uterine natural killer cells

VEGF-A Vascular endothelial growth factor A

(Sengupta et al., 2007). On the other hand, women suffering from
endometriosis display higher levels of VEGF-A in their peritoneal fluid
(Young et al., 2015). There are multiple studies approaching the eutopic
and ectopic expression of VEGF-A in regards to the development of
endometriosis (Yerlikaya et al., 2016). Yet, there is a scarcity of studies
focusing on the role of VEGF-A in the eutopic endometrium in view of
how endometriosis-associated infertility develops.

Another cell type associated with endometriosis and infertility are
uterine natural killer (uNK) cells. They represent 70% of the leukocytes
in the endometrium during the secretory phase of the menstrual cycle
and the time of embryo implantation (Flynn et al., 2000). It is still dis-
cussed whether uNK cells create a pro-invasive environment for the
trophoblast or — in case of increased occurrence — impair implantation
(Robson et al., 2012; Giuliani et al., 2014).

Plasma cells are leukocytes that produce large amounts of antibodies.
They originate from B lymphocytes and play a key role in the adaptive
immune response (Alberts et al., 2002). A histopathological determi-
nation of plasma cells in the endometrium is a marker for chronic
endometritis, an inflammatory disease of the endometrium. Chronic
endometritis is often asymptomatic and is found more commonly in
infertile women compared to healthy individuals (Mcqueen et al.,
2015). There is also growing evidence on the correlation between
endometriosis and chronic endometritis (Cicinelli et al., 2017).

Immune cells communicate through signaling molecules, such as
chemotactic cytokines. Those chemokines are also believed to largely
mediate the embryo-maternal cross-talk (Simon et al., 1999). The CXC
chemokine subfamily not only influences inflammatory processes and
angiogenesis but also coordinates and regulates those (Romagnani et al.,
2004). CXC motif ligand 1 (CXCL1) is a chemokine that activates leu-
kocytes and is produced by endometrial stroma cells (Nasu et al., 2001).
It acts through its main receptor CXC motif receptor 2 (CXCR2) and the
co-receptor Syndecan-1 (SDC-1) (Leonova and Galzitskaya, 2013). We
have previously shown that CXCL1 is one of the most upregulated genes
in human primary decidualized endometrial stromal cells (Hess et al.,
2007). During early implantation, the embryo secrets Interleukin-18
which induces the CXCL1 synthesis (Baston-Bust et al., 2013).

SDC-1, also known as Cluster of Differentiation 138 (CD138), is a cell
surface heparan sulfate proteoglycan that modulates and binds media-
tors of inflammation (Teng et al.,, 2012). It is mainly expressed on
plasma and epithelium cells and therefore acts as a marker for plasma
cells (Bayer-Garner and Korourian, 2001). SDC-1 plays a pivotal role in
the secretion of cytokines and angiogenic factors (Baston-Bust et al.,
2010) as well as pro- and anti-apoptotic proteins (Boeddeker et al.,
2014) and can therefore support placental angiogenesis (Boeddeker
et al., 2015). It is known already, that alterations of SDC-1 expression
are associated with adverse pregnancy outcomes (Greeley et al., 2020).

We hypothesize that immunological changes in the endometrium of
patients with endometriosis are an explanatory approach to diagnose
endometriosis-associated infertility. Therefore, the aim of this study was
to compare the expression of CXCL1, CXCR2, SDC-1, CD68 and VEGF-A
in the eutopic endometrium of women with endometriosis to those
without. Furthermore, the aforementioned biomarkers were investi-
gated in individuals with elevated uNK or plasma cells compared to
individuals with normal cell counts to further identify the role of the
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latter in endometriosis-associated infertility.
2. Material and methods
2.1. Population

Infertility patients included in the study were recruited between
November 2014 and March 2017 from the UniKiD Department of Ob-
stetrics, Gynecology and REI University Hospital Diisseldorf, Germany.
The Ethics Committee of the Heinrich Heine University Diisseldorf
approved of the study. Nineteen patients were diagnosed with endo-
metriosis while 17 served as a control cohort. Patients were selected for
the study based on the quality of the biopsy and the staining results as
well as the completeness of staining for all antibodies. Table 1 compares
the endometriosis-patients with their control cohort.

All 36 women underwent an investigation for uNK and plasma cells.
A number of at least 300 uNK cells or at least 5 plasma cells per mm? was
defined as elevated. These units were specified based on previous studies
(Bayer-Garner et al., 2004; Kuon et al., 2017). Endometrial samples
were generated by endometrial scratching during the secretory phase of
the menstrual cycle and uNK and plasma cells were analyzed by the
Placenta-Lab, Jena University Hospital, Germany.

2.2. Immunohistochemistry (IHC)

The paraffin embedded endometrial tissue was sent back from the
Placenta Lab to our laboratory. Dako EnVision FLEX Mini Kit, High pH
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) was used for the staining
process according to the manufacture’s protocol. Briefly, 4 ym sections
of endometrial tissue were dewaxed in Roticlear (Roticlear® ECO Plus,
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany). Rehydration and
epitope demasking was performed for 20 min in the EnVision Flex
Target Retrieval Solution or Target Retrieval Solution, Citrate pH 6 at
97 °C dependent on the antibody. Slides were allowed to cool down to
65 °C and washed afterwards. In order to block the endogenous perox-
idase activity, Peroxidase-Blocking Reagent was applied for 5 min. After
washing, the slides were incubated with the first monoclonal unconju-
gated antibody [Syndecan (Abd Serotec, Oxford, United Kingdom,
1:2000, Mouse IgGl), CXCR2 (R&D Systems, 1:100, Mouse IgG2A),
CXCL1 (R&D Systems, Minneapolis, United States, MAB275, 1:50,
Mouse IgG2B), CXCL1 (Abcam, Cambridge, United Kingdom, ab86436,
1:400, Rabbit IgG), CD68 XP (Cell Signaling Technology, Danvers,
United States, D4B9C, 1:400, Rabbit I1gG),VEGF-A (Abcam ab1316,
1:200, Mouse IgG1)] or an appropriate mouse/ rabbit isotype control for
30 min. After washing, the second conjugated polymer-antibody EnVi-
sion/HRP (Dako Denmark A/S) was applied for another 30 min. Binding
was visualized by incubation with DAB Chromogen for 10 min and slides
were then washed in distilled water and counterstained with 20%

Table 1
Comparison of age, Body Mass Index (BMI) and history of infertility between
patients with endometriosis and control cohort.

Patients without
endometriosis

Patients with
endometriosis

No. of patients 19 17

Mean age (years) 35.3+3.1 38.3 +4.7
Mean BMI (kg/mz) 22.7 + 2.6 22.7 £ 3.2
No. of primarily infertile patients 13 (68.4%) 14 (82.4%)
No. of secondarily infertile 6 (31.6%) 3 (17.6%)

patients
No. of patients with history of
infertility treatment

15 (78.9%) 15 (88.2%)

Mean no. of embryo transfers 4.5+25 49+24

No. of couples with male factor 8 (42.1%) 14 (82.3%)
infertility

uNK cells (median) 198 225

Plasma cells (median) 3 2.5
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haematoxylin for 6 min. Slides were dehydrated through the alcohols,
cleared in Roticlear and mounted in Roti®-Mount (Carl Roth GmbH +
Co. KG, Karlsruhe, Germany).

