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1. Einleitung

1.1 Vorwort

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem Krankheitsbild der chronischen Endometritis (CE)
im Kontext von Reproduktionsmedizin und Histopathologie.

Zu Beginn wird kurz der histologische Aufbau und die Funktion des Endometriums selbst be-
schrieben. Anschlieend wird vor diesem Hintergrund die Entitét der chronischen Endometritis
behandelt, ferner die diagnostischen Herausforderungen und die Relevanz dieser Diagnose im
Rahmen der reproduktionsmedizinischen Abklarung eines unerfillten Kinderwunsches.

Im Folgenden, experimentellen Teil wird die Entitat der chronischen Endometritis anhand eines
eigenen Patientinnenkollektivs untersucht. Hierzu werden endometriale Schleimhautproben, die
mit der Fragestellung nach einer chronischen Endometritis bei unerfilltem Kinderwunsch gewon-
nen wurden, zuerst immunhistochemisch, schlie3lich auf molekularpathologischer Ebene charak-
terisiert und mit Normalschleimhaut verglichen.

Die gewonnenen Ergebnisse gilt es abschlieRend in den aktuellen wissenschaftlichen Kontext
einzuordnen und die Rolle der chronischen Endometritis vor dem Hintergrund reproduktionsme-
dizinischer Fragestellungen zu beleuchten.

1.2 Das Endometrium: Histologische Grundlagen

Das Endometrium ist die den Uterus auskleidende Schleimhaut, die ein epitheliales und ein
mesenchymales Kompartiment umfasst. Eine Besonderheit des Endometriums liegt in der hohen
Wandlungsféhigkeit des morphologischen Erscheinungsbildes, das von Hormonstatus, Patientin-
nenenalter und der Entnahmelokalisation abhangig ist. Ein Verstandnis dieser histologischen
Grundlagen ist fur die weiterfihrende Diskussion der chronischen Endometritis wichtig und wird
im folgenden Abschnitt vermittelt.

1.2.1 Histologischer Aufbau

Das Endometrium besteht aus einem tubuléren Drisenverband, der im Zyklusverlauf formvaria-
bel elongiert, dilatiert und einen gestauchten bis sdgezahnartigen Verlauf beschreiben kann. Hier-
bei wird eine endometriale Drise in drei Abschnitte unterteilt, deren Epithelzellen in unterschied-
lichem Ausmaf hormonellen Einflissen unterliegen [1, 2] .

Das Stratum basalis liegt dem Myometrium an und bildet den regeneratorischen, basalsten Dri-
senanteil, der den Wiederaufbau der Schleimhaut nach der Menstruationsblutung erméglicht.

Der sich anschlieRende, funktionale Drisenanteil — das Stratum functionalis — zeigt ausgepréagte
hormonelle Epithelveranderungen. Drisenform und Zytologie sind fiir die histologische Auswer-
tung von endometrialen Gewebeproben von besonderer Relevanz [1, 3, 4].

Das Oberflachenepithel ist wenig hormonsensitiv. Die Identifikation des Oberflachenepithels ist
wichtig, um kleine Gewebeproben korrekt zu orientieren und eine sichere Unterscheidung der
unmittelbar angrenzenden funktionalen Schleimhaut vom Stratum basalis zu ermdglichen.
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Das epitheliale Element des Endometriums wird gebildet durch Zellen vom basalis-, proliferati-
ven-, sekretorischen- und Zilien-tragenden Typ.

Die morphologisch &hnlichen proliferativen- und basalis- Zellen haben langliche Kerne mit schlan-
kem, basophilem Zytoplasma. Haufig finden sich Kernteilungsfiguren und ein pseudostratifizierter
Aspekt in der Proliferationsphase (vgl. Abbildung 1) [1, 5].

Nach der Ovulation findet sich in der Functionalis ein sekretorischer (nicht-muzindser) Phanotyp.
Die Epithelzellen akkumulieren zytoplasmatische sekretorische Produkte, die von infranuclear
nach apikal geschleust und schlieBlich luminal sezerniert werden (vgl. Abbildung 2).

Hiernach nimmt das Zytoplasma einen eosinophilen Aspekt an, der Kern ist rund-vesikular mit
fein-dispersem Chromatin und einzelnen Nukleolen (vgl. Abbildung 3). Zilien-tragende Zellen sind
insbesondere am Oberflachenepithel und im Bereich des Isthmus zu finden [1].

1.2.2 Morphologische Veranderungen im Rahmen des
Menstruationszyklus

Mit Einsetzen der Menarche unterliegt das Endometrium hormonabhéngigen, morphologisch dis-
tinkten Veranderungen im Zyklusverlauf. Da das Stratum basalis und das Endometrium der Ober-
flache eine recht konstante, hormon-unabhangige Erscheinung beibehalten, wird im Folgenden
mit dem Begriff ,Endometrium“ das Stratum functionalis bezeichnet.

Der erste Tag der Regelblutung wird konventionell als erster Zyklustag definiert. Die so initiierte
Menstruationsphase betragt Ublicherweise weniger als fiinf Tage und wird von der Proliferations-
phase gefolgt, die zeitlich deutlich variabler ist und zwischen neun und 20 — im Durchschnitt etwa
zehn — Tage andauert [1, 2].

1.2.2.1 Proliferationsphase

Die Proliferationsphase ist durch ein dstrogenvermitteltes Wachstum der endometrialen Schleim-
haut gekennzeichnet.

Zu Beginn der Proliferationsphase ist der endometriale Driisenkdrper schlank- tubular. Im zeitli-
chen Progress finden sich hier wie im Stroma zahlreiche, einfach zu erkennende Mitosefiguren.
Das Epithel zeigt mit zunehmender proliferativer Aktivitat eine scheinbare Mehrreihigkeit (Pseu-
dostratifizierung). Der Drisenkorper elongiert, wird gestaucht und windet sich in seinem Verlauf
durch das etwas langsamer proliferierende Stroma. Hier finden sich locker verteilte, unscharf be-
grenzte Zellen mit recht chromatindichten, rund-ovalen, teils spindeligen Zellkernen. Im mittleren
Drittel der Proliferationsphase kann das Stroma 6dematds aufgelockert werden, eine Verande-
rung, die besonders pragnant auch im spaten Sekretionsstadium zu gewahren ist [1, 2, 5].
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Insgesamt bewegen sich die histologischen Veranderungen dieser Zyklusphase in einem diskre-
ten zeitlichen Kontinuum, sodass eine weitere Binnenunterteilung Ublicherweise nicht getroffen
wird.

T 3 =
Patl PRORe o_',.“n’ S

Abbildung 1: Proliferationsphase mit rund-ovalem Drisenkdrper, pseudostratifiziertem Epithel
und mitotischer Aktivitat. HE, 200x.

1.2.2.2 Sekretionsphase

Durch einen erfolgten Eisprung transformiert ein Tertiar-
follikel zum Corpus luteum, das groRe Mengen Ostrogen
und Progesteron produziert und so die sekretorische
Transformation des Endometriums initiiert. Die Sekreti-
onsphase Uberspannt — analog zur Lutealphase des
Ovars — einen Zeitraum von etwa 14 Tagen, die das Cor-
pus luteum persistiert. In diesem Zeitraum lasst sich his-
tologisch eine recht geordnete Sequenz distinkter mor-
phologischer Veranderungen beobachten [6].

Etwa 36 bis 48 Stunden nach der Ovulation (sog. Inter-
vallphase) lassen sich die ersten klaren lichtmikroskopi-
schen Hinweise eines erfolgten Eisprungs in Form ret-
ronucleéarer Sekretvakuolen in tiber 50% des Endometri-
ums identifizieren.

Das fur die friihe Sekretionsphase typische Merkmal ist  Abbildung 2 Friihsekretorisch trans-
die vakuolisierte Epithelzelle, deren Sekret erst retro-, formierte Endometriumsschleimhaut.
HE, 200x.
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dann supranuclear lokalisiert ist und bis zum fiinften postovulatorischen Tag (POD) in das Dri-
senlumen sezerniert wird [5] 1.

Die anschlieBende mittlere Sekretionsphase (POD 5 bis 9) ist durch ein prominentes
Stromaddem charakterisiert, worin zytoplasmaarme Stromazellen teils ,nacktkernig” imponieren
[2]. Die Epithelzellen zeigen entrundete Kerne mit vesikularem, lockerem Chromatin und ein eo-
sinophiles Zytoplasma. In den Lumina der jetzt stark gewundenen Drusen findet sich reichlich
Sekret.

In der spéaten Sekretionsphase kondensieren Stromazellen um augenfallige Spiralarterien und
bilden frihdeziduale, epitheloide Zellverbande aus. Das Epithel selbst wirkt vermehrt ungeordnet,
unruhig und konturiert die aufgeweiteten Drisenschlauche ségezahnartig. Im weiteren Verlauf
findet sich eine vermehrte Anzahl stromaler Leukozyten (vgl. Kap. 1.2.3) [2, 6].

Abbildung 3: Sekretorisch transformierte endometriale Schleimhaut. Links: Gewundener Driisen-
verlauf, HE, 100x. Rechts: Runde Zellkerne, lockeres Chromatin, eosinophiles Zytoplasma, HE,
630x

1.2.2.3 Menstruationsphase

Die abrupte Riickbildung des Gelbkorpers mit konsequent fallendem Ostrogen- und Progesteron-
spiegel induziert den Kollaps von Stroma und Driisen. Intravaskulare Fibrinthromben bilden sich.
Der Gewebsverband desintegriert, wodurch es zu einer artifiziellen Ballung von Drusenverbanden
und degenerativen Atypien kommen kann. Das Stratum basalis freilich ist ausgenommen. Von
hier ausgehend regeneriert die Schleimhaut bis zum Beginn der Proliferationsphase des néchs-
ten Zyklus [1, 2, 5].

1 Von der Praxis einer auf den Tag genauen histologischen Datierung endometrialer Schleimhaut
der Sekretionsphase, wie initial von Noyes beschrieben, ist inzwischen Abstand genommen
worden. Eine dreigliedrige Unterteilung in frihe, mittlere und spate Sekretionsphase ist auf-
grund der hierfur etablierten histomorphologischen Verénderungen jedoch weiterhin maglich.
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1.2.3 Immunzellen im Endometrium

Standardwerte fir die Anzahl und Verteilung von Immunzellen im Endometrium anzugeben, ist
schwierig. Die Normalverteilung einzelner Lymphozytensubpopulationen im Zyklusverlauf ist gro-
Ben Schwankungen unterworfen. Umso wichtiger ist es fir das Verstandnis endometrialer Ent-
zundungsprozesse, Zahl, Verteilung und Funktion der relevanten Zellarten zu kennen.

1.2.3.1 Uterine NK-Zellen

Uterine naturliche Killer-Zellen (uNK) sind eine Hauptgruppe der Leukozyten des Uterus. Uterine
NK-Zellen kénnen anhand der relativen Expressionsintensitat der Oberflachenmarker (Cluster of
Differentiation, CD) CD56"e! und CD16schwach yon NK-Zellen des peripheren Blutes (CD56schwach
und CD16*) unterschieden werden. Funktionell besitzen uNK nur eine geringe zytotoxische Akti-
vitat [7, 8]. Eine wichtige Funktion wird ihnen bei der Implantation des Embryos und im Prozess
der Plazentation des Trophoblasten durch vaskuldare Umbauprozesse zugeschrieben [9-11].
Hierzu passend findet sich eine zyklusabhéngig um den Faktor zehn schwankende uNK-Zell-
dichte, die zu Beginn der sekretorischen Phase niedrig ist und kurz vor der Menstruation bis zu
40% aller Stromazellen betragt [12, 13]2.

1.2.3.2 CD8" T-Lymphozyten

Zytotoxische, CD8* T-Lymphozyten stellen den Grof3teil endometrialer T-Lymphozyten dar [14,
15]. Innerhalb der Functionalis ist neben einer diffusen, stromalen Verteilung die Bildung perivas-
kularer und periglandulérer Aggregate beschrieben, die eine genaue Quantifizierung erschweren
[12, 16]. Ferner sind CD8*-pradominante lymphozytére Aggregate in der Basalis zu finden [17].
lhnen wird eine wichtige Funktion im Kontext der materno-fetalen Immuntoleranz zugeschrieben
[18].

1.2.3.3 Plasmazellen

Ob Plasmazellen (PZ) grundsétzlich einen Teil des physiologischen endometrialen Zellbildes bil-
den kdnnen, ist umstritten [19]. Gewisse Einigkeit besteht in der Feststellung, dass ein ,zellrei-
ches” Plasmazellinfiltrat zumeist als pathologisch zu werten sei, vereinzelte Plasmazellen unter
Umstanden noch als physiologisch gelten kénnen. Die Schwierigkeiten der Grenzziehung und
aktuelle Vorschlage zur Quantifizierung von Plasmazellen werden an gegebener Stelle ausfuhr-
lich diskutiert und bilden den Kernpunkt in der kritischen Auseinandersetzung mit der Diagnose
und Entitat der chronischen Endometritis.

1.3 Endometritis — Uberblick

Entzundliche Prozesse der Gebarmutterschleimhaut lassen sich anhand ihres zeitlichen Verlaufs
und klinisch/pathologischen Erscheinungsbildes in akute und chronische Endometritiden unter-
teilen. Diese Gliederung wird unter Hervorhebung der chronischen Endometritis auch im Folgen-
den gewahrt.

2 In den hier zitierten, maf3geblichen Studien von Russel werden Durchschnittswerte von 180 bis
250 uNK/mm2 fur Proliferations- und friilhe Sekretionsphase gegeben, mit einem Anstieg auf
bis zu 2000 uNK/mm? pramenstrual.
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1.3.1 Akute Endometritis

Akute Endometritiden auRerhalb des Wochenbetts sind selten [2]. Zumeist handelt es sich um
aszendierende, bakterielle Infektionen mit Mikroorganismen aus Zervix und Vagina oder opera-
tive Komplikationen eines Kaiserschnitts (u.a. Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus) [20-22]. Die klinische Symptomatik umfasst
Fieber, Unterleibsschmerzen und blutigen vaginalen Ausfluss?. Histologisch erkannt man einen
floriden Entziindungsprozess, reich an neutrophilen Granulozyten und Mikroabszessen. Neben
einer symptomatischen Therapie, ist eine erregergerechte Antibiotikatherapie indiziert [20]. Eine
Gewebsprobe zur histologischen Diagnostik wird nur selten gewonnen.

1.3.2 Chronische Endometritis

1.3.2.1 Atiologie und Klinik

Die chronische Endometritis ist eine persistierende, plasmazellreiche Entziindung der endomet-
rialen Mukosa.

Klinisch kann eine unspezifische Symptomatik mit abnormer uteriner Blutung, Dyspareunie, Un-
terleibsschmerzen und Leukorrhoe vorliegen [23, 24]. Viele Féalle verlaufen jedoch vollig asymp-
tomatisch. Von groRer klinischer Bedeutung ist die chronische Endometritis wegen ihres mdogli-
chen Zusammenhangs mit Infertilitét, der in den letzten Jahren zum Mittelpunkt des wissenschaft-
lichen Interesses geworden ist [25-29].

Die Hauptursache der chronischen Endometritis ist eine subklinische mikrobielle Infektion, wobei
sich das Erregerspektrum von dem der akuten Verlaufsformen unterscheidet [22]*. Zu den haufi-
gen Erregern zéhlen u.a. Streptococcus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Mycoplasmen,
Proteus, Gardnerella vaginalis, und Hefen [30, 31]. Das Mikrobiogramm des Endometriums ist zu
dem von Zervix und Vagina distinkt [22].