2.3. Image analysis

All specimens were evaluated using a Zeiss Standard microscope
(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany). Three different independent
observers analyzed the specimen and the average of the results was
calculated. The staining intensity of the luminal and glandular epithe-
lium, as well as the stromal compartment and the vessel endothelium
was evaluated on a scale of “0” (no staining), “+” (faintly positive
staining reaction), “++" (moderately positive staining reaction) and
“++4+” (strong positive staining reaction). For CD68 the number of
positive stained cells was counted in 10 random, non-overlapping mi-
croscope fields at a magnification of 100x and the mean number was
calculated.

Sections were photographed using a Nikon SMZ25 microscope with a
Nikon DS-Fi3 Camera and Nikon NIS Elements Imaging Software (Nikon

IgG control

CXCR2

VEGF

CD 68
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GmbH, Diisseldorf, Germany).
2.4. Statistical analysis

The mean number of CD68-positive cells was compared between
patients with and without endometriosis using the Mann-Whitney-U test
after performing a variance analysis. Z-score was computed for the sum
of the ranks within the control group, the U-value is the sum of the ranks
of the endometriosis-group and the p-value the corresponding proba-
bility of the U-score. Bivariate Pearson’s correlation analysis was
applied to test the relation between number of uNK or PC and macro-
phages. The remaining data were grouped and analyzed using descrip-
tive statistics due to small sample sizes. Results are presented as median,
mean =+ standard deviation or percentage.Statistical analysis was con-
ducted using IBM SPSS Statistics (Version 26 for macOS) and Microsoft
Excel (Version 16.35 for macOS).

Fig. 1. Representative photographs of IHC staining for CXCL1 (C, D), CXCR2 (E, F), VEGF-A (G, H) and CD68 (I, J) in the eutopic endometrium of women with
endometriosis (right column) and without endometriosis (left column) compared to an IgG control with endometriosis (B) and without endometriosis (A).
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3. Results

A total of 36 endometrial samples were evaluated for CXCL1 (image ¢
and d), CXCR2 (image e and f), SDC-1, VEGF-A (image g and h) and CD68
(image i and j). Representative photographs are displayed in Fig. 1. The
patients were divided into subgroups regarding the cell count (elevated
uNK, elevated plasma cells or normal cell count) and regarding the
occurrence of endometriosis. In our cohort, 38.8% of the patients pre-
sented with elevated uNK and 30.6% with elevated plasma cells hence
with chronic endometritis.

3.1. CD68-positive macrophages

The number of CD68-positive macrophages per microscopic field
was counted. The endometriosis-group had a mean number of 12.39
(+£ 2.41) cells in the stroma, while the control group had a mean number
of 5.1 (£ 1.15) cells in the stroma. In patients with endometriosis, a
significantly higher number of cells per microscopic field could be
detected compared to controls (U=1.5, z = —5.002, p < 0.001). In the
subgroups of patients with endometriosis plus elevated uNK cells (U=0,
z=-3.105, p=0.002), elevated plasma cells (U=0, z= -2.4,
p = 0.016) or with normal cell count (U=1, z = —2.722, p = 0.006) the
number of macrophages was significantly higher compared to the con-
trol group with the same elevated cell population. Mean number of cells
according to each subgroup can be seen in Table 2.

The correlation between the number of macrophages per micro-
scopic field and the number of uNK-cells per mm? can be seen in Fig. 2.

Even though not statistically significant, there is a tendency that the
number of macrophages increases with a growing number of uNK cells
in women without endometriosis (r = 0.245, p = 0.172) whereas the
number of macrophages declines with increasing uNK cells in the
endometriosis-group (r = —0.192, p = 0.238).

No such tendency could be observed when correlating the number of
macrophages with the number of PC.

3.2. Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A)

The stroma, the glandular epithelium, the surface epithelium and the
endothelium were stained positive in all samples as displayed in Table 3
and seen in images g and h of Fig. 1. Patients with endometriosis showed
higher levels of VEGF-A in their endothelium than those without
endometriosis though.

Also, the group of patients with elevated plasma cells showed a
slightly higher immunoreactivity to VEGF-A in the stroma and the
epithelium than patients with normal plasma cell levels.

Table 2

Mean number of CD68-positive macrophages per microscopic field broken down
by subgroup, uNK uterine natural killer cells, * One patient without endome-
triosis had elevated uNK and elevated plasma cells and was therefore assigned to
both subgroups, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, values are mean-
+ standard error.

CD68-positive

Macrophages

Subgroup Mean number of cells per microscopic field ~ p-value
With Without
endometriosis endometriosis

Total 12.39 +£ 241 5.10 £ 1.15 < 0.001 ***
(n=19) m=17)

Elevated uNK 11.92 + 2.24 5.23 +£1.17 0.002 **
(=6) (n=8"

Elevated plasma 13.67 £+ 1.60 5.03 +1.05 0.016 *

cells m=7) n=4H

Normal cell count 11.37 £ 2.70 4.95 +1.08 0.006 **

(n=6) (n=6)
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3.3. CXC-motif ligand 1 (CXCLI)

All 36 endometrial samples stained with a moderate intensity in
stroma, surface epithelium, glandular epithelium and endothelium. No
differences between patients with endometriosis compared to controls
could be detected (compare image c and d of Fig. 1). Furthermore, no
differences between individuals with elevated uNK or plasma cells
compared to those with normal cell counts could be observed.

3.4. CXC-motif receptor 2 (CXCR2)

The surface epithelium as well as the glandular epithelium were
evaluated in every sample with the commonest intensity faint positive as
seen in image e and f of Fig. 1. The endometrial stroma was only stained
positive in around 15% of all samples. Nonetheless, no correlation be-
tween the occurrence of positively stained stroma and affiliation to one
of the subgroups (abnormalities in the cell count or occurrence of
endometriosis) could be detected.

Every second sample showed positive staining of the endothelium,
yet no assignment of the occurrence of staining to any of the subgroups
could be identified.

In general, no difference between the subgroups could be detected as
shown in Table 3.

3.5. Syndecan-1 (SDC-1)

In the specimens of all subgroups, glandular and surface epithelium
were stained positive for SDC-1. None of the samples showed any
staining of the endothelium.

The detection of SDC-1 in the stroma varied between the subgroups.
Four patients with elevated uNK and without endometriosis showed no
staining of the stroma while in 2 patients with elevated uNK und without
endometriosis moderate staining of the stroma could be detected. In the
group of patients with endometriosis and elevated uNK only 1 patient
showed a positive stained stroma. In the rest of the samples, no staining
could be detected. The stroma was most commonly evaluated with light
to moderate staining of patients with normal cell count with endome-
triosis, while in patients with normal cell count and without endome-
triosis, there was none to light staining of the stroma. Table 3 gives an
overview over the staining intensities of all subgroups.

4. Discussion

The embryo-maternal cross-talk is mediated by endocrine and
paracrine hormones, cytokines and adhesion molecules (Lash, 2015).
While acute inflammatory changes of the endometrium are a prerequi-
site for a successful embryo implantation (Critchley et al., 1999),
chronic inflammation - as present in endometriosis — is impeding and a
relevant cause of infertility (Lessey et al., 2013). The aim of our study
was to investigate immune cell populations and signaling molecules
related to embryo implantation in the eutopic endometrium of patients
with endometriosis compared to patients without endometriosis during
the secretory phase of their menstrual cycle.

Macrophages are key players of the innate immune response, and our
results are consistent with the idea that endometriosis is an inflamma-
tory disease: we found significantly higher numbers of macrophages in
the eutopic endometrium of women with endometriosis compared to
those without. This is in line with previous studies which demonstrated a
higher tissue infiltration of macrophages in the eutopic endometrium of
women with endometriosis across all cycle phases (Khan et al., 2004;
Takebayashi et al., 2015). Other studies found contradicting results on
the occurrence of endometrial macrophages during the proliferative
phase: one describes significantly more macrophages in women with
endometriosis while the other one finds them significantly reduced
compared to women without endometriosis (Berbic et al., 2009; Braun
et al., 2002). The discrepant observations are likely due to different
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Table 3

Results of the VEGF-A, CXCR2 and SDC-1 antibody staining intensities of endometrial tissues, uNK uterine natural killer cells, E+ patients with endometriosis, E-
patients without endometriosis, “0” no staining, “+” faintly positive staining reaction, “++” moderately positive staining reaction, “++-+" strong positive staining
reaction, * One patient without endometriosis had elevated uNK and elevated PC and was therefore assigned to both groups.

VEGFA CXCR2 SDC-1
Number of = £ £
patients (n=36) ~ £ =l 2 « E § = « E = | =
L 2 = [} & 2 <} [} & S = ]
E+ (19) SRS IS o = RS B ol = =l S RS s ==
E-(17)* s | s=|€=| 8 || 5= |€=|3| 5|5 | €= 2
5 |08 |38 & | 8|08 |38 | S |H |0 | 38|38
Elevated E+ (6) +/ T ++/ | ++/ | O T 4 o/ | Of | ++/ ++/ 0
uNK ++ +++ |+t + + +++ +++
E- (8) +/ ++ ++/ +/ 0 + + o/ 0 ++/ ++/ 0
++ +++ | 4+ + +++ +++
Elevated E+ (7) ++ ++/ +++ | ++/ | O + + o/ | + ++/ ++/ 0
plasma +++ +++ + +++ +++
cells | E- (4)* ++ ++/ +++ ++ 0 + + o/ | ++ ++/ +++ 0
+++ + +++
Normal E+ (6) +/ ++ ++ | +++ | O + + o/ | +/ ++/ +++ 0
cell ++ + | |t
count E- (6)* +/ ++ ++ +/ 0 + + 0/ | 0/ | +++ ++ 0
++ ++ + +

CD68 antibody clones used (clone PG vs. PK1 and clone D4B9C in our
study). In addition to previous findings, our study demonstrates that the
presence or absence of uNK and plasma cells is not correlated with the
presence of macrophages and their increased infiltration in women with
endometriosis. Still, we observed the tendency that in endometriosis
patients an increase in macrophages suppresses uNK cell numbers whilst
the correlation is the other way around in the control cohort. A mutual
influence of uNK cells and macrophages is already conceivable, since
they fulfill similar functions in the eutopic endometrium: both cell types
are involved in the remodeling of spiral arteries and the invasion of the
trophoblast and therefore - provided they are present in adequate
numbers and differentiation - ensure successful embryo implantation
(Faas and De Vos, 2017). The pathways through which macrophages,

uNK and plasma cells alter endometrial receptivity in women with
endometriosis are complex and more research is required to further
understand the interactions between them (Vallve-Juanico et al., 2019).
However, our results confirm that endometriosis is associated with an
altered expression of macrophages in the eutopic endometrium of pa-
tients undergoing infertility treatment.

We also focused on the expression of VEGF-A as an important
inductor of physiological and pathological angiogenesis in the human
endometrium (Smith, 1996). We detected positive staining for VEGF-A
in the endometrium of all specimen. Similar to the study of Takehara,
we found VEGF-A expression mostly in the glandular and surface
epithelium with milder staining intensity in the stroma (Takehara et al.,
2004). Additionally, our results reveal that higher expression of VEGF-A
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in patients with endometriosis is limited to the endothelium of the
endometrial vessels. In other compartments of the endometrium,
VEGF-A expression had the same intensity in women with and without
endometriosis. Since blood vessels develop mainly during the secretory
phase, it is no surprise to detect VEGF-A in the endothelium. We assume
that the higher endothelial expression found in endometriosis patients
might be due to an impaired angiogenesis and could therefore be linked
to endometriosis-associated infertility. This observation is in contrast to
the findings of Yerlikaya, who finds similarly high eutopic expression of
VEGF-A mRNA in both, patients with and without endometriosis (Yer-
likaya et al., 2016). The group used quantitative real-time PCR to
determine VEGF-A mRNA expression while we relied on immunohisto-
chemical detection of VEGF-A. Therefore, it is likely that the overall
amount of VEGF-A in the endometrium is comparable in both women
with and without endometriosis and that our results reflect a different
distribution within the endometrium. In order to better understand the
link between impaired angiogenesis and endometriosis-associated
infertility, comprehensive studies focusing on the eutopic endome-
trium of women with endometriosis are needed.

Immune cells secrete and communicate through chemokines such as
CXCL1 which acts via its receptors CXCR2 and SDC-1. Our previous
study has shown how SDC-1 functions as an important regulator of
CXCL1 expression in endometrial stroma cells (Baston-Buest et al.,
2017). In the present study, which is composed of infertility patients, we
found high immunoreactivity of CXCL1 in all compartments of the
endometrium, with equally intense staining in all specimen. CXCR2 was
only faintly detected in glandular and surface epithelium, its immuno-
reactivity was similarly to CXCL1 both not affected by the presence of
endometriosis or elevated immune cells in the investigated subgroups.
Both, the chemokine and its receptor, seem to be upregulated in human
endometrium during the secretory phase regardless of the presence of
endometriosis.

SDC-1, on the other hand, is involved in uterine angiogenesis and
very low levels of SDC-1 have been linked to adverse pregnancy out-
comes (Greeley et al., 2020). We detected high levels of SDC-1 mainly in
the glandular and surface epithelium of all specimen, which is in
accordance with previously published data (Lai et al., 2007). The stro-
mal expression of SDC-1 was lower than in other compartments of the
endometrium. Interestingly, this effect was even more significant in the
group of patients who displayed elevated levels of uNK cells. After all,
low stromal expression of SDC-1 in patients with elevated uNK is an
observation that is in contrast to the findings of Chen et al. They
demonstrated a correlation between high levels of SDC-1 and elevated
uNK cells in the endometrium of women with recurrent miscarriage
(Chen et al., 2020). Unlike our study, where uNK cells were counted per
1 mm? specimen slide, Chen et al. measured elevated uNK cells in
relation to stroma cells (uNK cell density). In total, they found elevated
uNK cells only in 14% of the women while in our cohort and with our
method of measurement, 38.8% displayed elevated levels of uNK. As
demonstrated before, SDC-1 expression might also vary throughout the
menstrual cycle (Lai et al., 2007), and therefore, differ between LH+ 7
(Chen et al.) and a variety of measuring points during the secretory
phase (our study).