1.3.2.2 Histologische Diagnostik

Die Diagnose einer chronischen Entziindung kann in den meisten Geweben des menschlichen
Korpers einfach getroffen werden. Im Endometrium ist dies schwierig. Zyklusabhéngig wird ein
Teil der endometrialen Schleimhaut rhythmisch regeneriert und abgestof3en, wobei ein buntes,
makrophagen- und lymphozytenreiches Entziindungszellinfiltrat Teil des physiologischen Zellbe-
satzes der Menstruationsphase ist (vgl. Kap. 1.3.3: ,Immunzellen im Endometrium®).

Uber einen Zeitraum von mehr als einem Jahrhundert ist der Plasmazelle eine sonderbare Rolle
in der Diagnose der chronischen Endometritis zugefallen®.

Eine Gewebeprobe wird meist Giber eine Endometriumsbiopsie via Pipelle, seltener durch eine
Kirettage gewonnen. Diagnostischer Goldstandard der chronischen Endometritis ist der histolo-
gische Nachweis einer plasmazellreichen Entziindung in der endometrialen Schleimhaut [32].

8 Sog. Becken- oder Unterleibsentziindung, im englischen Sprachraum Pelvic Inflammatory Dise-
ase (PID).

4 Auch mechanische Alterationen durch Fremdkdrper (wie ein intrauterines Pessar) oder eine
verédnderte Anatomie (Leiomyomknoten, Endometriumspolypen, anatomische Varianten etc.)
kénnen zu einer chronischen Endometritis fihren.

5 F.Hitschmann, L.Adler: Die Lehre von der Endometritis, Zeitschrift fir Geburtshiilfe, 1907
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Daneben finden sich weitere, variabel ausgepragte morphologische Veranderungen, die fur diese
Diagnose als typisch, jedoch nicht beweisend gelten. Hierzu zéahlen reaktive Stromaveranderun-
gen mit Odem und fibroblastar-spindeliger Formvariation der Stromazellen, eine erhéhte Anzahl
an Lymphozyten und Lymphfollikeln sowie eine alterierte Driisenentwicklung mit dissoziierter Rei-
fungsstérung [32, 33].

Klare Grenzwerte flr die Diagnose einer chronischen Endometritis sind nicht etabliert, auch exis-
tieren keine einheitlichen Protokolle zur Bestimmung des Plasmazellgehaltes im Gewebe. Da die
sichere Identifikation von Plasmazellen im endometrialen Stroma auch fur erfahrene Pathologen
schwierig ist8, hat sich die Technik einer immunhistochemischen Markierung mit einem Antikdrper
fur CD138 zur Darstellung von Plasmazellen etabliert [34-38].

Die Quantifizierung der Plasmazellen und die Kriterien zur Diagnosestellung einer chronischen
Endometritis sind uneinheitlich und variabel. Eine Ubersicht der verschiedenen Grenzwerte ist in
Tabelle 11 (Anhang) gegeben.

1.3.2.3 Weitere diagnostische Verfahren

Zu den hysteroskopischen Merkmalen einer chronischen Endometritis zéhlen ein Mukosaddem,
eine fokale oder diffuse endometriale Hyperamie und der Nachweis von Mikropolypen. Angaben
zur Sensitivitat und Spezifitat der Untersuchung schwanken erwartungsgeman bei unterschiedli-
chen Definitionen der chronischen Endometritis stark [39, 40].

Verwachsungen und Kalzifikationen durch bereits fortgeschrittene entziindliche Prozesse kdnnen
sonographisch dargestellt werden [41].

Ein mikrobiologischer Erregernachweis kann die Grundlage einer medikamentésen Therapie bil-
den [42].

1.3.2.4 Therapie

Ein einheitlich etabliertes Therapiekonzept zur Behandlung der chronischen Endometritis existiert
nicht. Die chronische Endometritis gilt als erfolgreich therapiert, wenn im Rahmen einer Kontroll-
biopsie ein endometriales Plasmazellinfiltrat nicht mehr nachweisbar ist”.

Auf die Frage nach einem Therapieerfolg in Hinsicht auf Konzeption und Schwangerschaft wird
gesondert in Kapitel 1.4 Chronische Endometritis in der Reproduktionsmedizin eingegangen.

Wo eine Erregerdiagnostik (Uber Kultur oder Polymerase-Kettenreaktion) verfligbar ist, kann eine
gezielte Antibiotikatherapie angeboten werden. Auch eine kalkulierte Antibiotikagabe ist mit ho-
hen Heilungsraten von bis zu 99.1% assoziiert [43, 44]. In jedem Fall ist eine bioptische Kontrolle
des Therapieergebnisses anzustreben. Moégliche Behandlungskonzepte sind im Anhang in Ta-
belle 12 hinterlegt.

1.3.3 Seltene spezifische Formen der chronischen Endometritis

Wenige Endometritiden lassen sich durch ein charakteristisches histologisches Erscheinungsbild
einem Erreger zuordnen und kdnnen deshalb auch als ,spezifisch“ bezeichnet werden.

6 Bedingt wird dies z.B. durch ein zyklusabhangig besonders zelldichtes Stroma oder morpholo-
gische Uberschneidungen mit Stromazellen.

7 Uber die Problematik der Diagnosekriterien vgl. Kap. 1.3.2.2 Histologische Diagnostik
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Die tuberkuldse Endometritis ist eine im stdostasiatischen Raum gehaufte granulomatdse Ent-
ziindungsreaktion auf das Mycobacterium tuberculosis mit hierfir klassischen, zentral nekroti-
schen, epitheloid- und riesenzellhaltigen Granulomen mit lymphozytarem Randwall [20].

Virale Endometritiden, wie beispielsweise durch das Zytomegalievirus oder Herpes simplex her-
vorgerufen, kénnen postpartal und unter Immunsuppression auftreten. Histologische Anhalts-
punkte fir eine Virusinfektion sind zytomegale (viroide) Zellformen mit nuklearen Inklusionen [2].

Fungale Endometritiden sind in der Literatur kaum beschrieben.

1.4 Chronische Endometritis in der Reproduktionsmedizin

1.4.1 Uberblick

Kaum ein Gebiet der Medizin hat in den letzten 40 Jahren so rasante Fortschritte gezeigt und so
an Bedeutung gewonnen, wie die Reproduktionsmedizin. Aufgabengebiet dieses Feldes ist es,
die Ursachen von Kinderlosigkeit zu erkennen, zu benennen und zu behandeln. Eine dieser Ur-
sachen mag in dem Krankheitsbild der chronischen Endometritis zu finden sein, mit der sich diese
Arbeit befasst.

Neben einer existenziellen Bedeutung als moderner Teil der Familienplanung hat die Reproduk-
tionsmedizin innerhalb der Gynékologie auch eine besondere finanzielle Bedeutung, da der Anteil
privat abgerechneter Leistungen hier besonders hoch ist. Die Verfahren der Reproduktionsmedi-
zin umfassen heutzutage insbesondere In-vitro-Fertilisation (IVF), auch in Kombination mit der
intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI). Beide Verfahren werden sowohl in Frischzyklen
als auch nach Kryokonservation durchgefiihrt [45].

Bleibt eine Schwangerschaft auch nach mehreren Behandlungszyklen aus, so spricht man von
einem ,wiederholten Implantationsversagen“ (Repeated Implantaion Failure, RIF). Kommt es
mehrmals zu Schwangerschaften, die in einem Abort resultieren, wird dies ,wiederholter Schwan-
gerschaftsverlust” (Repeated Pregnancy Loss, RPL) genannt. Eine einheitliche Definition und
Handhabe dieser Terminologie existieren zurzeit nicht [45-47]8.

1.4.2 Aktuelle Zahlen

Zentral werden in Deutschland seit 1982 Daten reproduktionsmedizinischer Einrichtungen dem
Deutschen IVF-Register Gibermittelt, hier gesammelt und in Form von Jahrbiichern der Offentlich-
keit zur Verfiigung gestellt.

Im Jahr 2017 wurden 54255 Transferbehandlungen durchgefiihrt, von denen 33,2% in einer
Schwangerschaft resultierten. Die tatsachliche Geburtenrate pro Transfer betrug 23,6%, wobei
der Erfolg einer Schwangerschaft stark altersabhangig ist, und ab dem 41. Lebensjahr nur noch
15% betragt [45].

Auf internationaler Ebene ist die Datenlage unvollstandiger und muss durch Schatzungen ergénzt
werden [47]. Ein internationaler Report fur 2011 berichtet mindestens 1.643.912 durchgefuhrte

8 Gangig ist hingegen eine Definition des RIF als ausbleibende Implantation nach kumulativem
Transfer von vier Embryonen guter Qualitat innerhalb zweier Frisch- oder Auftauzyklen. Als
RPL bezeichnet wird der Verlust von zwei oder mehr Schwangerschaften.



1 Einleitung 16

Transferzyklen und 297.026 Geburten (wohlgemerkt unter Ausschluss von China). Die Geburten-
rate pro Transfer betrug somit 18,1%.

1.4.3 Die Rolle der chronischen Endometritis in der
Reproduktionsmedizin

Auch wenn die Verfahren der Reproduktionsmedizin stets verfeinert und verbessert werden,
bleibt ein Teil der Kinderwiinsche unerfiillt. Wegen eines moglichen Zusammenhanges zwischen
der chronischen Endometritis und Infertilitat, ist in den letzten Jahren ein grol3es Interesse an
dieser ansonsten haufig asymptomatischen Entitat aufgekommen. Die Anzahl der zu dem Thema
veroffentlichen Publikationen ist in den letzten zehn zwar Jahren deutlich gestiegen (vgl. Abbil-
dung 4), befindet sich jedoch weiterhin auf einem vergleichsweise niedrigen Niveau. In den aktu-
ellen Leitlinienuntersuchungen findet man die Empfehlung, eine chronische Endometritis als Ur-
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Abbildung 4: PubMed-Publikationen unter dem Stichwort "chronic endometritis”

sache einer ausbleibenden Schwangerschaft auszuschlie3en [48].

Studien haben gezeigt, dass in einem substanziellen Anteil an Patientinnen mit RIF/RPL eine
chronisch-plasmazellreiche Entziindung in gewonnener endometrialer Schleimhaut festgestellt
werden konnte [42, 49-54]. Die Angaben zur Pravalenz der chronischen Endometritis schwanken
stark und liegen zwischen 2,8 % und 72 % bei Frauen in gebarfahigem Alter [40, 50, 55, 56]. Eine
Pravalenz von etwa 24% im Rahmen einer reproduktionsmedizinischen gynékologischen Pro-
benerhebung erscheint realistisch [57].

Dass ein kausaler Zusammenhang zwischen einem Plasmazellinfiltrat und RIF/RPL besteht,
scheint durch die signifikante erhdhte Implantations- und Schwangerschaftsrate nach erfolgrei-
cher Therapie belegt. Hiermit wurden Heilungsraten von bis zu 99.1% erreicht. Von einem Anstieg
der Geburtenrate um bis zu 56% wird berichtet [42, 53]. Der genaue kausale Zusammenhang
zwischen chronischer Endometritis und dem komplexen immunologischen Reigen an der ma-
terno-fetalen Grenzzone wahrend der Implantation bleibt jedoch bislang unerschlossen.
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Auch wenn zumeist eine signifikante Steigerung der Geburtenrate belegt werden konnte [43, 44],
bleibt der genaue Kausalzusammenhang von histologischer und mikrobiologischer Diagnostik,
antibiotischer Therapie und Bewertung des Therapieerfolgs umstritten [53].

1.4.4 Problematik der chronischen Endometritis

Ein Zusammenhang zwischen der chronischen Endometritis und unerfulltem Kinderwunsch durch
wissenschaftliche Studien scheint Uberzeugend belegt. Gleichzeitig bleiben die Kriterien zur Di-
agnosestellung und die klinische Konsequenz uneinheitlich. Folgende (auch lber diese Arbeit
hinausreichenden) Fragestellungen umschreiben das Problemfeld um die Diagnose der chroni-
schen Endometritis:

e Ab welcher Plasmazellzahl ist die Diagnose einer chronischen Endometritis zu stellen?
e Welche Gewebsflache muss hierzu ausgewertet werden?

e Welches immunhistochemische Protokoll (Antikorper, Verdinnung) ist am besten zur Identi-
fizierung von Plasmazellen geeignet?

e Welcher Stellenwert kommt erganzenden Untersuchungen wie der Quantifizierung uteriner
NK-Zellen zu?

e Wie wird die chronische Endometritis am besten therapiert?

e Welchen Einfluss hat die chronische Endometritis auf die Fertilitat?

1.5 Zielsetzung und Fragestellung

Die chronische Endometritis ist eine schon seit Uber 100 Jahren bekannte und beschriebene Di-
agnose, die im Prozess der kontinuierlichen Entwicklung der Reproduktionsmedizin erneut be-
sonderes Interesse in der klinischen Aufarbeitung des unerfillten Kinderwunsches gefunden hat.

Die Disziplin der Pathologie wird im diagnostischen Alltag regelmaf3ig um die Beurteilung von
bioptisch gewonnener Endometriumschleimhaut zum Ausschluss einer chronischen Endometritis
gebeten.

Explizit wird neben dem Nachweis von Plasmazellen hierbei haufig auch eine immunhistochemi-
sche Zusatzuntersuchung zur Charakterisierung des uNK- Zellgehaltes angefordert.

Die folgende Arbeit bildet einen bimodalen Untersuchungsansatz ab.

Unter der Fragestellung nach einer chronischen Endometritis bei unerfiilltem Kinderwunsch ge-
wonnene endometriale Schleimhaut wird immunhistochemisch aufgearbeitet, um Zahl und Ver-
teilung uteriner NK-Zellen, zytotoxischer T-Zellen und Plasmazellen auszuwerten. Hierbei wird
gepruft, ob sich neben dem etablierten diagnostischen Kriterium eines Plasmazellinfiltrates ein
inflammatorisches Begleitmilieu als weiteres diagnostisches Kriterium darstellen lasst.

Danach wird in einem weiterfihrenden Schritt an einem kleineren Kollektiv das Expressionsprofil
von Uber 500 immunologisch relevanten Genen gemessen und eruiert, ob hierbei auf mMRNA-
Ebene relevante Unterschiede detektierbar sind, die dabei helfen, das Krankheitsbild der chroni-
schen Endometritis pragnanter zu definieren.

Folgende Fragen gilt es, zu klaren:



1 Einleitung 18

e Welche Verteilung von Immunzellen ist zu erwarten, wenn in einem grof3en Probenkol-
lektiv unter der Fragestellung nach einer chronischen Endometritis eine etablierte immun-
histochemische Darstellung des Immunzellbesatzes, speziell von Plasmazellen, NK-Zel-
len und CD8* T-Lymphozyten, erfolgt?

e Kann durch eine Genexpressionsanalyse immunologisch relevanter Gene ein Milieu cha-
rakterisiert werden, das fur die chronische Endometritis charakteristisch ist?

e Konnen weitere Faktoren identifiziert werden, die eine genauere Diagnose und Eingren-
zung der chronischen Endometritis ermdglichen?

e Lé&sst es sich schlussendlich anhand der erhobenen Ergebnisse rechtfertigen, routine-
mafig immunhistochemische Zusatzuntersuchung unter der Fragestellung nach einer
chronischen Endometritis anzufertigen?
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2. Material und Methoden

2.1 Probenkollektiv Immunhistochemie

Die vorliegende Arbeit verfolgt zwei verschiedene Untersuchungsansatze zur naheren Charakte-
risierung der chronischen Endometritis.