5. Conclusion

Infertility is a common symptom in women suffering from endome-
triosis, and while much research has been done to clarify the genesis of
the disease itself, little is known about endometriosis-associated infer-
tility. Our study focusses on the eutopic endometrium of infertile pa-
tients with and without endometriosis and links immunological and
angiogenic changes to endometriosis-associated infertility. Future in-
vestigations should examine the complex correlation between immu-
nological changes in the eutopic endometrium of patients with
endometriosis-associated infertility and its potential impact on suc-
cessful implantation and gestation.
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3 Diskussion

Die Endometriose ist eine schwerwiegende, chronisch-inflammatorische Erkrankung,
die mit dem Leitsymptom der Infertilitat einhergeht. Vom Einsetzen der ersten
Symptome bis zur Diagnose vergehen im Schnitt zehn Jahre [126] und haufig tritt die
Erkrankung erst durch einen unerfillten Kinderwunsch erstmals in Erscheinung. Bis
heute ist die Endometriose nur Uber eine Laparoskopie sicher zu diagnostizieren [19].
In der vorgelegten Arbeit haben wir das eutope Endometrium von Frauen mit
Endometriose-assoziierter Infertilitdt auf das Vorkommen von Zellen und Mediatoren
der Inflammation und Angiogenese untersucht und diese mit einer infertilen Kohorte

ohne Endometriose verglichen.

Auf der Suche nach nicht-invasiven Biomarkern riicken vermehrt uterine Plasmazellen
in den Fokus. Das liegt daran, dass ein vermehrtes Vorkommen von uterinen
Plasmazellen als diagnostischer Marker fur die chronische Endometritis dienen, und
Endometriose und chronische Endometritis haufig gemeinsam auftreten [106]. Beide
Erkrankungen sind chronische, inflammatorische Prozesse, die sich in der
Gebarmutterschleimhaut abspielen. Das erhohte Vorkommen von chronischer
Endometritis bei Endometriose-Patientinnen konnte durch rezidivierende bakterielle
Infektionen bedingt sein, die aufgrund der dysregulierten retrograden Menstruation
entstehen. Es ist denkbar, dass die vermehrt vorkommenden Plasmazellen im eutopen
Endometrium durch retrograde Menstruation in die freie Bauchhdhle geraten und dort

die Entzindung der Endometriose unterhalten.

In unserer Kohorte von grofitenteils kaukasischen Endometriose-Patientinnen lag die
Inzidenz der chronischen Endometritis bei 12,9% [127]. Das Kontrollkollektiv zeigte in
10% der Falle eine chronische Endometritis. Das Risiko flir Endometriose-Patientinnen,
ebenfalls an einer chronischen Endometritis zu leiden, war im Vergleich zum
Kontrollkollektiv um das 1,3-fache erhoht. Aufgrund einer geringen Gruppengroflie

konnten wir jedoch keine statistische Signifikanz errechnen.

Die Forschungsgruppe um Takebayashi et al. fand in einer japanischen Kohorte von
Endometriose-Patientinnen eine vergleichsweise hohe Inzidenz der chronischen
Endometritis von 52,94%. Auflerdem stellten sie einen signifikanten Unterschied zu
dem Kontrollkollektiv heraus, die nur in 27,02% unter chronischer Endometritis litten
[106]. Takebayashi et al. nutze zwar ebenfalls CD-138 als immunologischen Marker

zum histochemischen Nachweis von Plasmazellen, unklar bleibt jedoch, ab welcher
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Plasmazellzahl im histopathologischen Biopsat die Diagnose chronische Endometritis
gestellt wurde. In der vorgelegten Arbeit wurden mindestens 5 Plasmazellen pro mm?
gefordert, bevor die Diagnose chronische Endometritis gestellt wurde und eine
Indikation zur Behandlung vorlag. Es existiert jedoch keine einheitliche Definition
hinsichtlich der Anzahl von Plasmazellen bei chronischer Endometritis, unser

angenommene Zelldichte basiert auf der Publikation von Bayer-Garner et al. [128].

Hinzu kommt, dass unsere Proben durch endometriales Scratching bei Frauen
gewonnen wurden, die sich zur Zeit der Probenentnahme in einer
Kinderwunschbehandlung befanden. Takebayeshi et al. nutzten endometriales
Gewebe, das durch eine Hysteroskopie bei einer gynakologischen Grunderkrankung
gewonnen wurde. Obwohl wir unser Ergebnis nicht mit einem Fehlerniveau von < 0,05
darstellen konnten, ist der immunhistochemische Nachweis von Plasmazellen im nicht-
invasiv entnommenen, eutopen Endometrium unserer Meinung nach ein neuer Ansatz
in der Suche nach Biomarkern fur die Endometriose und sollte in grofieren Kollektiven

weiter untersucht werden.

Die chronische Endometritis ist mit einem erhéhten Risiko fir Infertilitat assoziiert [129].
In unserer infertilen Kohorte betrug die mittlere Inzidenz der chronischen Endometritis
11,6%. Andere Studien, welche die chronische Endometritis bei Frauen mit RIF
untersuchten, fanden eine Inzidenz von 30-66% [102, 103, 130]. Ahnlich wie oben
beschrieben unterscheiden sich die Entnahmemethode und die Grunderkrankung: die
erwahnten Studien gewannen das Material bei Hysteroskopien, die aufgrund
gynakologischer Grunderkrankungen durchgeflhrt wurden. Unsere Patientinnen waren

— abgesehen von ihrer (Endometriose-assoziierten) Infertilitat - gesund.

Wir stellten uns die Frage, ob die Behandlung der chronischen Endometritis mit dem
Breitspektrumantibiotikum  Doxycyclin  einen  positiven  Effekt auf die
Schwangerschaftsrate von infertilen Frauen hat. In unserer Kohorte litten 13 Frauen an
chronischer Endometritis, davon wurden 9 mit Doxycyclin behandelt. Von den vier
unbehandelten Patientinnen wurde eine bereits im Diagnoseintervall schwanger und
die verbleibenden drei Patientinnen wurden in unserem kooperierenden Zentrum in
Heidelberg betreut, wo erst ab 10 Plasmazellen/mm? im eutopen Endometrium eine
Indikation zur Behandlung gestellt wird. Die Lebendgeburtrate vor und nach
Behandlung mit Doxycyclin stieg in unserer Kohorte von 11,1% auf 28,57%, wobei
aufgrund der sehr geringen Gruppengrolie keine Signifikanzen berechnet werden

kénnen. Eine groRe Studie mit 421 RIF-Patientinnen zeigte, dass die Lebendgeburtrate
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von Frauen mit RIF und erfolgreich behandelter chronischer Endometritis signifikant
hoher war als die derjenigen Frauen, die an RIF aber nicht an chronischer Endometritis
litten [130]. Der Vergleich der Lebendgeburtraten vor und nach Eradikation der
chronischen Endometritis fehlt hingegen. Aus der Studie kann lediglich abgeleitet
werden, dass die chronische Endometritis ein behandelbarer Ausléser von RIF sein
konnte. Johnston-MacAnanny et al. konnten hingegen zeigen, dass RIF-Patientinnen
mit chronischer Endometritis zwar niedrigere Implantationsraten als RIF-Patientinnen
ohne chronische Endometritis aufweisen, dass eine antibiotische Behandlung jedoch
nicht zu einer verbesserten Schwangerschaftsrate fuhrt [103]. Cicinelli et al. haben 61
Patientinnen mit RIF und chronischer Endometritis mit Doxycyclin behandelt und im
Anschluss 15 Patientinnen mit persistierender chronischer Endometritis identifiziert.
Sowohl die Schwangerschafts- als auch die Geburtenrate war in der Gruppe mit
erfolgreich behandelter chronischer Endometritis signifikant héher als in der Gruppe, in
der die chronische Endometritis persistierte [102]. Aus den dargestellten Studien wird
deutlich, dass es neben unserer Arbeit bisher keinen Vergleich von Schwangerschafts-
und Lebendgeburtraten bei Frauen mit chronischer Endometritis vor und nach der
antibiotischen Behandlung gibt. In der vorgelegten Arbeit zeigte sich ein Trend zu einer
Verbesserung der Lebendgeburtrate nach Behandlung, wir konnten jedoch aufgrund
unserer kleinen Kohorte keine Signifikanzen errechnen. Auflerdem fehlt in der
vorliegenden Arbeit die Uberpriifung des Behandlungserfolges, da wir nach Doxycyclin-
Gabe keine standardmaflige Re-evaluation des Endometriums auf das Vorkommen von
Plasmazellen durchgefuhrt haben. WeiterfUhrende Studien mit einem gréReren
Patientenkollektiv sollten die Effektivitat der antibiotischen Behandlung bei RIF,
Endometriose  und/oder chronischer Endometritis durch  Vergleiche der
Lebendgeburtrate vor und nach Behandlung weiter untersuchen und durch erneute

Evaluation des eutopen Endometriums den Behandlungserfolg Uberprifen.

Neben den Plasmazellen haben wir das eutope Endometrium hinsichtlich einer
weiteren wichtigen Zellpopulation untersucht: den uNK-Zellen. Wir haben uns gefragt,
ob uNK-Zellen bei Endometriose-Patientinnen vermehrt vorkommen und ob die
Behandlung mit Intralipid® — welches in vitro die Toxizitat von natlrlichen Killerzellen
unterdriicken kann - zu verbesserten Schwangerschaftsraten bei Frauen fuhrt, die
erhohte uNK-Zelle aufweisen. Die Normwerte fiur uNK-Zellen wurden an fertilen
Spenderinnen ermittelt; eine erniedrigte Zahl liegt bei <40 Zellen/mm? vor, der

Normbereich umfasst 40-300 uNK-Zellen/mm? und von einer erhdhten Anzahl spricht
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man ab 300 Zellen/mm?. Insgesamt fanden wir (iber die gesamte Kohorte von 171
untersuchten Patientinnen hinweg eine durchschnittliche uNK-Zellzahl von
111,51(£142,66) Zellen/mm?. Kuon et al. fanden bei Patientinnen mit PRL eine
durchschnittliche uNK-Zellzahl von 256,5(x212) Zellen/mm?, die gegeniiber der
gesunden Kontrollkohorte (148+73/mm?) signifikant erhéht war [98]. Die beiden
Mittelwerte der Studien weichen zwar voneinander ab, die Daten zeigen jedoch auch
eine sehr breite Streuung, sodass die Ergebnisse beider Studien in demselben
GroRenbereich liegen. In beiden Studien wurde das Endometrium mithilfe einer
vaginalen Biopsie wahrend der sekretorischen Zyklusphase entnommen. Die
Forschungsgruppe um Kuon nutzte zum uNK-Zellennachweis einen CD56-Antikorper,
wohingegen sich unsere Analyse auf den Nachweis durch CD138 stiutzt. Zusatzlich
setzen sich die beiden Kohorten aus unterschiedlichen Patientinnen zusammen: in
unserer Kohorte litten lediglich 19% der getesteten Patientinnen unter wiederholten
Spontanaborten, 39% hatten Endometriose. Die Gruppe um Kuon betrachtete nur
Patientinnen mit wiederholten Spontanaborten und verglich diese mit einer gesunden
Kontrollgruppe. Aufgrund der genannten Unterschiede im Studiendesign und der
breiten Streuung um den Mittelwert lassen sich der abweichende Durchschnitt der uNK-
Zelldichte in der Gruppe um Kuon gut erklaren. Tuckermann et al., eine
Forschungsgruppe aus England, zeigte bei einer Kohorte von 87 Patientinnen mit
wiederholten Spontanaborten ebenfalls eine erhdhte endometriale uNK-Zelldichte im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe [131]. Die absoluten Zahlen lassen sich
jedoch nicht vergleichen, da die Gruppe CD56-positive Stromazellen in Relation zu
allen Stromazellen betrachtete. Dem entgegen steht unser Ergebnis, welches besagt,
dass erhohte uNK-Zellen keinen Risikofaktor fur das Auftreten von RIF oder RPL
darstellen. Dies mag jedoch daran liegen, dass wir die Patientinnen mit RIF und RPL
zwar mit einer Kohorte verglichen haben, die nicht an RIF oder RPL leidet, jedoch
ebenso infertil ist. Moglicherweise zeigt sich die erhohte uNK-Zellzahl bei RPL
Patientinnen erst dann, wenn man sie mit vollkommen gesunden Patientinnen

vergleicht.

Betrachtet man nun die uNK-Zelldichte bei Patientinnen mit Endometriose, so konnten
wir in unserer Kohorte keinen Unterschied zwischen Patientinnen mit und ohne
Endometriose ausmachen. Wir kamen zu dem Schluss, dass Patientinnen mit
Endometriose kein erhohtes Risiko fur vermehrte uNK-Zellen haben und sich uNK-

Zellen dementsprechend auch nicht als Biomarker zur Diagnose von Endometriose
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eignen. Zu unserem Wissen liegen bisher keine vergleichbaren Studien vor, die sich
mit dem Zusammenhang von Endometriose und erhohter uNK-Zelldichte befasst
haben. Bekannt ist allerdings, dass Frauen, die einen erhohten Anteil an zytotoxischen
CD16+ uNK-Zellen aufweisen — mit oder ohne Endometriose — ein erhohtes Risiko fur
RPL oder Infertilitat haben [91]. Womaoglich spielt weniger die Anzahl aller uNK-Zellen
eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der (Endometriose-assoziierten)
Infertilitat als vielmehr ihre Toxizitat. Dies wirde erklaren, weshalb in der vorgelegten
Arbeit eine erhohte uNK-Zellzahl zwar kein Risikofaktor fir RIF oder RPL ist, die
Therapie mit intravendsem Intralipid® jedoch zu besseren Schwangerschaftsraten fiihrt.
Die Beobachtung des Therapieerfolgs bleibt beschreibend und kann nur als Trend
angesehen werden, da das Patientenkollektiv zu klein war. Der Effekt zeigt sich jedoch
in allen Untergruppen (Endometriose vs. keine Endometriose und RIF/RPL vs. kein
RIF/RPL). Wir schlie®en uns demnach vorherigen Studien in der Empfehlung an, bei
unerklarter Infertilitat und erhdhten uNK-Zellen mit Intralipid® zu behandeln [132, 133].
Es besteht jedoch weiterhin die Notwendigkeit groferer Studien, die
Schwangerschaftsraten von Frauen mit erhdhten uNK-Zellen vor und nach der
Behandlung mit Intralipid® vergleichen und den genauen Effekt auf die uNK-Zelltoxizitat
darstellen [134].