An einem grof3en Patientinnenenkollektiv erfolgte neben der routinemafig durchgefiihrten HE-
Farbung eine erganzende immunhistochemische Untersuchung mit den Antikdrpern gegen CD56
(uNK-Zellen), CD138 (Plasmazellen) und CD8 (CD8*-T-Zellen).

Hierfir wurde ein Kollektiv von 115 Endometriumsbiopsien von Patientinnen erstellt, die zwischen
2017 und 2019 an die Kinderwunschsprechstunde der Frauenklinik des Universitétsklinikums der
Ludwig-Maximilian-Universitdt angebunden waren. Bei allen Patientinnen war unter der Frage-
stellung einer chronischen Endometritis bei RPF/RIF eine Endometriumsbiopsie gewonnen wor-
den.

Das in Formalin fixierte und Paraffin eingebettete Gewebe wurde dem Archiv des Pathologischen
Instituts der LMU Miinchen entnommen. Die zugehorigen histologischen Schnittpraparate wur-
den lichtmikroskopisch erneut beurteilt. Reprasentativ erfasste Endometriumschleimhaut fand
sich dabei in 102 (87%) Fallen.

Zum Zeitpunkt der Probenentnahme betrug das Durchschnittsalter der Patientinnen 36,6 Jahre
(exakte Altersverteilung siehe Abb. 5).

Histologisch zeigten 45 Proben das Bild einer proliferationsaktiven Schleimhaut, 46 Proben eine
sekretorische Transformation und eine Probe das Bild einer beginnenden Abbruchsblutung.
Funktionell unregelmafige Schleimhaut zeigte sich in zehn Proben, funktionsarme in einer, siehe
Abb. 6, (hierzu vgl. Kap. 2.5.2).

15

10

Haufigkeit

: ] Il

20 25 30 35 40 45 50

Alter

Abbildung 5: Patientinnenalter zum Zeitpunkt der Endometriumsbiopsie
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Abbildung 6: Histologische Zyklusphasen der Endometriumshiopsien

2.2 Probenkollektiv Expressionsanalyse

In einem zweiten Testverfahren wurde mit dem NanoString nCounter® Immunology Panel an
zwei kleineren Gruppen eine vergleichende Multigen Expressionanalyse durchgefuhrt (594 Gene,
Anhang, Tabelle 19). Hierfuir wurden aus dem bereits gebildeten, 102 Félle umfassenden Kollek-
tiv 12 geeignete Proben selektiert, die histologisch und immunhistochemisch das Bild einer chro-

nischen Endometritis aufwiesen.

Gegenibergestellt wurden 12 Patientinnen ohne Anhalt fiir das Vorliegen einer chronischen En-

dometritis.

2.3 Material

2.3.1 Gerate
Brutschrank
Entwasserungsgerat

Farbeautomat, BenchMark
ULTRA IHC

Farbeautomat, Sakura Tissue-
TEK

Mikroskop, Leica DM 2500

NanoString FLEX nCounter®

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland

Ventana Medical Systems, Inc., Oro Valley, USA

Sakura Finetek Germany GmbH, Umkirch, Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland

NanoString Technologies, Seattle, USA
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Praparatescanner, Leica Aperio

Pipetten

QlAcube
Rotationsmikrotom
Schlittenmikrotom

Vortexer, MX-S

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

QIAGEN GmbH, Venlo, Niederlande

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Leica Biosystems GmbH, Wetzlar, Deutschland

Dragon Laboratory Instruments Ltd., Beijing, China

2.3.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser
Eppendorfgefalle

Kolibri Wischtiicher

Nanostring Immunology Panel

v2 C2328

Objekttrager, SuperFrost Plus

Paraffin

Pipettenspitzen

2.3.3 Chemikalien
Aqua bidest
Ethanol (reinst)
Hamalaun
Hamatoxylin
QiaCube RNEasy Kit
Skalpellklingen

Xylol (reinst)

2.3.4 Software
Endnote
IBM SPSS Statistics 26
Microsoft Office
nSolver 4.0
PathoPro

Rosalind Ver. 3.38.0.1

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, Deutschland
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
IGEFA SE & Co, KG, Neumdiinster, Deutschland

NanoString Technologies, Seattle, USA

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, Deutschland
Polysciences, Inc., Warrington, PA, USA

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Apotheke LMU, Miinchen, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Apotheke LMU, Miinchen, Deutschland

Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA
QIAGEN GmbH, Venlo, Niederlande

neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Clarivate PLC, Philadelphia, PA, USA
IBM Co., Armonk, NY, USA

Microsoft Co., Redmond, WA, USA
NanoString Technologies, Seattle, USA
Ifms GmbH, Saarbriicken, Deutschland

ROSALIND, Inc. (San Diego, CA)
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2.4 Farbeprotokolle

2.4.1 HE-Farbeprotokoll

Die HE-Farbung wurde standardisiert als Automatenfarbung durchgefiihrt. Das entsprechende
Farbeprotokoll ist in Tabelle 13 im Anhang hinterlegt.

2.4.2 CD56 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) fir CD56 wurde mit dem monoklonalen Mausantikorper 123C3 des
Herstellers Ventana durchgefiihrt. Es handelt sich um einen ready-to-use Antikorper, es bedarf
keiner Verdunnung. Das entsprechende Farbeprotokoll ist in Tabelle 14 im Anhang hinterlegt.

2.4.3 CD138 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie fir CD138 wurde mit dem monoklonalen Mausantikorper B-A38 des Her-
stellers Zytomed in der Verdiinnung 1:200 durchgefuhrt. Das entsprechende Farbeprotokoll ist in
Tabelle 15 im Anhang hinterlegt.

2.4.4 CD8 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie fiir CD8 wurde mit dem monoklonalen Mausantikdrper C8/144B von Cell
Marque in der Verdinnung 1:50 durchgefiihrt. Das entsprechende Farbeprotokoll ist in Tabelle
16 im Anhang hinterlegt.

2.5 Auswertung

2.5.1 Auswertung des HE-Schnittpraparates

Lichtmikroskopisch wurde geprift, ob das Probenmaterial mindestens zehn beurteilbare Haupt-
gesichtsfelder (HPF) endometrialer Schleimhaut abbildet. Schleimhaut aus der Endozervix oder
aus dem Isthmusbereich wurde fir die nachfolgenden Untersuchungen nicht gewertet und aus-
schlieB3lich funktionelle Korpusschleimhaut beriicksichtigt. Der beispielhafte Materialgewinn einer
via Pipelle gewonnenen Endometriumsbiopsie ist in Abbildung 7 illustriert.
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Abbildung 7: Materialgewinn einer Pipelle-Biopsie, HE, Lupenvergrdfierung

2.5.2 Histologische Datierung der endometrialen Schleimhaut

Die histologische Zuordnung der Endometriumsbiopsate erfolgte in Proliferations-, Sekretions-
und Menstruationsphase anhand der grundlegenden morphologischen Kriterien, wie sie in der
Einleitung beschrieben wurden. Ein klarer Ubergang von Proliferation zu Sekretion wurde durch
die eindeutige Vakuolisierung von >50% der Drisenepithelien definiert. Von einer tagesgenauen
Datierung der histologischen Veranderungen, wie von Noyes [5] etabliert, wurde aufgrund
schlechter Reproduzierbarkeit abgesehen [3, 4, 6].

Als funktionsarm (oder atroph) wurde Schleimhaut bezeichnet, deren glandulére Elemente rare-
fiziert und dilatiert waren, mit konkordant abgeflachtem Epithel, das weder Zeichen von prolifera-
tiver noch sekretorischer Aktivitat aufwies.

Der Begriff eines funktionell unregelmafigen Endometriums wurde genutzt, wenn die histologi-
schen Merkmale proliferativer und fortgeschrittener sekretorischer Transformation parallel be-
standen.

2.5.3 Auswertung Immunhistochemie - Allgemeines

Zielstrukturen der angewandten Farbungen in der Immunhistochemie sind die membranstandi-
gen Oberflachenmolekiile CD138, CD56 und CD8. Eine Zelle wurde dann als distinkt markiert
gewertet, wenn eine klare, zirkumferentielle Farbung der Zellmembran vorlag. Zur Kontrolle der
Farbereaktion ist jedem Schnitt eine exogene Positivkontrolle aufgetragen. Die sichere Zuord-
nung einer Farbereaktion im Zellverband erfolgte durch morphologische Korrelation in der Ge-
genfarbung.

2.5.4 Auswertung CD56 Immunhistochemie

Etablierte Studienprotokolle zur Quantifizierung des uNK-Zellbesatzes existieren nicht. Analog
der Publikation von Russel [12, 13] wurden CD56* NK-Zellen auf einem HPF von morphologisch
durchschnittlicher Zelldichte ausgewertet.
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Die Zelldichte wurden zur besseren Ubersicht in vier Klassen dhnlicher Klassenbreite unterteilt.

Tabelle 1 Klasseneinteilung uteriner NK-Zellen nach Zelldichte

Zelldichte Gering MaRig Hoch Sehr hoch
Anzahl uNK-Zellen 0-19 20-39 40 - 59 > 60
pro HPF

2.5.5 Auswertung CD138 Immunhistochemie

CD138* Plasmazellen wurden auf einer Flache von 10 HPF im endometrialen Stroma ausgezéhlt.
Hamorrhagisch eingeblutete Areale wurden ausgespart. Da auch endometriale Driisenepithelzel-
len eine zumeist schwache und basolateral betonte CD138-Expression aufweisen kénnen [34],
erfolgte eine genaue morphologische Korrelation in der Gegenfarbung.

Die absoluten Zahlwerte wurden weiter in drei Klassen eingeteilt. Klasse 1 wurde definiert als ,<
1 Plasmazelle/10HPF*, Klasse 2 als ,2 bis 5 Plasmazellen/10HPF* und Klasse 3 als ,= 6 Plasma-
zellen/10HPF* (Tabelle 2). Grundlage dieser Einteilung ist die Zusammenschau der verschiede-
nen, aktuell diskutierten Diagnosekriterien fur die chronische Endometritis, wie in Tabelle 11 auf-
gefuhrt. Fir die Diagnose einer chronischen Endometritis wurde analog zu Kitaya 2018 [23] ein
Grenzwert von 2 CD138* Plasmazellen auf 10 HPF gewahlt.

Tabelle 2: Klasseneinteilung des Plasmazellinfiltrates nach Zelldichte

Plasmazelldichte Gering Mittel Hoch
Anzahl Plasmazellen <1 2-5 26
pro 10 HPF

2.5.6 Auswertung CD8 Immunhistochemie

CD8* T-Zellen wurden auf 10 reprasentativen HPF ausgezahlt, wobei perivaskulare Hot-Spot-
Areale nicht mitgezahlt wurden [13]. Analog zur Auswertung von Plasma- und uNK-Zellen erfolgte
auch hier eine Klasseneinteilung.

Zelldichte Gering MaRig Hoch Sehr hoch

Anzahl CD8* T-Zel- 0-100 101 - 200 201 - 300 > 300
len pro 10 HPF
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2.5.7 Statistik

Die Erstellung und statistische Auswertung der Datenbank erfolgte mit IBM SPSS Statistics.

Uber eine Kreuztabelle fand der Chi-Quadrat-Test Anwendung, wo ein statistischer Zusammen-
hang zwischen nominal- und ordinalskalierten Werten geprift werden sollte. Der exakte Test
nach Fisher wurde durchgefiihrt, wenn die erwartete Haufigkeit einer Zelle kleiner als 5 und die
minimale erwartete Haufigkeit kleiner als eins war.

Ein linearer Zusammenhang zwischen mindestens ordinalskalierten Variablen wurde tber eine
zweiseitige Rangkorrelationsanalyse nach Spearman tberprdft.

Fir ausschlieRlich metrisch skalierte Variablen fand das Korrelationsmafd nach Pearson Anwen-
dung.

2.6 Multigenanalyse

An einem Patientinnenkollektiv von zweimal zwdlf Proben wurde eine Expressionsanalyse von
594 Genen durchgefiihrt, die an immunologischen Funktionen beteiligt sind. Hierfr wurden Leer-
schnitte der FFPE-Gewebeblocke angefertigt, adaquates Material manuell mittels Skalpells ab-
gekratzt und anschlieRend die RNA automatisiert im QiaCube aufgereinigt.

Die Multigenanalyse der RNA erfolgte mit dem nCounter® FLEX Analysesystem. Die Auswertung
der Daten erfolgte durch die Web-basierte bioinformatische Plattform Rosalind [58], Uber die die
Rohdaten der NanoString-Analyse analog des NanoString-eigenen Analysetools nSolver Advan-
ced Analysis Software nach gleichen Kriterien verarbeitet werden.

Die RNA-Praparation und praktischen Schritte der NanoString Analyse wurden von Sabine Sa-
gebiel-Kohler (AG Jung/Kumbrink) durchgefihrt.

2.6.1 Leerschnitte

Von jeder FFPE-Gewebeprobe wurden zehn Leerschnitte mit einer Schnittdicke von 2 um ange-
fertigt und in ein Wasserbad Uberfuhrt. Nach Aufnahme durch je einen glasernen Objekttrager
trockneten die Schnitte bei 60°C fir 12 Minuten. Eine Gewebsflache von etwa 1cm? galt als er-
forderlich, um ausreichende RNA gewinnen zu kénnen.

2.6.2 Auskratzen der Leerschnitte

Der bereits aus der Primardiagnostik vorliegende Hamatoxylin-Eosin (HE)- gefarbte Schnitt
wurde mikroskopisch beurteilt und reprasentative Endometriumschleimhaut mit einem Perma-
nentmarker handisch umfahren. Teils miterfasste Anteile von endozervikalem oder myometrialem
Gewebe wurde ausgespart und fir die nachsten Schritte nicht verwendet.

Unter Vorlage des markierten HE-Schnittes wurde nun auf korrespondierenden Leerschnitten das
ausgewiesene Gewebe mit einer Skalpellklinge gekratzt. Je nach Gewebeanteil wurden entspre-
chend viele Leerschnitte zur RNA-Isolierung verwendet.

2.6.3 RNA-Isolierung im QiaCube

Die RNA-Isolation erfolgte im QuaCube unter Verwendung des RNeasy FFPE-Kits und des
RNeasy-FFPE-Aufreinigungsprotokolls [59].
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Zusammengefasst wurde das unter Abschnitt 2.6.2 gewonnen Material fiir jede Probe in ein Re-
aktionsgefal3 tberflihrt und mit einer Deparaffinierungslésung versetzt, gevortext und zentrifu-
giert. AnschlielRend folgte eine dreiminltige Inkubation bei 56°C. PKD-Puffer wurde zugegeben,
nachdem die Proben auf Raumtemperatur abgekuhlt waren und jetzt erneut durch vortexen ge-
mischt. Hiernach wurden die Proben fir eine Minute bei 10000 rpm zentrifugiert, wodurch sich
eine untere, klare Phase bildete, zu der im néachsten Schritt 10pl Proteinase K gegeben wurde.
Durch sanftes Auf-Ab-Pipettieren wurde das Material vermengt. Im néchsten Schritt wurde erneut
bei 56°C fur 15 min inkubiert, nun die Temperatur fir weitere 15 min. auf 80°C angehoben. Die
tiefere, farblose Phase wurde in ein neues Reaktionsgefa tberfuhrt und fiir 3 min. auf Eis inku-
biert. Nach einer letzten Zentrifugation bei 13500 rpm fiir 15 min wurde die Probe in den QiaCube
Uberfihrt, wo die restlichen Schritte der RNA-Isolation Gber Spin-Columns vollautomatisch und
standardisiert durchgefuihrt wurden.