Als Teil der initialen Immunantwort spielen auch ortsstandige Makrophagen des
eutopen Endometriums bei inflammatorischen Prozessen eine Rolle. In der vorgelegten
Arbeit konnte wahrend der sekretorischen Zyklusphase eine signifikant héhere Anzahl
von Makrophagen im eutopen Endometrium von Frauen mit Endometriose im Vergleich
zu Frauen ohne Endometriose gezeigt werden [135]. Dies bestatigt die Annahme, dass
Endometriose eine inflammatorische Erkrankung ist und immunologische
Veranderungen auch im eutopen Endometrium stattfinden. Unser Ergebnis stimmt mit
dem vorheriger Studien Uberein, die Uber alle Zyklusphasen hinweg eine erhdhte
Anzahl von Makrophagen bei Frauen mit Endometriose fanden [63, 79], wenngleich die
Anzahl der endometrialen = Makrophagen erheblichen, zyklusabhangigen

Schwankungen unterworfen ist [136].

Bezlglich der proliferativen Zyklusphase gibt es widersprichliche Studien: eine
Forschungsgruppe aus Chicago verglich das eutope Vorkommen von CD68-positiven
Makrophagen bei 51 Endometriose-Patientinnen und stellte es 24 gesunden Kontrollen
gegenuber [80]. Dabei fanden sie eine signifikant reduzierte Infiltration von

Makrophagen bei Endometriose-Patientinnen und zudem eine signifikant reduzierte

Dissertationsschrift — Nadine Freitag



Diskussion 21

Anzahl von apoptotischen Zellen. Die Gruppe interpretiert das Ergebnis dahingehend,
dass die Markrophagen moglicherweise vermehrt in ektope Endometrioseherde
einwandern, dadurch im eutopen Endometrium fehlen, was wiederum zu einer
verminderten Apoptoserate fiihrt und letztendlich ein verbessertes Uberleben der
Endometriumzellen und damit das Fortbestehen der Endometriose begunstigt [80].
Dem gegenuber steht das Ergebnis von Berbic et al., die ebenfalls
immunhistochemisch die Makrophagen-Infiltration im eutopen Endometrium wahrend
der proliferativen Zyklusphase bei 21 Frauen mit und 20 Frauen ohne Endometriose
verglichen [137]. Die Gruppe fand eine signifikant hdhere Anzahl an CD68-positiven
Makrophagen im eutopen Endometrium von Frauen mit Endometriose. Es fallt auf, dass
die unterschiedlichen Forschungsgruppen auf verschiedene CDG68-Antikorperklone
zuruckgriffen: wahrend Braun, Berbic und Takebayashi et al. den PGMI-Klon [63, 80,
137] verwendeten, nutzte Khan et al. den KPI-Klon [79] und wir den D4B9C-Klon.
Weiterhin unterscheiden sich die Studien durch die Auswahl der Population: wahrend
Berbic et al. die Endometriumbiopsien von Endometriose-Patientinnen gewannen, die
aufgrund einer Schmerzsymptomatik eine laparoskopische Abklarung erhielten, sind
unsere Studienteilnehmerinnen — ebenso wie bei Braun und Khan et al. [79, 80] —
Kinderwunschpatientinnen. Die Population von Takebayashi et al. setzt sich wie oben

beschrieben aus Frauen mit gynakologischen Grunderkrankungen zusammen [63].

Insgesamt herrscht bezogen auf die Anzahl von Makrophagen im eutopen
Endometrium von Endometriose-Patientinnen und die Zykus-bedingten Schwankungen
eine eher heterogene Studienlage. Unser Ergebnis reiht sich in den Gberwiegenden Teil
der Studien ein, die eine vermehrte Infiltration der Makrophagen bei Patientinnen mit
Endometriose-assoziierter Infertilitdt beobachten. Zusatzlich konnten wir zeigen, dass
die erhéhte endometriale Infiltration auch dann signifikant hdher in der Endometriose-
Gruppe war, wenn man nur Patientinnen miteinander vergleicht, die entweder erhéhte
uNK-Zellen, erhohte Plasmazellen oder normale Zellzahlen hatten. Es zeigte sich eine
leichte Tendenz, dass Frauen mit Endometriose bei steigender Makrophagenzahl eine
geringere uNK-Zelldichte haben, wogegen der Zusammenhang bei Frauen ohne
Endometriose genau andersrum ausfallt: je mehr Makrophagen, desto mehr uNK-
Zellen. Diese Beobachtungen lassen sich bei geringer Gruppengrof3e allerdings nicht
statistisch signifikant darstellen. Eine wechselseitige Beeinflussung von uNK-Zellen
und Makrophagen ist jedoch schon deshalb denkbar, da sie im eutopen Endometrium

ahnliche Funktionen erflllen: beide Zellarten sind am Umbau der Spiralarterien und der
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Invasion des Trophoblasten beteiligt und sorgen daher — sofern sie in angemessener
Zahl und Differenzierung vorliegen — fir die erfolgreiche Embryoimplantation [138]. Da
in der vorgelegten Arbeit CD68 als Pan-Makrophagen-Marker genutzt wurde, kann
keine Aussage Uber die Art der Differenzierung — in M1 oder M2 Makrophagen —
getroffen werden. Die aktuelle Literatur zeigt, dass jene Makrophagen, die das eutope
Endometrium von Frauen mit Endometriose infiltrieren, haufiger zu M1 als zu M2
Makrophagen differenziert sind als bei Frauen ohne Endometriose [63]. Die M1 Zelllinie
neigt eher zur Produktion proinflammatorischer Zytokine und zur Phagozytose von
Erregern, wahrend die M2 Makrophagen die inflammatorische Antwort reduzieren und
die Angiogenese sowie den Gewebeneu- und umbau initiieren [139]. Die wechselseitige
Beeinflussung von uNK-Zellen und Makrophagen kénnte sich im Endometrium von
Frauen mit Endometriose also deshalb wie oben beschrieben verandern, weil die
Makrophagen anders differenziert sind und eine andere Funktion ausuben als bei
Frauen ohne Endometriose. Die gegenseitige Beeinflussung dieser beider Zelllinien ist
in unserer Arbeit erstmals beschrieben, bedarf allerdings weiterfihrender Studien, die
sich ausfiuhrlich mit den Eigenschaften von uterinen Makrophagen, ihrer
Differenzierung und ihrer Interaktion mit anderen Immunzellpopulationen
auseinandersetzen und die Ergebnisse in Zusammenhang mit dem Auftreten einer

Endometriose-assoziierten Infertilitat bringen.

Sowohl Makrophagen als auch uNK-Zellen sind in der Lage, VEGF-A, den wichtigsten
Induktor der Angiogenese, zu sezernieren [92]. VEGF-A vermag im Endometrium
sowohl physiologische als auch pathologische GefalRneubildung zu vermitteln [140],
weshalb wir uns in der vorgelegten Arbeit genauer mit der endometrialen Expression
bei Frauen mit und ohne Endometriose befasst haben. Wir konnten zeigen, dass sich

VEGF-A in allen Endometriumproben anfarben lasst.