Die Qualitat und Reinheit der RNA wurde Uber ein Nanodrop Spektrophotometer gemessen. Die
Ergebnisse sind der Tabelle 20 dem Anhang zu enthehmen.

2.6.4 nCounter System

2.6.4.1 Prinzip

Die NanoString nCounter-Technologie nutzt optische molekulare Barcodes, um individuelle
mRNA-Transkripte zu markieren, die durch eine spezielle Nukleotidsequenz festgelegt sind. Eine
hierzu komplementéare, paarige Sonde wird angelagert, die das Zielmolekiil identifizieren, selek-
tieren und fixieren kann:

Die paarig angelegten Markierungssonden (das ,CodeSet*) bestehen dabei aus sogenannter Re-
porter Probe und Capture Probe.

o Die Reporter Probe tragt einen sechsteiligen, farbigen Barcode, dessen Zusammenset-
zung eine genaue ldentifikation des markierten Ziels ermdglicht.

o Die Capture Probe tragt eine funktionelle Biotingruppe, die nicht-kovalent an eine Strep-
tavidin-Platte bindet und ein Zielmolekul fixieren und immobilisieren kann.

Das Sondenpaar kann nun Uber die fur das Zielmolekil spezifische Nukleotidsequenz direkt mit
einem einzelstrangigen RNA-Molekil in Lésung hybridisieren.

Durch Anlegen einer elektrischen Spannung richten sich die auf einer Streptavidin-Platte fixierten
und markierten Komplexe in gleicher Richtung aus und kénnen guantitativ anhand des Barcodes
erfasst und mit einem Epifluoreszenzmikroskop ausgezahlt werden [60].

2.6.4.2 nCounter Immunology Panel

Das NanoString nCounter System ist modular aufgebaut und erlaubt die Verwendung verschie-
dener Assays, um in Gewebe unterschiedliche Genprodukte zu erfassen. Im Folgenden verwen-
det wurde das nCounter Immunology Panel v2 (C2328), das es erlaubt, die Produkte von 594
verschiedenen menschlichen Genen zu quantifizieren (vgl. Genliste im Anhang Tabelle 19). Der
Schwerpunkt liegt in dem gewahlten Panel auf Genen, die insbesondere in immunologischen
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Prozessen relevant sind und deren Produkte u.a. Zytokine, Interferone und zahlreiche Rezepto-
ren umfassen.

2.6.5 Hybridisierung

Verwendet wurde eluierte RNA, wie unter Kap. 2.6.3 beschrieben. Das Hybridisierungsprotokoll
ist in Tabelle 17 im Anhang hinterlegt.

2.6.6 Prep Station

In der Prep Station erfolgt durch vollautomatisches Pipettieren ein Flissigkeitstransfer, die Pro-
benauftrennung anhand der molekularen Barcodes und die Fixierung und Immobilisierung ent-
lang einer Streptavidin-Platte. Bis zu 12 Proben kénnen innerhalb von etwa 3 Stunden verarbeitet
werden. Gewahlt wurde das Protokoll fir hohe Sensitivitat ,High Sensitivity Protocol®. Weitere
Arbeitsablaufe wurden gemaf der im Nutzerhandbuch hinterlegten Anleitung durchgefuhrt [60].

2.6.7 Analyzer

Der digitale Analyzer ist ein Mehrkanal-Epifluoreszenzscanner zur Bildgebung der immobilisier-
ten, durch fluoreszierende Barcodes markierten Proben. Uber jeweils 280 Fields of View werden
die zahlreichen (hunderte bis tausende) Reporter-Probes ausgezahlt und die Rohdaten mit ab-
soluten Zahlwerten fur jede Probe in einer RCC (Reporter Code Count) Datei gespeichert. Die
RCC-Daten konnen Uber die proprietdre nSolver- Analysis Software weiter analysiert werden
oder als CSV- (Comma Seperated Values) Datei exportiert werden. Ein dritter Weg ist die Daten-
verarbeitung Uber Rosalind, wie sie fur diese Arbeit gewahlt wurde.

2.6.8 Verarbeitung der Rohdaten

Die weitere Datenverarbeitung erfolgte tber Rosalind [58]. Es handelt sich hierbei um eine Cloud-
basierte Plattform zur Analyse von Genexpressionsdaten. Eine Kooperation mit NanoString er-
mdoglicht es, direkt mit den Rohdaten in Form der erstellten RCC-Dateien zu arbeiten, ohne auf
die Nano-String eigene nSolver-Software zurtickgreifen zu missen. Ein gro3er Vorteil der Daten-
analyse durch Rosalind ist die Ubersichtlich gegliederte und moderne graphische Darstellung der
Untersuchungsergebnisse, die mégliche Zusammenhéange und Pathway-Analysen vereinfacht.

Die automatisierte Verarbeitung der Daten in Rosalind folgt dem nCounter® Advanced Analysis
Protokoll zur Normalisierung der Genexpressionsdaten einer RCC-Analyse.

2.6.8.1 Normalisierung der Daten

Die Normalisierung der Rohdaten durch Rosalind erfolgt zum einen anhand von in der Nano-
String-Analyse mitgefihrten Positivkontrolle in Form einer Verdunnungsreihe (POS_A bis
POS_E), ferner Uber Referenzgene, die Uber den geNorm-Algorithmus des Bioconductor-Pakets
NomgPCR ausgewéahlt werden [61]. Eine handische Implementierung in R ist nicht nétig. Die
Normalisierung erfolgt jeweils Uber den geometrischen Mittelwert.

2.6.8.2 Statistische Analyse der Daten

Ziel ist es, den Effekt der chronischen Endometritis (definiert als > 2 Plasmazellen / 10 HPF) auf
das Genexpressionsprofil endometrialer Schleimhaut zu analysieren, wobei durch die Auswahl
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des nCounter Immunology-Panels der Schwerpunkt auf immunologisch relevante Gene gelegt
wurde.

Die Nullhypothese (Ho) lautet hierbei, dass es keinen Unterschied der Genexpression zwischen
chronisch entziindeter endometrialer Schleimhaut und entziindungsfreier endometrialer Schleim-
haut gibt.

Die Gegenhypothese (H.) lautet, dass es einen Unterschied der Genexpression zwischen chro-
nisch entziindeter endometrialer Schleimhaut und entziindungsfreier endometrialer Schleimhaut
gibt.

Die Analyse der Daten erfolgte gemall NanoString-Vorgabe durch die Implementierung eines
generalisierten linearen Modells unter der Annahme einer negativen binomialen Verteilung, um-
gesetzt in der gim.nb Funktion in R/MASS [62]. Hiermit wurden fold-change und p-Werte fir jedes
Gen ermittelt. Die adjustierten p-Werte wurden Uber die Benjamini-Hochberg False Discovery
Rate (FDR) ermittelt.

2.6.8.3 Visualisierung der Daten

Die Visualisierung der Daten erfolgte Gber Rosalind. Fur die Heatmaps der differentiell exprimier-
ten Gene wurde dafir die PAM (Partitioning Around Medoids) Methode der fpc-R-Bibliothek ver-
wendet [58, 63].

2.6.8.4 Weiterfuhrende Datenexploration durch Pathway Enrichment
Analysen

Um Genexpressionsdaten in den Kontext funktioneller biologischer Signalwege (,Pathways*) zu
setzen, kann die Methode einer Gene Set Enrichment Analyse (GSEA) genutzt werden. Hier-
durch werden biologische Signalwege identifiziert, die in einer Genliste starker angereichert sind,
als dies durch puren Zufall zu erwarten wéare [64]. Grol3e und schwer Uiberschaubare Genlisten,
wie sie im Rahmen einer Expressionsanalyse erzeugt werden, kdnnen auf eine kompaktere An-
zahl an Signalwegen reduziert werden, was eine biologisch relevante Interpretation eines Daten-
satzes vereinfacht.

Um die Anreicherung einer Genliste in einem Signalweg zu bestimmen, werden zwei Enrichment-
Scores berechnet.

Der Global Significance Score (GSS) misst die zusammenfassende Signifikanz aller Veranderun-
gen innerhalb eines Signalwegs und wird ausschlief3lich als positiver Wert angegeben. Der GSS
misst lediglich ob, nicht jedoch, auf welche Weise, sich die Genexpression innerhalb eines Sig-
nalweges verandert. Der GSS gibt keine Aussage dartber, ob gemessene Verdnderungen inner-
halb eines Signalweges sinnhaft und funktionell kongruent sind.

Der Directed Significance Score (DSS) ahnelt dem GSS. Im Unterschied zu diesem misst der
DSS jedoch nicht die generelle Tendenz eines Signalwegs, Uberexprimierte Gene zu beinhalten,
sondern bericksichtigt, ob die Gene Uber- oder unterexprimiert sind. Der DSS kann somit Werte
Uber als auch unter null umfassen.

Die Unterschiede beider Scores werden anhand eines Beispiels deutlicher. Fur den Fall eines
Signalwegs, der sowohl hoch- als auch runterregulierte Gene beinhaltet, wirde der GSS hoch,
der DSS nahe Null gehen. Beinhaltet ein Signalweg lediglich hoch- oder runterregulierte Gene,
fallen GSS und DSS ident aus. Ein hoher Signifikanzscore ist Anhalt fur h6here Relevanz eines
Signalwegs.
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Uber Rosalind ist eine GSEA-Analyse gemaR des NanoString-Algorithmus, wie sie im NanoString
Benutzerhandbuch hinterlegt ist, méglich [62].

Die angebotene Pathway-Exploration umfasst neben der NanoString-Annotation u.a. WikiPath-
ways, BioPlanet, MSigDB Pathway Collection.
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3. Ergebnisse

3.1 Immunhistochemie

3.1.1 CD138* Plasmazellen

In 102 Proben wurden zwischen 0 und
36 Plasmazellen in 10 HPF gezahlt.
Der statistische Mittelwert an CD138*
Plasmazellen auf 10 HPF betrug 2,28,
der Median 0. Es fand sich ein Mini-
mum von 0 und ein Maximum von 36
Plasmazellen pro 10 HPF (Abbildung
8, Abbildung 9).

73,53%
<1 CD138+M 0 HPF

10,78%
=6 C0138+10 HPF

15,59%
=2 und =5 CD138+1 0 HPF

Abbildung 8: Klassierte Verteilung des Plasmazellinfilt-
In einem Grof3teil der Falle (75,53%) rats
fand sich maximal eine Plasmazelle.

Die Daten zur Pravalenz der chronischen Endometritis variieren in Abhangigkeit des zugrunde-
liegenden Diagnosekriteriums stark (vgl. Kap. 1.3.2, Tabelle 11), Die Diagnose einer chronischen
Endometritis wurde in dieser Studie bei einem Diagnoseschwellenwert von mindestens 2 CD138*
PZ/10HPF gestellt und konnte an 27 Proben gestellt werden. Die Préavalenz der chronischen En-
dometritis betrug im Probenkollektiv somit 26,5%. Ein ausgepragtes Plasmazellinfiltrat von tber
funf CD138*/10 HPF zeigte sich in 10,78% der Falle.

Legt man als Diagnosekriterium fur eine chronische Endometritis den Nachweis bereits einer ein-
zelnen Plasmazelle zugrunde, steigt die Pravalenz auf 42,2%. Wird hingegen ein strengerer
Grenzwert von mindestens 5 Plasmazellen/10HPF genutzt, sinkt die Pravalenz auf 12,8% (vgl.
Tabelle 3).

Tabelle 3: CE Pravalenz in Abhangigkeit des PZ-Infiltrats

Diagnosekriterium =1 PZ/10HPF = 2 PZ/10HPF =z 5 PZ/10HPF

Pravalenz 42.,2% 26,5% 12,8%

Eine statistisch auf dem 0,05-Niveau signifikante zweiseitige Korrelation nach Spearman von 0,04
mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,2 bestand zwischen den Klassen des Plasmazellinfilt-
rates und der Anzahl CD8* T-Lymphozyten (vgl. Tabelle 4).

Eine Korrelation zwischen Plasmazellinfiltrat und CD56* uNK-Zellen oder dem Patientenalter be-
stand nicht (vgl. Tabelle 5).

Auch eine Korrelation zwischen klassiertem Plasmazellinfiltrat und Zyklusphase lie3 sich nicht
erweisen (asymptotische zweiseitige Signifikanz von 0,083 im Chi-Quadrat nach Pearson).
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Tabelle 4: Korrelation des klassierten Plasmazellinfiltrats mit der Anzahl CD8* T-Lymphozyten
auf 10 HPF

CD138-Klasse CD8*in 10 HPF
Spearman-Rho | CD138- Korrelationskoeffizient 1,000 0,203
Klasse g4 (2-seitig) 0,040
N 102 102
CD8* in Korrelationskoeffizient 0,203 1,0
LOHPF g4, (2-seitig) 0,040
N 102 102
60
S0
- 40
S
-
=]
=
@
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CD 138+ in 10 HPF

Abbildung 9: Haufigkeitsverteilung des Plasmazellinfiltrats
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Tabelle 5 Korrelation des klassierten Plasmazellinfiltrats mit der Anzahl CD56* NK-Zellen/HPF

und dem Alter

CD138-Klasse CD56/HPF  Alter
Spe- CD138- Korrelationskoef- 1,000 0,137 -0,077
arman- Klasse fizient
Rho Sig. (2-seitig) 0,170 0,441
N 102 102 102
CD56* Korrelationskoef- 0,137 1,0 -0,014
pro HPF fizient
Sig. (2-seitig) 0,170 0,889
N 102 102 102
Alter Korrelationskoef-  -0,077 -0,014 1,000
fizient
Sig. (2-seitig) 0,441 0,889
N 102 102 102
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3.1.2 CD56" uterine NK-Zellen

In 102 Proben wurde eine uNK-Zelldichte von mindestens 0 und maximal 166 pro reprasentatives
HPF ermittelt. Der Mittelwert betrug 25,99, der Median 20.

Ein Grof3teil der Falle lie? sich den beiden ersten Klassen zuordnen, die eine uNK-Zelldichte von
0 —19 (45,10%) und 20 — 36 (35,29%) abbildeten. Nur insgesamt 19,61% der Félle zeigten eine
hdhere uNK-Zellzahl und wurden den Klassen von 40 — 59 (12,75 %) und =60 (6,86%) zugeordnet
(Abbildung 10, absolute Haufigkeitsverteilung in Abbildung 11). Ein Darstellung des entsprechen-
den histologischen Bildes zeigt Abbildung 12.

Es fand sich keine signifikante Korrelation zwischen absolutem uNK-Zellgehalt und Plasmazell-
gehalt (0,06), CD8* T-Zellgehalt (0,094) oder dem Patientinnenalter (0,56)°.

Auch die Gegenuiberstellung des uNK-Zellgehaltes mit der Zyklusphase erbrachte keine statis-
tisch signifikante Korrelation (zweiseitig asymptotische Signifikanz nach Pearson 0,003 im Chi-
Quadrat Test).

Abbildung 10: Klassierte Verteilung des uNK-Zellbesatzes. Absolute
Werte bezeichnen CD56* uNK-Zellen/HPF

9 In Klammern angegebene Werte entsprechen der Pearson-Korrelation
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Abbildung 11: Haufigkeitsverteilung CD56* uNK-Zellen pro HPF

Beschrankt man sich bei der Betrachtung der Tabelle 6 auf die unterschiedlichen Auspragungen
des uNK-Zellgehaltes zwischen Proliferations- und Sekretionsphase, erkennt man hier zumindest
einen Trend, in dem eine hohe oder sehr hohe Zelldichte in 62,8% der Félle in der Sekretions-
phase, jedoch nur in 41,3% der Proben aus der Proliferationsphase gefunden wurden. Entspre-
chend findet man eine geringe oder maiige uNK-Zelldichte in einem GrofRteil (58,7%) der Falle
in der Proliferationsphase, wahrend dies nur in einer Minderheit der Falle (37,2%) in der Sekreti-
onsphase vorkommt.

Auch wenn die erhobenen Werte keine signifikante Korrelation zwischen Zyklusphase und uNK-
Zellgehalt zulassen, illustrieren sie die Beobachtung, dass mit fortschreitendem Zyklus ein ten-
denziell hdherer uNK-Zellgehalt vorliegt.

Tabelle 6: Kreuztabelle der klassierten uNK-Zelldichte und der Zyklusphase

Proliferati- Sekretions-  Abbruchblu- Funktions- Funktionell Gesamt
onsphase phase tung arm unregelm.
uNK-Zell- Gering 16 6 0 0 2 24
dichte/HPF .
MaRig 11 10 0 0 2 23
Hoch 12 15 1 0 1 29
Sehr 7 12 1 1 5 26
hoch
Gesamt 46 43 2 1 10 102




3 Ergebnisse

35

g .
A v -
: 14
s -
¢
?
o)
; L
, .
&
*
®
5
w e @
\ A
. ] -
-
T
s
B 14 [ 5 ¢
;g@ 3° 3 %
¢ »(éi,;g»ﬁ X ®
'a: b4 s >
g0 © A
R T ‘? v s
e SO "
¥ o e® <
¢ 3:_‘" _n:; 7
> » 3
ve
9 . 2
g
& ¥
$ \;'é o
I g
: L £y
“ o
3 A ¥ r?{
NN 8
o~ "
L
v ¢

Abbildung 12: CD56, klassiert

Repréasentative Abbildungen, jeweils bei 40x VergréRerung. Immunhistochemie fir CD56, jeweils
400x. In (A) geringe, in (B) mittlere, in (C) hohe und in (D) sehr hohe uNK-Zelldichte.

3.1.3 CDB8* zytotoxische T-Zellen

In 102 Proben wurden auf zehn ausgezahlten
HPF mindestens 26 und maximal 683 CD8* T-
Lymphozyten gezahlt. Der Mittelwert lag bei
164,4, der Median bei 124,2.

Ahnlich der Verteilung der uNK-Zellen lieR sich
ein GrolRteil der Falle den beiden ersten Klassen
zuordnen, die Zellzahlen von 0 — 100 (35,29%)
und 101 — 200 (33,33%) abbildeten. 19,61% der

33.33%
101200

Abbildung 13: Klassierte Darstellung der
CD8* Zelldichte pro 10 HPF

Proben zeigte ein hohe (201 — 300), 11,76% eine sehr hohe (> 300) Zellzahl (Abbildung 13).

Wie unter Abschnitt 2.5.5 erlautert, konnte eine statistisch auf dem 0,05-Niveau signifikante zwei-
seitige Korrelation nach Spearman von 0,40 zwischen den definierten Klassen des Plasmazellin-
filtrates und der Anzahl CD8* T-Lymphozyten demonstriert werden.

Eine graphische Darstellung der absoluten Zahlwerte ist in Abbildung 14 gezeigt, das histologi-
sche Bild der verschiedenen Klassen in Abbildung 15.
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Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen CD8* T-Zellgehalt und Alter, Zyklusphase oder

uNK-Zellgehalt lag nicht vor.
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Abbildung 14: Haufigkeitsverteilung CD8* T-Zellen auf 10 HPF
Cg Al [0 g
3 e B %
0 - > 8 "
™ p S’ &
) & ' p o
£ .-4 ‘\A Y
o - g
£ o7 L‘.
:' N, i A “. s * 3
Aiiad S R >
;Hf.a e :
z -® L -«
;f;;;:' »5 .
k“' & ,?"ﬁm °
4 4 Q
ER I LR
¥ et e amhn s
N o “
. @ i » 9
G + .
: ‘10 » a'
s e
e
»
e R B
5 0 ¢
w- R f i
o, a e

Abbildung 15: CD8, klassiert. Reprasentative Abbildungen der verschiedenen Klassen bei 400x
VergroéRerung. In (A) geringe, in (B) mittlere, in (C) hohe und in (D) sehr hohe CD8-Zelldichte.
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3.2 Ergebnisse aus der Expressionsanalyse

Die Intention der Genexpressionsanalyse war es, den Effekt der Diagnose einer chronischen En-
dometritis (definiert als > 2 Plasmazellen / 10 HPF) auf das Genexpressionsprofil endometrialer
Schleimhaut zu explorieren. Zwei Gruppen von je 12 Endometriumsbiopsien (histologisch gesi-
cherte chronische Endometritis bei unerfulltem Kinderwunsch vs. entziindungsfreie Normal-
schleimhaut) wurden gegeniibergestellt und signifikant differentiell exprimierte Gene identifiziert.

Das Kollektiv der chronischen Endometritis umfasste hierbei einen unterschiedlich ausgepragten
Plasmazellbesatz, wie Tabelle 7 zu entnehmen ist.

In den folgenden Abbildungen und Tabellen mit dem Kiirzel ,CTRL" prafigiert sind die Proben der
Kontrollgruppe, ,POS* bezeichnet das Kollektiv der chronischen Endometritiden.

Tabelle 7: Plasmazelldichte der Probenkollektive fir die Genexpressionsanalyse

CE-Gruppe PZ/10HPF Kontrollguppe PZ/10HPF
POS1 36 CTRL1 0
POS2 21 CTRL2 0
POS3 17 CTRL3 0
POS4 15 CTRL4 0
POS5 7 CTRL5 0
POS6 7 CTRL6 0
POS7 5 CTRL7 0
POS8 6 CTRLS 0
POS9 3 CTRL9 0
POS10 3 CTRL10 0
POS11 3 CTRL11 0
POS12 4 CTRL12 0

Die NanoString Analyse wurde gewahlt, da sie fur FFPE-Proben gut geeignet ist und keine Gen-
amplifikation mittels PCR ben6étigt, wodurch die Verfalschung der Expressionsergebnisse durch
eine exponentielle Amplifikation verhindert wird.

3.2.1 Qualitatskontrolle und Normalisierung der Daten

Entscheidend fiir die weitere Verarbeitung von Daten einer Genexpressionsanalyse ist die initiale
Qualitatskontrolle. Die Normalisierung der Rohdaten (sog. RCC-Daten) erfolgte — wie unter Kap.
2.6.8.1 beschrieben — anhand endogener und exogener Positivkontrollen (vgl. Abbildung 16). Die
Errechnung von fold-changes und p-Werten erfolgte geman der NanoString-Vorgaben.
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Eine graphische Darstellung der normalisierten Daten durch einen Violin-Plot ist in Abbildung 18
gezeigt. Eine etwa gleiche Hohe der unterschiedlichen Violin-Plots aller 24 Proben ist Anhalt fir
eine erfolgreiche Normalisierung.

Eine Heatmap der normalisierten Daten ist in Abbildung 19 dargestellt. Eine klare Auftrennung
der Proben anhand der normalisierten Zahlwerte aller Gene durch hierarchisches clustering ge-
lingt nicht.

lllustriert wird dies in der graphischen Darstellung durch einen Multidimensional Scaling Plot, ei-
ner visuellen Reprasentation von Ahnlichkeiten zwischen verschiedenen Objekten (Abbildung
17). Die Expressionsunterschiede der 24 eingesetzten Proben ergeben ein ungeordnetes Bild, in
dem klare Gruppierungen nicht augenfallig werden.

T5-

50-

10-
HWPOS_F
HWPOS_E
W POS
HPOS

5.

0-

Abbildung 16: Zahlwerte der Housekeeper-Gene (oben) als Quadratwurzel des Expressionsni-
veaus, um niedrigere Zahlwerte abzubilden. Log10-transformierte Zahlwerte der exogenen Posi-
tivkontrolle aller Proben (unten).
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Abbildung 17: Multidimensional Scaling Plot, in dem mit gelb die Proben des Kontrollkol-
lektivs, mit griin die Proben des chronische-Endometritis-Kollektivs dargestellt sind.
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Abbildung 18: Violin-Plot-Darstellung der Datenséatze nach erfolgreicher Normalisierung mit ver-

gleichbarer Héhe.
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Abbildung 19: Heatmap aller 24 Proben (gelb: CE-Gruppe, blau: Kontrollgruppe) und aller untersuchten Gene
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3.2.2 Ergebnisse der differentiellen Expressionsanalyse

Wie in Abschnitt 2.6.8.2 beschrieben, erfolgte die weitere Verarbeitung der normalisierten Daten
in Rosalind unter der Annahme einer negativen binomialen Verteilung, wonach fold-changes, p-
Werte und der adjustierte p-Wert (gemaf Benjamini-Hochberg) berechnet wurden.

Insgesamt sind vier Gene auf einem Signifikanzniveau von <0,05 des adjustierten p-Wertes (p-
Adj.) zwischen der CE-Gruppe und der Kontrollgruppe differentiell exprimiert (Tabelle 8).

Signifikant Uberexprimiert wurden LCK10; Eine Tyrosinkinase der Src-Familie (p-Adj: 0,04, log2
Fold Change: 1,44), PTAFR!!: Ein G-Protein gekoppelter Rezeptor der Plattchenaktivierung (p-
Adj: 0,04, log2 Fold Change: 1,75), IKBKE!?: Eine nichtkanonische I-Kappa-B Kinase in der Re-
gulation antiviraler Signalwege (p-Adj: 0,01, log2 Fold Change: 0,86).

Signifikant unterexprimiert wurde HLA-DOB?3, Teil eines Heterodimers des HLA Klasse Il beta-
Ketten Paralogs, exprimiert an Antigen-prasentierenden Zellen (p-Adj: 0,04, log2 Fold Change: -
3,01).

Tabelle 8: Differentiell exprimierte Gene nach FDR-Korrektur, Vergleich CE- und Kontrollgruppe

Gen Fold Change Log2 Fold Change Adjustierter p-Wert
LCK 2,71 1,44 0,04
PTAFR 3,36 1,75 0,04
IKBKE 1,81 0,86 0,01
HLA-DOB -8,05 -3,01 0,04

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse wurden fur die Erstellung einer Heatmap verwendet (Ab-
bildung 20). Es ergibt sich hierbei eine Hierarchie, in der zwei gro3e Gruppen in zahlreiche Sub-
gruppen unterteilt werden. Eine Gruppe umfasst Uberwiegend Proben des Kontrollkollektivs
(88%), die andere Gruppe bildet zu einem Grol3teil Proben mit chronischer Endometritis ab (73%).

10 Synonyme: lymphocyte cell-specific protein-tyrosine kinase, IMD22, leukocyte C-terminal Src
kinase

11 Platelet activating factor receptor
12 Synonyme: Inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit epsilon, IKK-E
13 Synonyme: Major histocompatibility complex class I, DO beta, MHC Klasse Il Antigen DOB
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Die Expressionsunterschiede
aller untersuchten Gene wurden
mithilfe eines Volcano-Plots vi-
sualisiert (Abbildung 21). Auf
der Y-Achse wird der negative
Logarithmus zur Basis 10 der
adjustierten p-Werte aufgetra-
gen. Hoch signifikante, niedrige
p-Werte erscheinen somit im
oberen Teil des Plots und sind
einfach identifizierbar. Auf der
X-Achse wird der logarithmierte
Fold Change zwischen den
Gruppen ,CE® und ,Kontrolle®
aufgetragen. Jedes Gen wird
durch einen Punkt symbolisiert.
Drei Gene mit einem Fold
Change Uber 0,5 und einem p-
Adj von unter 5% sind zu erken-
nen (grune Punkte), ein Gen mit
einem Fold Change unter -0,5
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Abbildung 21: Volcano Plot der differentiellen Expressions-
analyse, Vergleich CE (n=12) mit Kontrolle (n=12)
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Abbildung 20: Heatmap nach differentieller Genexpressionsanalyse,
hierarchisches Clustering von Zeilen und Spalten
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und einem p-Adj von unter 5% (lila Punkt).

3.2.3 Gene Set Analyse

Um einen moglichen Effekt der chronischen Endometritis auf funktionelle biologische Signalwege
zu explorieren, wurde Uber Rosalind anhand der im NanoString-Manual hinterlegten Vorgaben
eine Gene Set Analyse durchgefuhrt und fur die hierfur etablierten Signalwege jeweils der globale
und gerichtete globale Signifikanz-Score errechnet.

Der globale Signifikanzscore misst allgemeine Signifikanzveranderungen eines Gen-Sets inner-
halt eines Signalwegs, ohne zu beriicksichtigen, ob eine Uber- oder Unterexpression vorliegt. Es
resultiert ein stets positiver Wert, der Ausdruck einer Summe von signifikanten Expressionsun-
terschieden darstellt und bildet damit die Tendenz eines Signalweges, differenziell exprimierte
Gene zu beinhalten, ab.

Der gerichtete globale Signifikanzscore berlicksichtigt das Vorzeichen differentiell exprimierter
Gene und gibt somit Auskunft zur Uber- oder Unterexpression von Genen innerhalb eines Sig-
nalweges. Er kann deshalb auch negative Werte annehmen, da hier (anders als beim globalen
Signifikanzscore) auch das Vorzeichen der differenziell exprimierten Werte berlcksichtigt wird
(vgl 2.6.8.4).

Je hoher der Signifikanzscore, desto ausgepragter sind die Expressionsveranderungen innerhalb
eines Signalwegs.

Tabelle 9 fasst die Ergebnisse der Pathway-Analyse lber die NanoString Annotationen zusam-
men. Aufgefihrt sind alle hierin erfassten 32 Pathways, mit einem DSS zwischen 2.1805 und -
1,2236 sowie einem GSS zwischen 2.5344 und 1.1672. Die Signalwege umfassen zwischen 259
und 8 Gene.

Tabelle 9: Tabellarisches Resultat der Gene Set Analyse. DSS: gerichteter globaler Signifikanz-
scor, GSS: Globaler Signifikanzscore, Genzahl: Anzahl an Genen des Signalwegs.

Signalweg DSS GSS Genzahl
TGF-b Signaling 2.1805 2.1947 9
Treg Differentiation 2.0209 2.0774 10
Th2 Differentiation 1.8897 1.8897 17
Inflammasomes 1.8825 1.8825 8
MHC Class Il Antigen Presentation 1.7121 2.5344 14
Type Il Interferon Signaling 1.6635 1.7749 36
Cell Adhesion 1.5593 1.9777 56
Lymphocyte Activation 1.4496 1.6635 241
Transcriptional Regulation 1.4186 1.7873 53
Th17 Differentiation 1.4059 1.6978 31
Host-pathogen Interaction 1.3471 1.7598 252
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Th1 Differentiation
Cytokine Signaling

TNF Family Signaling
NLR signaling

TLR Signaling

Chemokine Signaling
Type | Interferon Signaling
Lymphocyte Trafficking
Hemostasis

Phagocytosis and Degradation
Complement System

T Cell Receptor Signaling
Innate Immune System
Adaptive Immune System
Apoptosis

Oxidative Stress

NF-kB Signaling

Autophagy

MHC Class | Antigen Presentation

B cell Receptor Signaling

Immunometabolism

1.3247
1.3228
1.3148
1.3115
1.2456
1.2268
1.2171
1.2146
1.2047
1.1773
1.1168
1.0867
1.0403
0.9821
0.8189
0.744
0.5956
-0.1043
-0.7531
-0.9394
-1.2236

1.6507
1.7453
1.4856
1.6054
1.5803
1.4615
1.5399
1.3554
1.7751
1.9412
1.7504
1.7681
1.5968
1.7063
1.585

1.7456
1.5188
1.1672
1.6281
1.4862
1.6255

14
259
49
64
73
63
28
21
73
48
39
57
199
137
54
36
62
11
39
35
32

3.2.4 Alternativer Untersuchungsansatz: Vergleichende

Expressionsanalyse der vier fulminantesten Endometritisproben

Die bislang vorgestellten Ergebnisse zeigen Genexpressionsunterschiede zwischen 12 Proben
histologisch entziindungsfreier endometrialer Schleimhaut und 12 Proben mit histologisch gesi-
cherter chronischer Endometritis unterschiedlicher Auspragung.