Ahnlich zu den Ergebnissen von Takehara et al., die ebenfalls eine Gruppe von
Endometriose-Patientinnen mit einem gesunden Kontrollkollektiv verglichen, war
VEGF-A vor allem im glanduléaren und im Oberflachenepithel des Endometriums sowie
mit schwacherer Farbung im Stroma zu finden [141]. Wir stellten aulerdem heraus,
dass die Gruppe der Endometriose-Patientinnen eine starkere VEGF-A-Expression im
Gefaliendothel als die Gruppe ohne Endometriose zeigte. In allen anderen Schichten
des Endometriums (Stroma, glandulares und Oberflachenepithel) zeigte sich kein
Unterschied zwischen Patientinnen mit und ohne Endometriose. Takehara et al.

beschreibt ein insgesamtes Uberwiegen der VEGF-A-Expression bei Frauen mit
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Endometriose, welches zwar durch eine =zusatzliche Bestimmung der mRNA
(messenger ribonucleic acid) Expression von VEGF-A quantifiziert wurde, jedoch keine
Feinanalyse der einzelnen Schichten zulasst [141]. Die beiden Studien unterscheiden
sich insofern, als dass unser Patientinnenkollektiv aufgrund eines unerflllten
Kinderwunsches in Behandlung war, wahrend die von Takehara et al. untersuchten
Probandinnen bei Verdacht auf eine Endometriose laparoskopiert wurden [141].
Zusatzlich beinhaltete die Messung der Gruppe von Takehara et al. Gewebeproben
sowohl von der proliferativen als auch der sekretorischen Zyklusphase, wahrend in der
vorgelegten Arbeit lediglich die sekretorische Zyklusphase betrachtet wurde [141]. Im
Gegensatz zu den eben genannten Ergebnissen, die beide ein Uberwiegen der
endometrialen VEGF-A Expression bei Frauen mit Endometriose beschreiben,
kommen Yerlikaya et al. zu einem anderen Schluss: sie fanden keinen signifikanten
Unterschied in der VEGF-A mRNA Expression im eutopen Endometrium von Frauen
mit und ohne Endometriose. Die Gruppe konnte jedoch eine signifikant erhohte
Expression des VEGF-A Rezeptors VEGFR (Vascular Endothelial Growth Receptor)
bei Frauen mit Endometriose nachweisen. Das Patientinnenkollektiv setzte sich aus
Frauen mit Endometriose zusammen, von denen einige ebenfalls unter Infertilitat litten,
und wurde mit einer Gruppe von Frauen ohne Endometriose verglichen. Die Enthahme
des Endometrium erfolgte in den Uberwiegenden Fallen wahrend der proliferativen oder
der sekretorischen Zyklusphase [87]. In der vorgelegten Arbeit erfolgte keine
quantitative Messung der VEGF-A Expression, sondern lediglich ein Vergleich der
immunhistochemischen Expression in den einzelnen Schichten des Endometriums
zwischen infertilen Frauen mit und ohne Endometriose. Daher ist der Aussagewert
unserer Studie hinsichtlich der gesamten Menge an VEGF-A bei Frauen mit oder ohne
Endometriose begrenzt, wir konnten jedoch erstmals eine andere VEGF-A-Verteilung
innerhalb des Endometriums mit verstarkter endothelialer Expression bei Frauen mit
Endometriose beobachten. Die Ausbildung uteriner Gefalle findet vor allem wahrend
der sekretorischen Phase in Vorbereitung auf die Embryoimplantation statt. In der
Literatur haufen sich die Hinweise darauf, dass eine gestorte Angiogenese in der
embryo-maternalen Schnittstelle die erfolgreiche Implantation beeintrachtigen kann
[85]. Chen et al. fanden bei einer Gruppe von Patientinnen mit RSA eine vermehrte
Anzahl von kleinen Gefalten im Endometrium genau sieben Tage nach dem Eisprung
im Vergleich zu einem gesunden Kontrollkollektiv. Sie stellten die Hypothese auf, dass
ein zu schnelles Reifen des Gefallnetzwerks mit dem Auftreten von Aborten assoziiert

sei [142]. Zusatzlich konnte die Gruppe zeigen, dass die VEGF-A Expression bei
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Frauen mit RSA im Vergleich zum Kontrollkollektiv erhéht ist und somit das Auftreten
von RSA mit einer erhdhten Angiogenese einherzugehen scheint [143]. Ein vermehrtes
Vorkommen von VEGF-A im Endothel endometrialer GefédRe bei Frauen mit
Endometriose konnte ein Hinweis darauf sein, dass auch der Endometriose-
assoziierten Infertilitat eine pathologische Angiogenese zugrunde liegt. Basierend auf
unserer Recherche ist die vorliegende Arbeit die erste, die eine eutope VEGF-A
Expression bei Frauen mit Endometriose in Zusammenhang mit einem unerfiillten
Kinderwunsch bringt. Zukunftig sollte die Neubildung von GefalRen wahrend der
Embryoimplantation bei Frauen mit Endometriose-assoziierter Infertilitat naher

untersucht und sie mit fertilen Kontrollen verglichen werden.

Ein weiteres Signalmolekll im embryo-maternalen Dialog ist das Chemokin CXCLA1,
welches seine Wirkung Uber den Rezeptor CXCR2 und den Co-Rezeptor SDC-1
entfaltet [111, 115]. Vorherige Studien unserer Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen,
dass SDC-1 ein wichtiger Regulator der CXCL1-Expression in endometrialen
Stromazellen ist [121]. Die vorliegende Arbeit demonstriert eine hohe Expression von
CXCL1 in allen Abschnitten des Endometriums bei der gesamten Kohorte von
Kinderwunschpatientinnen, wobei keinerlei Unterschiede zwischen Patientinnen mit
und ohne Endometriose sowie zwischen Patientinnen mit normalen oder veranderten
uNK- bzw. Plasmazellzahlen ausgemacht werden konnte. Nasu et al. konnten bereits
2001 eine CXCL1-Expression in endometrialen Stromazellen nachweisen, die wahrend
der sekretorischen Zyklusphase im Vergleich zur proliferativen Zyklusphase signifikant
erhoht war [144]. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen fanden Kitaya et al. eine
geringe epitheliale und endotheliale CXCL1-Expression bei infertilen Frauen mit
chronischer Endometritis, wogegen Kinderwunschpatientinnen ohne chronische
Endometritis keine Farbung des Epi- und Endothels aufwiesen [100]. Die Gruppe nutzte
denselben CXCL1-Antikdrper in derselben Verdinnung wie in der vorliegenden Arbeit.
Dennoch muss bedacht werden, dass in beiden Studien kleine Gruppen von
Patientinnen untersucht wurden (21 Patientinnen bei Kitaya et al. und 36 Patientinnen
in unserer Kohorte) [100]. Das endometriale Vorkommen von CXCL1 in den
verschiedenen Schichten sollte an gréReren Populationen weiter untersucht werden,
um eine valide Aussage treffen zu kdnnen. Fir CXCR2 ergab sich in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls kein Unterschied zwischen Endometriose-Patientinnen und Kontrollen
bzw. zwischen Patientinnen mit erhohten oder normalen Immunzellpopulationen. Wir