Vier differentiell exprimierte Gene wurden identifiziert, die eine Aufteilung der Proben in zwei
Gruppen erlaubte, von denen eine ganz Uberwiegend (zu 88%) aus Proben des Kontrollkollektivs
bestand, die andere Uberwiegend (zu 73%) aus Proben der CE-Kohorte (Abbildung 20).

Das Probenkollektiv der CE-Kohorte bildete dabei unterschiedlich ausgepragte Plasmazellinfilt-
rate in einem Spektrum von 3 bis 36 Plasmazellen pro 10 HPF ab.

Unter der Fragestellung, ob ein isolierter Vergleich der vier ausgepragtesten CE-Proben (POS1
bis POS4) gegen das Kontrollkollektiv einen scharferen Kontrast in der differentiellen Genexpres-
sionsanalyse zeigen wirde, wurde ein zweiter Untersuchungslauf durchgefuhrt.
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In der Gegeniiberstellung der vier ausgepragtesten Félle chronischer Endometritis (POS1 bis
POS4) zu der Kontrollgruppe (CTRL 1 bis CTRL 12) finden sich 70 differentiell exprimierte Gene,
hierunter LCK, HLA-DOB und IKBE, nicht jedoch PTAFR (adjustierter p-Wert: 1,0). 13 Gene wer-
den signifikant unter- 57 signifikant Gberexprimiert (vgl. Volcano-Plot, Abbildung 22 und Tabelle
9 als auch Tabelle 18 im Anhang).

Die Clusterbildung der generierten Heatmap (Abbildung 23) ist deutlich weniger prazise als in der
Voruntersuchung. Zwei groRe Gruppen werden gebildet, von denen eine lediglich vier Proben
(samtlich aus dem Kontrollkollektiv), die zweite zwélf (acht weitere Proben des Kontrollkollektivs
und die vier CE-Proben) umfasst.

Es gelingt demnach auf Ebene der differentiell exprimierten Gene keine klarere Gruppenbildung
als in der Voruntersuchung (vgl. mit Heatmap in Abbildung 20 und den Ergebnissen aus Kap.
3.2.2).

Abbildung 22 Volcano Plot der differentiellen Expressionsanalyse, Vergleich ausgepragte
CE (n=4) mit Kontrolle (n=12)
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Abbildung 23: Vergleich ausgepragte chronische Endometritis (n=4) mit Kontrolle (n=12). He-
atmap nach differentieller Genexpressionsanalyse, hierarchisches Clustering von Zeilen und
Spalten.
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Tabelle 10: Differentiell exprimierte Gene nach FDR-Korrektur, Vergleich ausgepragte CE- und
Kontrollgruppe. Hervorgehobene Gene in der Voruntersuchung differentiell exprimiert (Kap.

3.2.2)
Gen Fold Change Log2 Fold Change Adjustierter p-Wert
CD8A 3,44 1,78 4,55e-4
CD27 3,83 1,94 6,59e-4
MAF 2,24 1,16 8,16e-4
LCK 3,91 1,97 8,91e-4
IKBKE 2,00 1,00 9,50e-4
NFKB2 1,73 0,79 1,28e-3
HLA-DRB3 2,92 1,55 1,34e-3
CR1 3,64 1,86 1,55e-3
CCL5 2,53 1,34 1,57e-3
IRF4 8,13 3,02 1,79e-3
CD74 2,44 1,28 2,72e-3
HLA-DPA1 2,80 1,48 3,14e-3
FCGR2B 3,08 1,62 3,23e-3
PRDM1 2,61 1,39 3,83e-3
C1QA1 1,98 0,98 4,18e-3
TGFB1 1,60 0,68 4,36e-3
CD45R0 2,55 1,35 4,83e-3
CD36 -5,43 -2,44 5,38e-3
HLA-DRA 2,84 1,5 5,50e-3
PDGFRB 1,74 0,80 6,07e-3
PSMD7 -1,65 -0,72 6,31e-3
LTF 12,16 3,60 6,38e-3
KIT 2,48 1,31 6,42e-3
DEFB1 -3,36 -1,75 6,43e-3
FCGRT 1,52 0,60 6,64e-3
CEACAM1 -1,95 -0,96 6,82e-3
STATS5B 1,76 0,81 6,84e-3
RORC -3.39 -1,76 6,93e-3
MAP4K1 2,20 1,13 7,06e-3
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ITGAL
CLEC7A
IKZF3
CLEC4A
c7
CCR5
SLAMF7
ENTPD1
LAIR1
TCF4
HLA-DOB
HLA-DQB1
HLA-DQA1
IL7R
GZMK
CD45RA
PTPN22
COSH
CSF2RB
CD86
CD40
TAGAP
NT5E
NFKB1
MIF
TIGIT
PTPRC_all
STAT5A
TAP1
ADGRES5
FN1
ITGB2
RELB
CD9

3,00
3,00
3,31
1,79
-6,29
2,83
2,67
2,13
2,09
2,00
-6,71
4,41
4,12
3,31
3,26
2,50
2,30
2,28
2,24
1,98
1,97
1,87
-1,71
1,64
-1,52
2,45
2,10
1,62
-2,09
2,07
-2,06
2,04
1,95

-1,80

1,58
1,58
1,73
0,84
2,65
1,50
1,42
1,09
1,06
1,00
-2,75
2,14
2,04
1,73
1,70
1,32
1,20
1,19
1,17
0,98
0,98
0,90
-0,78
0,72
-0,61
1,29
1,07
0,70
-1,06
1,05
-1,04
1,00
0,96

-0,85

7,54e-3
8,05e-3
8,98e-3
9,34e-3
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04

0,04
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TCF7
LTB4R
CFlI
KLRK1
IL16
BST1

HLA-DPB1

1,76
1,57
1,57
2,41
1,90
-1,80
2,52

0,81
0,65
0,65
1,27
0,93
-0,85
1,33

0,04
0,04
0,04
0,05
0,05
0,05
178e-3
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4. Diskussion

Die chronische Endometritis ist eine unscharf definierte Erkrankung. Zumeist symptomarm, ist
erst in jingerer Zeit ein lebhafter Austausch der wissenschaftlichen Gemeinschaft zu diesem
Thema entfacht, der Ausdruck in reger publizistischer Téatigkeit findet. Die durchschnittliche An-
zahl veroffentlichter Artikel zur chronischen Endometritis hat sich binnen weniger Jahren verdrei-
facht, wie bereits illustriert wurde (vgl. Abbildung 4).

Der Grund fir die erneute Auseinandersetzung mit einem seit langer Zeit bekannten und lange
Zeit wenig relevanten Thema ist auf dem Gebiet der Reproduktionsmedizin zu finden. Ein grol3er
technischer Fortschritt in diesem aus historischer Perspektive recht neuen Fachbereich der Hu-
manmedizin erlaubt es, inzwischen einem immer gréBeren Anteil ungewollt kinderloser Frauen
eine Schwangerschaft zu ermdglichen [45, 65]. Hinzu tritt ein gleichzeitiger gesellschaftlicher
Wandel in der sog. westlichen Welt zu spaterer und kontrollierter Familiengrindung.

Die verfeinerte Methodik der Reproduktionsmedizin umfasst technisch aufwendige, moderne Ver-
fahren zur kinstlichen Befruchtung, wie die intrauterine Insemination, In-vitro-Fertilisation oder
intrazytoplasmatische Spermieninjektion, durch die ein zuvor unerfillbarer Kinderwunsch reali-
siert werden kann [45].

Anlass zu einer eigenen Auseinandersetzung im Rahmen der vorliegenden Arbeit war die beste-
hende grol3e diagnostische Unsicherheit der histologischen Probenaufarbeitung und -interpreta-
tion. Dies ist zum einen der Art des Materials geschuldet, da endometriale Schleimhaut bereits
physiologisch eine gro3e Spannbreite morphologischer Erscheinungsbilder und Variationen des
zu erwartenden Zellbesatzes zeigt und das gewonnene Untersuchungsgut in der Regel sparlich
und fragmentiert vorliegt. Dartiber hinaus besteht kein Konsens in den anzuwendenden Kriterien,
die die Diagnose einer chronischen Endometritis rechtfertigen [20]. Schlieflich ist die klinische
haufig erwiinschte CD56-Quantifizierung ein fir den Pathologen unibliches Verfahren im Kontext
inflammatorischer Veranderungen, zumal die genaue Funktion CD56 exprimierender uteriner NK-
Zellen nicht abschlieRend bekannt ist [7, 8, 66].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden nach aktuellem Wissensstand eine eigene Untersu-
chung zur chronischen Endometritis durchgefiihrt. Neben den etablierten histologischen und im-
munhistochemischen Verfahren (HE, CD138, CD56) wurde eine CD8-IHC zur Bestimmung des
zytotoxischen T-Zell-Gehalts erganzt und kontextualisiert (Kap. 3.1).

In einem weiteren, innovativen Ansatz wurde ferner eine explorative molekularpathologische
Gen-Expressionsanalyse an einem selektierten, kleinen Patientinnenkollektiv erganzt, um wei-
tere Einblicke und Perspektiven zu immunologischen Veranderungen zu gewinnen.

Die gewonnenen Erkenntnisse gilt es im Folgenden kritisch zu diskutieren.

4.1 Patientinnenkollektiv

Die Selektion eines Patientinnenkollektivs in aktuellen und historischen Studien zur chronischen
Endometritis ist schwierig.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der chronischen Endometritis vor dem Hintergrund der
Reproduktionsmedizin, genauer: dem unerfillten Kinderwunsch. 102 Endometriumsbiopsien mit
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einem Durchschnittsalter der Patientinnen von 36,6 Jahren wurden untersucht, samtlich einge-
schickt mit der klinischen Fragestellung nach chronischer Endometritis und dem Wunsch nach
ergadnzender immunhistochemischer Aufarbeitung.

Ein idealisiertes Probenkollektiv wirde samtliche méglichen Einflussfaktoren fiir einen unerfillten
Kinderwunsch und die chronische Endometritis beriicksichtigen und isolieren. Denkbar wiirden
hierzu eine ausfuhrliche Anamnese zu Vorerkrankungen (z.B. autoimmun-Erkrankungen, Gerin-
nungsstérungen), Endokrinologie (hormonelle Dysbalancen), eine Medikamentenanamnese,
Wissen zu anatomische Anlagevarianten des weiblichen Genitals, Komorbiditaten, eine Part-
neranamnese etc. zahlen. Auch eine genaue Information zur Zyklusphase des Entnahmezeit-
punktes der Endometriumsbiopsie wére erforderlich.

All dies steht dem diagnostisch tatigen Pathologen erfahrungsgeman nicht zur Verfligung. Die
Beantwortung der Fragestellung nach einer chronischen Endometritis erfolgt tUblicherweise an-
hand sparlicher klinischer Angaben (Ublicherweise ,RIF/RPL, unerfillter Kinderwunsch®) und des
Patientinnenalters.

Aus diesem Grunde wurde in der vorliegenden Studie hierzu analog das Kollektiv aus der Alltags-
praxis eines grof3en Instituts flir Pathologie gebildet. Es betont den rein histopathologischen As-
pekt der Diagnostik, wobei eine gewisse Verblindung gegenuber dem klinischen Kontext billigend
in Kauf genommen wurde. Dieser Ansatz ist allein deshalb gerechtfertigt, da zum jetzigen Zeit-
punkt ausschlief3lich histologische Kriterien fiir die Diagnosestellung der chronischen Endometri-
tis gelten und ergénzende Patienteninformationen in der taglichen Diagnostik in der Regel nicht
zur Verfligung stehen. Es ist dies also ein pragmatisch-praxisorientierter Ansatz.

Keiner uns bekannten Studie liegt ein streng homogenes Patientinnenkollektiv zugrunde, in dem
gleichermal3en Klinik, Serologie, Anamnese, Zyklus-adaptierte Probenentnahme und korrespon-
dierende histologische Datierung bertcksichtigt wirde.

Die tagesgenaue histologische Datierung endometrialer Schleimhautproben, wie sie urspriinglich
von Noyes et al. [5] etabliert wurde, ist inzwischen Gberholt. Trotzdem erschien es sinnvoll, eine
zumindest einordnende histologische Datierung vorzunehmen.

Der weitaus grofRte Probenteil des verwendeten Kollektivs zeigte histologische Schleimhautver-
anderungen der Proliferations- oder Sekretionsphase (45,10%/ 42,16%), wahrend nur ein kleiner
Anteil (12,74%) eine hiervon divergierende Histologie aufwies. Ein Zusammenhang zwischen
Zyklusphase und chronischer Endometritis ist bislang nicht belegt.

4.2 Ergebnisdiskussion der Inmunhistochemie

Ein technisch einfaches Verfahren zur Identifikation von Zellarten und -eigenschaften stellt die
Immunhistochemie dar. Farbgekoppelte Antikdrper binden spezifische Strukturen und erlauben
Aufschluss Uber konventionell-morphologisch nicht zugéngliche Gewebsmerkmale [34]. Zwar
stammen die urspringlichen und immer noch standardm&Rig zitierten Publikationen zur chroni-
schen Endometritis (vor allem Greenwood, 1981 [32]) aus einer Zeit vor der Etablierung dieser
inzwischen fir die Pathologie alltdglichen Zusatzmethode, fiir die heutige Diagnostik ist sie jedoch
essenziell geworden und insbesondere in der hier behandelten Fragestellung integraler Untersu-
chungsbestandteil.

So verfolgt auch diese Arbeit einen immunhistochemischen Untersuchungsansatz, in dem Plas-
mazellen mittels CD138, NK-Zellen mit CD56 und zytotoxisch T-Zellen mit CD8 markiert und
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quantifiziert wurden. Ein besonderer Stellenwert fallt hierbei dem Plasmazellnachweis als diag-
nostischem Goldstandard zu. Auf die Problematik der Interpretation und Auswertung der gewon-
nen Ergebnisse sei im Folgenden eingegangen.

4.2.1 CD138 - Goldstandard der Diagnostik

Aktueller diagnostischer Goldstandard ist der immunhistochemische Nachweis eines Plasma-
zellinfiltrates an einer Probe endometrialer Schleimhaut [30]. Wie genau ein Plasmazellinfiltrat zu
quantifizieren sei, wie grof3 die auszuwertende Gewebeflache zu sein habe und welcher Schwel-
lenwert fur diese Diagnosestellung geeignet sei, bleibt umstritten [23, 53]. Wie bereits in Tabelle
11: Verschiedene Diagnosekriterien der CE illustriert, kann autorenabhé&ngig bereits eine verein-
zelte Plasmazelle als ausreichender Beweis fiir die Diagnose einer chronischen Endometritis gel-
ten. Die Vergleichbarkeit unterschiedlicher Studien zur chronischen Endometritis wird hierdurch
eingeschréankt, was eine Reihe von Schwierigkeiten im wissenschaftlichen Diskurs mit sich fihrt
und die Grundlage der Diagnose selbst zuweilen zweifelhaft erschienen lasst.

Zwar herrscht eine generelle Ubereinkunft, dass jede Art von Plasmazellinfiltrat im Endometrium
als potenziell pathologisch anzusehen ist, faktisch untermauern Iasst sich diese Aussage jedoch
nicht mit Sicherheit, da die Studienlage zum physiologischen Zellbesatzes des Endometriums
sparlich ist. Ebenfalls unklar ist, ob der Nachweis vereinzelter Plasmazellen im Endometrium
auch dann als Ausdruck einer chronischen Endometritis zu werten ist, wenn keinerlei korrespon-
dierende Klinik (wie ein unerflllter Kinderwunsch etc.) vorliegt [13, 15, 67].

Die Auswertung jeder Immunhistochemie mit einem so sensiblen Schwellenwert wird zusatzlich
erschwert, wenn entnahme- oder zyklusbedingte Gewebshamorrhagien zirkulierende Plasmazel-
len des stromenden Blutes dem Gewebe untermischen und ein Plasmazellinfiltrat artifiziell sug-
gerieren [68].

Zuletzt ist die Sensitivitat der Methode eng an die technische Ausfiihrung gekoppelt. Die Art des
verwendeten Antikorpers und insbesondere die Verdinnung, mit der dieser Aufgetragen wird,
haben einen deutlichen Einfluss auf die Detektion von Plasmazellen.

Im hier vorgestellten Untersuchungsansatz wurde unter Berlicksichtigung der aktuellen Literatur
(vgl. Tabelle 11, Anhang) ein Grenzwert von 2 Plasmazellen auf 10 HPF fur die Diagnose einer
chronischen Endometritis gewahlt, dies in Anlehnung an Kitaya et al. [23]. Die Flachenauswer-
tung von 10 HPF ist parallelen Studienanséatzen entlehnt, sowie dem praktizierenden Pathologen
von zahlreichen anderen Scoring-Systemen bekannt und leicht reproduzier- und anwendbar. Die
Antikdrperverdiinnung erfolgte in einem Verhéltnis von 1:200.

Die Inzidenz der chronischen Endometritis lag im untersuchten Kollektiv bei 26,5%, wobei an-
schaulich die Abhangigkeit der Inzidenz vom angewandten Diagnose-Grenzwert demonstriert
werden kann und von 42,2% (= 1 PZ/10HPF) bis 12,8% (=5 PZ/10HPF) reichen kann (Tabelle 3).
Diese Heterogenitat spiegelt die aktuelle Datenlage, in der untersuchte Kollektive von RIF- Pati-
entinnen eine Inzidenz zwischen 45% [69] und 14% [56] zeigen.

Eine statistisch signifikante, moderate Korrelation lag lediglich im Vergleich des klassierten Plas-
magzellinfiltrates mit der (nicht-klassierten) Anzahl CD8* T-Lymphozyten vor. Dies lasst sich zu-
mindest als hinweisend auf einen moglichen biologischen Zusammenhang zwischen der Diag-
nose der chronischen Endometritis und begleitendem zytotoxischen T-Zell-Infiltrat werten. Aller-
dings existieren nach aktuellem Wissenstand noch keine vergleichbaren Untersuchungen unter
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diesem Gesichtspunkt, sodass fir eine finale Einordnung des Ergebnisses ein breiterer wissen-
schaftlicher Studienkontext wiinschenswert wére.

Insbesondere spannend erscheint die Mdglichkeit eines funktionellen Zusammenhanges der
chronischen Endometritis mit zytotoxischen T-Zellen unter Berilicksichtigung der Pathogenese, in
der als krankheitsurséachlich ein (niederschwelliger) infektidser Fokus gilt, der konsequent antibi-
otisch behandelt werden kann [70, 71].

4.2.2 CD56

Wie bereits unter Kap. 1.2.3.1 beschrieben, ist die genaue Funktion nattrlicher Killerzellen im
Endometrium nicht vollstandig ergriindet und wird im weiten Kontext der Plazentation verordnet,
wo ihnen ,immunmodulatorische® Eigenschaften und eine Beteiligung an vaskularen Umbaupro-
zessen zugeschrieben werden [9, 10, 72]. Zytotoxische Eigenschaften stehen nicht im Vorder-
grund dieser Zellpopulation im Endometrium.

Zu beachten ist, dass NK-Zellen, wie sie in der Untersuchung endometrialer Schleimhaut anzu-
treffen sind, einer speziellen Subgruppe angehéren, die sich durch ihren Immunphanotyp
(CD56Me!, CD16schwach) ynd ihre Funktion von NK-Zellen des peripheren Blutes (CD56schwach
CD16%) unterscheiden. Die Nomenklatur unterstreicht diesen Unterschied in der Differenzierung
als ,uterine NK-Zelle“. Der genaue Zusammenhang uteriner NK-Zellen mit NK-Zellen des peri-
pheren Blutes ist noch nicht bekannt. Zwar wird spekuliert, dass CD56M!-NK-Zellen mit hoher
Wabhrscheinlichkeit Vorlaufer CD56schwach-NK-Zellen seien, das genaue Verhaltnis dieser Sub-
gruppen und ihre Rekrutierung in unterschiedliche Kompartimente des menschlichen Korpers ist
jedoch noch unbekannt [73, 74].

Ob ein Zusammenhang zwischen der Anzahl uteriner NK-Zellen und einem unerfiiliten Kinder-
wunsch oder chronischer Endometritis besteht, ist hochumstritten und lasst sich nach aktueller
Studienlage nicht belegen. Neben Arbeiten, die einen erhéhten endometrialen NK-Zellbesatz bei
Patientinnen mit RIF belegen [66], existieren solche mit diametral entgegengesetzten Ergebnis-
sen [75]. Vollig unklar bleibt die Grundlage und Art der Quantifizierung von uterinen NK-Zellen,
deren Anzahl im Endometrium schon rein physiologisch eine grof3e Spannbreite wéhrend der
unterschiedlichen Zyklusphasen aufweist [12, 13].

All diesen Schwierigkeiten zum Trotz existieren mehrere wissenschaftliche Texte, die immunmo-
dulatorische Therapien!* auf der Basis einer (wie auch immer gearteten) NK-Zell Quantifizierung
untersuchen und hieraus vermeintliche Therapiekonzepte bei unerfiilitem Kinderwunsch ableiten
[76-78]. Wissenschatftlich anerkannt sind diese Untersuchungen nicht [79-81] und eine begrin-
dete NK-Zell-Bestimmung bei unerfilltem Kinderwunsch bzw. RIF lasst sich aus der momentanen
Datenlage nicht ableiten. Allein die verbleibende Ambivalenz einer ,unklaren“ Datenlage mag
ausreichend sein, eine Bestimmung des NK-Zellgehaltes an histologischem Probenmaterial zu
veranlassen.

Da keinerlei etablierte Methoden zur Auszahlung uteriner NK-Zellen existieren, wurde in vorlie-
gender Arbeit ein Ansatz der ,gerichteten” Quantifizierung innerhalb eines HPFs ,durchschnittli-
cher Zelldichte* gewahlt. Ein analoger Prozess wurde in der Arbeit von Russel [12, 13, 82] ge-
wahlt, um orientierende Referenzwerte fur Immunzellen in endometrialer Schleimhaut zu etablie-
ren. Die untersucherabhéngige Selektion eines Gewebeareals, das fir die Auszahlung geeignet
scheint, ist ein methodisches Zugestéandnis an praktische Umsetzbarkeit. Allein die grol3e Menge

14 Beispielsweise Kortikosteroide, Intralipid, Aspirin etc.
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uteriner NK-Zellen, der hierdurch gro3e Zahlaufwand und die teils geballte und heterogene An-
sammlung in Hot-Spots und um Arteriolen verbietet eine mittelnde Quantifizierung tber gréRere
Gewebeflachen durch visuelles Auszahlen am Mikroskop. Zumal sich durchaus mit etwas Erfah-
rung ein homogen verteilter NK-Zell ,Hintergrund® abseits der Hot-Spot Areale abgrenzen lasst,
der in einer gegebenen Probe gleichmaRig verteilt erscheint und auch durch reprasentative Aus-
zéahlung anhand eines HPF sinnvoll erfassbar ist.

Solange schlussendlich kein — beispielsweise digital unterstiitztes und hierdurch evtl. objektivier-
tes — alternatives Auszahlverfahren in der alltdglichen Praxis etabliert ist, bliebt eine durch ein
gewisses Mal3 an Subjektivitat beeinflusste Technik kaum vermeidbar.

Die gewonnen Ergebnisse zeigen eine grofRe Varianz des NK-Zellbesatzes, die weder eine sig-
nifikante Korrelation zu der Anzahl an Plasmazellen noch zu der Anzahl an CD8* T-Zellen zeigte.
Dies Uberrascht wenig vor dem Hintergrund der groBen Skepsis der wissenschaftlichen Gemein-
schaft zu dieser Zusatzuntersuchung und illustriert, dass ein einfacher Zusammenhang zwischen
natdrlichen Killerzellen und Plasmazellen im Endometrium — somit der chronischen Endometritis
allgemein — in der routinemafigen Auswertung endometrialer Schleimhautproben nicht zulassig
konstruiert werden kann.

Berlcksichtigt man dartiber hinaus die schon physiologisch grof3e Varianz der endometrialen NK-
Zelldichte, die Heterogenitat des Verteilungsmusters und die weiterhin zu grof3en Teilen vdllig
unklare Rolle der NK-Zelle innerhalb des diffusen Themenfeldes der Fertilitat und speziell im un-
erfullten Kinderwunsch, erscheint eine — wie auch immer geartete — Quantifizierung am histologi-
schen Schnitt aus heutiger Sicht nicht sinnvoll [12, 13, 83].

4.2.3 CD8

Arbeiten zur Verteilung CD8-exprimierender zytotoxischer T-Zellen im Endometrium existieren
kaum. Allein die schon zitierte Arbeit von Russel [12] beschéftigte sich in den letzten Jahren mit
der Untersuchung der zu erwartenden Normverteilung von CD8* T-Zellen im Endometrium. Wie
auch in der Quantifizierung der CD56* NK-Zellen, ist bei der Auszéhlung CD8* T-Zellen ein ge-
richteter Ansatz gewahlt worden. Hierbei wird berlicksichtigt, dass CD8* T-Zellen in diffuser als
auch fokal akzentuierter, periglandular betonter Lagerung zu beobachten sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden auf 10 HPF zytotoxische T-Zellen ausgezahlt, hierbei wurden
die ,Hot-Spot“ Areale ausgeklammert und die Zahlung auf diffus verteilte T-Zellen innerhalb des
endometrialen Stromas konzentriert, wodurch eine bessere Vergleichbarkeit der Zahlwerte gege-
ben sein durfte.

Dass die Verteilung zytotoxischer T-Zellen ausgepragten Schwankungen unterliegt, wird deutlich,
wenn man sich das Intervall der gemessenen Werte vor Augen fiihrt, wobei zum Mindesten 26,
maximal jedoch 687 Zellen ausgezéahlt wurden. Der zeitliche Aufwand einer rein handisch-visuel-
len Auszéahlung ist erheblich.

Wie schon in der Ergebnisdiskussion der CD138* Plasmazellen berichtet, konnte ein Zusammen-
hang zwischen zytotoxischem T-Zell-Infiltrat und Plasmazellbesatz des Endometriums belegt
werden, wenn die absolute Anzahl an Plasmazellen mit der semiquantitativen Erfassung des
klassierten Plasmazellinfiltrates korreliert wurde.

Ganzlich uberraschend ist dieses Ergebnis nicht, obwohl bei allem — besonders in letzter Zeit
entfachten — Interesse an der Entitat der chronischen Endometritis gerade dieser Zusammenhang
kaum Aufmerksamekeit erhielt.
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Einige wenige Studien zeigen ahnliche Resultate, in denen ein Anstieg des T-Zell-Infiltrates all-
gemein, der zytotoxischen T-Zellen speziell, im Kontext der chronischen Endometritis dokumen-
tiert werden konnte [84, 85].

Die Studienlage zur genauen Ergriindung des mdéglichen immunologischen Zusammenhanges
ist bislang unzureichend. Trotzdem scheint es zumindest naheliegend, dass die chronische En-
dometritis als inflammatorische Reaktion auf eine unterschwellige endometriale Keimbesiedelung
neben einem plasmazellreichen Entziindungsinfiltrat auch eine Komponente zytotoxischer T-Zel-
len beinhaltet, wie dies bei infektidsen Erkrankungen regelhaft zu beobachten ist.

4.3 Diskussion Genexpressionsanalyse

Neben immunhistochemischen Untersuchungen an einem gréReren Patientinnenkollektiv, die im
aktuellen wissenschaftlichen Diskurs zur Diagnostik der chronischen Endometritis Uberwiegen,
wurde in dieser Arbeit eine explorative Genexpressionsanalyse mittels NanoString-Technologie
durchgefuhrt.

Das Verfahren war am Pathologischen Institut der LMU Miinchen etabliert und wurde auch in der
Routinediagnostik verwendet (z.B. ProSigna-Test bei Mammakarzinomen) und erlaubt, Uber eine
kleine Menge an isolierter RNA aus Paraffinmaterial in einem technisch einfach gehaltenen Rah-
men eine potenzielle Informationsfiille zu gewinnen, deren bioinformatische Verarbeitung durch
NanoString selbst und die kooperative Plattform Rosalind Ubersichtlich gestaltet ist.

4.3.1 NanoString-Kollektiv und Methode

Im Unterschied zu Verfahren wie den vorgestellten immunhistochemischen Untersuchungen, die
dazu einladen, groRRe Kollektive vergleichend zu untersuchen, ist die Technik der NanoString-
Genexpressionsanalyse kostenintensiv und zwingt zu einer gewissenhaften Probenselektion.
Technisch limitiert, bietet das eingesetzte Immunologie-Panel Platz fur die gleichzeitige Analyse
von bis zu 12 Proben, sodass die naheliegende Gegenuberstellung eines ,Positivkollektives® ge-
genuber einer Kontrollgruppe die Untersuchung von 24 Proben gestattet.

Innerhalb des ,Postivkollektivs® an Proben mit einer histologisch gesicherten chronischen Endo-
metritis im Kontext eines unerfiilliten Kinderwunsches wurde auf eine unterschiedliche Auspra-
gung des Plasmazellinfiltrates geachtet, das von 4 bis 36 PZ/10 HPF reicht.

Wie bereits mehrfach thematisiert, ist die rein physiologisch grof3e Heterogenitat endometrialer
Schleimhaut insbesondere bei der Verwendung kleinerer Probenkollektive problematisch. Die
RNA-Gewinnung einer NanoString-Analyse beginnt durch handisches Auskratzen markierter
Leerschnitte, sodass ein Grofteil der gewonnenen RNA ,ortsstandigen” Zellen entstammt: etwa
den Epithelien der Schleimhaut, Lymphozyten, NK-Zellen, Endothelien, Makrophagen, Stroma-
zellen. Das allenfalls dezente Plasmazellinfiltrat, das rein histologisch und immunhistochemisch
das entscheidende Differenzierungsmerkmal von Kontroll- und Positivkohorte darstellt, bildet nur
einen Bruchteil der erfassten Zellpopulation ab und tragt einen verschwindend geringen Anteil an
der gewonnenen Proben-RNA.