fanden eine leichte Expression von CXCR2 im Drisen- und Oberflachenepithel aller
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Patientinnen, sowie eine leichte Farbung des vaskularen Endothels. Insgesamt
scheinen sowohl CXCL1 als auch CXCR2 im Endometrium wahrend der sekretorischen
Zyklusphase hochreguliert zu sein, wobei ihre Expression nicht von dem
Vorhandensein einer Endometriose oder erhohten uNK- bzw. Plasmazellen abhangig
ist. Betrachtet man den Co-Rezeptor SDC-1, so konnten wir seine Expression vor allem
im Drusen- und Oberflachenepithel aller Proben zeigen. Dies stimmt mit der vorherigen
Literatur Uberein: Lai et al. fanden wahrend der sekretorischen Zyklusphase eine
hochregulierte SDC-1 Expression im Drisenepithel und eine erniedrigte Expression im
Stroma im Vergleich zur proliferativen Zyklusphase [145]. Wir fanden ebenfalls eine
niedrigere stromale SDC-1 Expression im Vergleich zu anderen Schichten des
Endometriums. Interessanterweise tritt der Unterschied dann noch deutlicher in
Erscheinung, wenn zusatzlich erhdhte uNK-Zellen vorlagen. Eine erniedrigte stromale
SDC-1 Expression scheint also mit dem Auftreten von erhéhten uNK-Zellen assoziiert
zu sein, was den Ergebnissen der Forschungsgruppe um Chen et al. widerspricht. Sie
fanden einen Zusammenhang zwischen einer erhéhten SDC-1 Expression und dem
vermehrten Vorkommen von uNK-Zellen. Chen et al. untersuchten nur Patientinnen mit
RSA und fanden Uber die gesamte Kohorte hinweg lediglich bei 14% der Patientinnen
erhohte uNK-Zellen [146], wahrend wir bei 38,8% der Kinderwunschpatientinnen
erhdhte uNK-Zellen detektierten. Moglicherweise lassen sich die gefundenen
Unterschiede damit erklaren, dass unsere Population auch Patientinnen einschloss, die

an RIF, Endometriose-assoziierter oder idiopathischer Infertilitat litten.

3.1 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Die vorliegende Arbeit gibt eine Ubersicht Giber relevante Zellen und Mediatoren der
Inflammation und Angiogenese im eutopen Endometrium von Frauen mit
(Endometriose-assoziierter) Infertilitat. Wir konnten zeigen, dass Frauen mit
Endometriose tendenziell haufiger unter chronischer Endometritis leiden als Frauen
ohne Endometriose, weshalb wir eine Untersuchung des eutopen Endometriums bei
Frauen mit Verdacht auf Endometriose-assoziierte Infertilitdit empfehlen. An unsere
Arbeit anknlpfend erscheint es sinnvoll, das Vorkommen von uterinen Plasmazellen

als mdglichen Biomarker fur die Endometriose weiter zu untersuchen.

In unserer Arbeit scheinen sich die Schwangerschaftsraten von Frauen mit chronischer
Endometritis durch die Behandlung mit Doxycyclin zu verbessern, allerdings sollte

dieses Ergebnis durch eine gréRere Kohorte von Frauen Uberprift und der
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Behandlungserfolg durch eine Nachkontrolle des Endometriums bewertet werden.
Frauen mit und ohne Endometriose litten in unserer Kohorte gleich haufig an erhéhten
uNK-Zellen; aulRerdem sind die erhdhten Zellen kein Risikofaktor fur RPL oder RIF.
Dennoch beobachteten wir, dass eine Behandlung mit Intralipid® — unabhéngig von der
Ursache der Infertilitdt — zu einer verbesserten Lebendgeburtrate fihrte. Wir empfehlen
daher weiterhin die Gabe von Intralipid® bei Kinderwunschpatientinnen mit erhdhten
uNK-Zellen. Zukunftige Studien sollten die Subtypen der uNK-Zellen (wie z.B. die
cytotoxischen CD16+ uNK-Zellen) genauer differenzieren, um ihre Funktion im
Endometrium von Frauen mit und ohne Endometriose bei der erfolgreichen

Embryoimplantation besser darzustellen.

Wir konnten weiterhin beobachten, dass ein erhohtes Vorkommen von uterinen
Makrophagen bei Frauen mit Endometriose auch dann besteht, wenn andere
Immunzellpopulationen verandert sind. Es ergab sich der Hinweis, dass die Interaktion
zwischen Makrophagen und uNK-Zellen — die beide wichtige Funktionen in der
Angiogenese und der Embryoimplantation Ubernehmen — durch das Auftreten einer
Endometriose verandert wird. Um dies weiter abzuklaren, sollte die Differenzierung der
Makrophagen in M1 und M2 Zelllinien naher betrachtet und der Zusammenhang zum
Auftreten von uNK-Zellen und Infertilitat evaluiert werden. Als wichtigen Induktor der
Angiogenese haben wir eine vermehrte VEGF-A Expression im GefalRendothel von
Frauen mit Endometriose gefunden, in anderen Schichten des Endometriums fanden
sich keine Unterschiede zwischen Frauen mit und ohne Endometriose. Wir vermuten,
dass ein pathologisches oder zu schnelles Wachstum der Mikrogefaf3e im Endometrium
der erfolgreichen Embryoimplantation im Wege steht. Mdglicherweise besteht ein
Zusammenhang zwischen einer gestorten Angiogenese und dem Auftreten von
Endometriose-assoziierter Infertilitdt. Wir erachten es als notwendig, die
MikrogefaRbildung bei Frauen mit Endometriose genauer zu untersuchen und mit einer

fertilen Kohorte zu vergleichen.

Wir fanden eine hohe endometriale Expression von CXCL1 und CXCR2 wahrend der
sekretorischen Zyklusphase, was unsere Annahme bestatigt, dass eine kontrollierte
EntzUndungsreaktion im Endometrium zum Zeitpunkt der Embryoimplantation
erforderlich ist. Wir konnten beobachten, dass die stromale Expression von SDC-1
dann besonders niedrig ist, wenn erhéhte uNK-Zellen vorlagen. In nachfolgenden
Studien sollte die stromale SDC-1 Expression im Verlauf des Zyklus in Zusammenhang

mit dem Auftreten von uNK-Zellen weiter untersucht werden.
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Die vorgelegte Arbeit tragt damit zum Verstandnis endometrialer Veranderungen bei,
die womdglich eine Rolle bei der Endometriose-assoziierten Infertilitdt spielen. Die
genaue Untersuchung des eutopen Endometriums — dem Ort der Embryoimplantation
und -reifung — koénnte entscheidenden Aufschluss Uber immunologischen und
angiogenetische Veranderungen liefern und neue Ansatze zur Therapie der
Endometriose-assoziierten Infertilitdt hervorbringen. Die Behandlung mit Doxycyclin
und Intralipid® findet bereits klinische Anwendung, sie scheint auf der Basis unserer
Ergebnisse jedoch erst der Anfang in einer Reihe weiterer Moglichkeiten zu sein,
Patientinnen mit Endometriose-assoziierter Infertilitdt zu therapieren. Die Entnahme
des eutopen Endometriums ist ein risikoarmer, nicht-invasiver Eingriff, der in der
Abklarung von  Entzundungsprozessen, veranderter Mikroumgebung und
pathologischer Angiogenese entscheidend zum Verstandnis einer (Endometriose-
assoziierten) Infertilitat beitragen kann. Unsere Arbeit unterstreicht die klinische
Relevanz dieser Untersuchung und zeigt, dass die Klarung der offenen Fragestellungen
das Potential hat, die Endometriose-assoziierte Infertilitdt besser zu verstehen und zu

behandeln.
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