Gerade in der Exploration des Krankheitsbildes der chronischen Endometritis hat diese Technik
jedoch einen besonderen Wert und Reiz, weil Uber das winzige Plasmazellkompartiment hinaus
funktionelle Zusammenhange eines ganzen Gewebsverbands untersucht werden kdnnen.
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Die Fragestellung ist hier also nicht nur, ob ein Plasmazellinfiltrat messbaren Einfluss auf die
Genexpression endometrialer Schleimhaut mit einer chronischen Endometritis austibt, sondern
ob die anhand der Immunhistochemie getroffene Diagnose einer chronischen Endometritis mog-
licherweise Uber das Plasmazellinfiltrat hinaus Veranderungen und Prozesse zeigt, die in einer
vergleichenden Analyse auf Ebene der Genexpression manifest werden.

Da nach aktueller Literaturrecherche keine vergleichbaren Untersuchungen in anderen Studien
vorliegen, ist eine Validierung der erhobenen Daten durch einfachen Vergleich nicht moglich.
Auch Kausalschlusse dirfen nur vorsichtig vermutet werden, da ochne Komparation nicht sicher
unterschieden werden kann, in welchem MalR3e die erhobenen Werte und differentiell exprimierten
Gene Ausdruck einer chronischen Endometritis sind, oder vielmehr einer noch unklaren Stérva-
riable.

4.3.2 Differentiell exprimierte Gene

Ein Ergebnis der Expressionsanalyse im Vergleich des Positivkollektivs chronischer Endometri-
tis-Proben mit dem Kontrollkollektiv ist die Identifizierung von vier, zwischen den beiden Gruppen
differentiell exprimierten Genen: LCK, PTAFR und IKBKE werden Uber-, HLA-DOB unterexpri-
miert.

LCK ist eine Src-verwandte Proteinkinase und spielt eine Rolle in der komplexen Selektion und
Reifung von T-Zellen. In einer vereinfachenden Anschauung bindet die Proteinkinase LCK nach
der Interaktion einer T-Zelle mit einer antigenprasentierenden Zelle an die zytoplasmatische Do-
mane der CD8- oder CD4- Korezeptoren. Im Zusammenspiel mit dem T-Zell-Rezeptor kommt es
zu einer LCK-vermittelten Phosphorylierung sog. Immunorezeptor Tyrosin-basierten Aktivie-
rungsmotive (immunoreceptor tyrosine-based activation models, ITAMS) an der zytoplasmati-
schen Doméane des CD3-Rezeptors, wodurch die Proteinkinase ZAP70 aktiviert wird [86, 87]. In
diesem Kontext bildet LCK einen integralen Bestandteil innerhalb des T-Zell-Rezeptor-Signalwe-
ges.

Der Plattchen-aktivierende Faktor Rezeptor (Platelet-Activating Factor Receptor, PTAFR oder
PAFr) ist der Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren zugehorig und in Zusammenspiel
mit dem Plattchen-aktivierenden Faktor (PAF) an diversen biologischen Prozessen beteiligt.
Hierzu zahlen proinflammatorische Stoffwechselprozesse, insbesondere im Respirationstrakt
[88, 89], aber auch eine Rolle in der Reproduktion, als Sekretionsprodukt menschlicher Embryo-
nen. Die genaue Signaltransduktion von rezeptorgebundenem PAF ist komplex und nicht voll-
standig eruiert [90].

Der Inhibitor der nukleéren Faktor Kappa B Kinase, Untereinheit Epsilon (IKBKE oder IKKE) ist
zusammen mit der TANK bindenden Kinase 1 (TBK1) Bestandteil des sogenannten nicht-kano-
nischen Aktivierungsweges der nukledaren Faktor Kappa B Kinase (NFkB) [91, 92]. Uber NFkB-
Proteine kann die Expression vieler hundert Gene reguliert und entscheidender Anteil an zentra-
len zellularen Regulationsprozessen wie Inflammation, Zelltod und Zellproliferation genommen
werden. Die diversen Krankheitsprozesse, die mit einer Expression von IKBKE einhergehen, bil-
den die fundamental-mannigfachen Funktion des NFkB- Signalwegs ab und umfassen ein Bou-
quet ganz unterschiedlicher Erkrankungen wie Diabetes, Rheumatoide Arthritis, nicht-alkoholi-
sche Fettlebererkrankung und Ubergewicht [93].

MHCII-Proteine werden auf Antigen-prasentierenden Zellen wie dendritischen Zellen, Makropha-
gen und B-Zellen exprimiert und binden fremde wie eigene Peptide, um sie an der Zelloberflache
der Interaktion mit CD4* T-Zellen anheim zu stellen und also einen entscheidenden Bestandteil
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der adaptiven Immunabwehr zu bilden. HLA-DO zahlt als nicht-klassisches MHCII-Protein, da es
selbst nicht direkt an der Antigen-prasentierenden Peptidbindung teilnimmt. Vielmehr ist es eine
vorbereitende und begleitende Interaktion von HLA-DO mit dem ebenfalls nicht-klassischen HLA-
DM, das ein effektive Peptidbindung von MHCII bedingt, wobei die genauen Mechanismen noch
nicht endgiltig dargelegt werden konnten [94, 95].

4.3.3 Ergebnisse der Gene Set Enrichment Analyse

Nachdem im Rahmen der vergleichenden Genexpressionsanalyse eine ausgewahlte Zahl von
differentiell exprimierten Genen zwischen der Gruppe chronischer Endometritiden und der Kon-
trolle identifiziert werden konnte, kann es von Interesse sein, eine GSEA durchzufiihren. Insbe-
sondere fiir in der Untersuchung von Tumorerkrankungen etabliert, ist eine GSEA der Versuch,
von der alleinigen Aufzahlung differentiell exprimierter Gene lberzugehen und den Effekt der
gemessenen Expressionsunterschiede auf komplexere, funktionelle Systeme und etablierte Sig-
nalwege zu lUbertragen [64].

Ein pointiert Gberspitztes Ergebnis lasst sich im Kontext der in dieser Arbeit durchgefiihrten Un-
tersuchung flir den Einfluss des Faktors ,chronische Endometritis“ auf funktionelle Prozesse nicht
ohne weiteres formulieren. In Betrachtung von Tabelle 9 zeigen diverse Gene Sets einen kongru-
ent hohen DSS und GSS und bilden diverse, im immunologischen Kontext anzusiedelnde Pfade
und Signalwege ab. Darunter fallen insbesondere solche mit Assoziation zu adaptiver Immunan-
twort und T-Zellen auf (TGF-b Signaling, Treg Differentiation, Th2 Differentiation, MHC Class Il
Antigen Presentation, Lymphocyte Acivation), neben breiteren Signalkaskaden wie dem Typ 2
Interferon-Signalweg.

Die zahlreichen aufgelisteten Signalwege scheinen ein reiches Panoptikum immunologischer
Prozesse abzubilden, die in einen simplen Sinnzusammenhang sicherlich nicht zu bringen sind
und allenfalls eine vorsichtig formulierte Tendenz zu adaptiv/T-Zell vermittelten Prozessen zei-
gen.

4.3.4 Ergebnisse des alternativen Untersuchungsansatzes

Um die bereits beschriebenen Ergebnisse einer vergleichenden Untersuchung von Positiv- zu
Normkollektiv zu akzentuieren, wurde ein gewissermal3en Uberspitzter Vergleich der vier ausge-
pragtesten Falle einer chronischen Endometritis gegentiber dem Normkollektiv angeschlossen.

Die Ergebnisse sind hierbei erntichternd. Zwar lasst sich eine Vielzahl differenziell exprimierter
Gene gewahren. Eine bessere Gruppierung der Proben anhand der erzeugten Heatmap gelang
allerdings nicht, was vermuten lasst, dass das von 24 auf 16 reduzierte Probenkollektiv zwar eine
starker ausgepragte Gen-Expressionsschwankung zeigt, selbige aber offenbar einen weniger er-
sichtlichen Bezug zum Unterscheidungsmerkmal der chronischen Endometritis hat.

4.3.5 Fazit der Genexpressionanalyse

Die Genexpressionsanalyse identifizierte im Vergleich zweier, jeweils 12 Proben umfassender
Gruppen — chronische Endometritis vs. Normkollektiv — vier differentiell exprimierte Gene. Die
Genprodukte umfassen hierbei Rezeptoren, Rezeptorbausteine und Kinasen mit teils noch nicht
vollstandig bekannter Funktion. Es sind dies Kleinstbestandteile unterschiedlicher Signalwege,
die unter gréBeren Uberschriften wie ,MHC-Komplex*“, ,NFkB* oder ,PAF* zentrale immunologi-
sche Mechanismen abbilden.
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Ein einfacher Kontext zwischen den identifizierten Proteinen ist nicht problemlos konstruierbar.
Auch eine direkte oder mittelbare Interaktion findet in keinem Fall statt. Die zugrunde liegenden
immunologischen Prozesse sind verschieden, kreisen bisweilen um das Themenfeld ,T- Zelle*
(LCK und HLA-DAB), kdnnen aber nicht weiter aufgeltst werden.

Als belanglos sollten die gewonnen Ergebnisse einstweilen nicht gesehen werden. Dass die ge-
nutzte Untersuchungsmethode der Genexpressionsanalyse als Mittel zur vertiefenden Einsicht in
die Diagnose der chronischen Endometritis keinen einfachen Signalweg abbildet oder eine klare
funktionelle Tendenz der Expressionsunterschiede aufweist, mag erwartbar genannt werden.
Dies dirfte auch der Unscharfe geschuldet sein, mit der schon die klinischen wie auch histologi-
schen Beschreibungen selbst der chronischen Endometritis im momentanen Diskurs weiterhin
behaftet sind, und welche also auch im Rahmen der NanoString Analyse beobachtet werden
kénnen.

Die Distinktion zwischen einer Probe ,normaler” endometrialer Schleimhaut und der Affektation
durch eine chronische Endometritis liegt aktuell allein in der Identifikation weniger Plasmazellen
und wird durch immunhistochemische Zusatzuntersuchungen erhértet. In der durchgefiihrten Ge-
nexpressionsanalyse geht die Feinheit dieses rein quantitativen Unterschiedes freilich verloren,
da die Dissektion des Gewebes einen Verbund abertausender Zellen umfasst und vereinzelte
Plasmazellen auf die erhobenen Daten praktisch keinen messbaren Einfluss haben duirften.

Inwiefern ein Uber das Plasmazellkriterium hinaus fassbarer Prozess das Endometrium im Rah-
men einer chronischen Endometritis beeinflusst — und ob ein solcher durch eine NanoString Ana-
lyse Uberhaupt greifbar ware — ist die zentrale Frage, die unter Berlicksichtigung der erhobenen
Ergebnisse nicht einfach beantwortet werden kann.

Dass die identifizierten Genprodukte Teil eines noch verborgenen Mechanismus darstellen kén-
nen, ist jedenfalls durchaus denkbar und musste im Rahmen weiterfiihrender Untersuchungen
auch an grofReren Probenkollektiven tGberpriuft werden. Die hier vorgestellte Untersuchung mag
dafiir ein Grundstein sein.

4.4 Zusammenschau der immunhistochemischen und
molekularpathologischen Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde an einem groRReren Patientinnenkollektiv eine Quantifizierung
von Plasmazellen, CD8* T-Zellen und CD56* NK-Zellen durchgefihrt. Hierbei zeigte sich eine
Inzidenzrate fur die CE, wie sie auch in vergleichbaren Kollektiven anderer Studien beobachtet
wurde.

Auf der Ebene immunhistochemischer Untersuchungen konnte ein statistisch signifikanter Zu-
sammenhang zwischen klassiertem CD8* T-Zell-Infiltrat und dem Plasmazellbesatz einer endo-
metrialen Schleimhautprobe demonstriert werden. Denkbar erscheint die Hypothese, dass eine
chronische Endometritis mit einer T-Zell-Reaktion einhergeht, wofiir das im Rahmen einer chro-
nischen Endometritis gesteigerte T-Zell-Infiltrat und die in der Expressionsanalyse gemessene
LCK-Expressionssteigerung Anhaltspunkte sind.

Die explorative Untersuchung des Genexpressionsprofils mittels NanoString- Verfahren identifi-
zierte in den gewdéhlten Kollektiven vier differentiell exprimierte Gene zwischen der Kontrollgruppe
und der Gruppe chronischer Endometritiden. Wie bereits kritisch diskutiert, verbietet sich eine
simplizistische Reduktion der Genexpressionsanalyse auf einen einzelnen Signalweg. Berechtigt
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ist hingegen die Uberlegung, Teil eines Puzzles erfasst zu haben, in dem die chronische Endo-
metritis nicht allein auf ein Plasmazellinfiltrat reduziert ist, sondern moglicherweise komplexere
Interaktionen abbildet. So weisen zumindest zwei der vier identifizierten, differentiell exprimierten
Gene (LCK, HLA-DOB) auf einen T-Zell vermittelten Kontext hin.

Einen Anstol3, in der aktuellen Diskussion Uber die chronische Endometritis als noch unzu-
reichend scharf definierte Diagnose unter Umstanden weiter zu greifen und erganzende Be-
obachtungen unter diesem Aspekt anzustellen, stellen sie allemal dar.

4.5 AbschlieBende, praktische Uberlegungen

Ist es zu verantworten, eine Diagnose zu stellen, die selbst nicht klar definiert ist? Welchen Wert
hat die Diagnose einer chronischen Endometritis? Wie ist diese Diagnose zu stellen?

Die Spannungslage um die chronische Endometritis findet Ausdruck in diesen Fragen. Sicherlich
ist die chronische Endometritis bislang noch kein in Bronze gegossener Pfeiler der Reprodukti-
onsmedizin. Treffender ware es wohl, in ihr eine Art von ,Emerging Entity“ zu sehen, deren Exis-
tenzberechtigung durch die aktuelle Studienlage gestutzt wird.

Das Feld der Reproduktionsmedizin nimmt sich existentiell zu nennenden Sorgen und Ndéten an,
die im Falle eines unerfillbaren Kinderwunsches in der Familienplanung hochpersonliche Prob-
lematiken umfasst.

Die chronische Endometritis bildet ein kleines diagnostisches Puzzlestiick in der Aufklarung eines
komplexen Sachverhaltes. Ein diagnostischer Wert des Konzepts der chronischen Endometritis
scheint gegeben, da mehrere Studien — wie weiter oben beschrieben — nach antibiotischer The-
rapie des Plasmazellinfiltrates hohere Schwangerschaftsraten beschreiben.

Daruber hinaus rechtfertigt die aktuelle Literaturlage keine weiterfiihrenden Untersuchungen. Fir
den diagnostischen Alltag ausreichend ist eine CD138-Immunhistochemie zur ldentifikation von
Plasmazellen. Eine Auswertung von 10 HPF ist alltagspraktikabel, reproduzierbar und zeitspa-
rend. Unter der MalRgabe ,Eine ist keine“ folgte diese Arbeit einem Schwellenwert von 2 PZ/
10HPF. Nach unserer Meinung ist von einer harten Diagnosestellung abzuraten, da die Kriterien
hierflir nach aktuellem Wissensstand noch zu unklar definiert sind. Anzuraten ist eine kommen-
tierende Befundung, die beispielsweise lauten kann:

L,Endometriale Schleimhaut mit leicht vermehrtem Plasmazellinfiltrat. Der Befund ist im entspre-
chenden klinischen Kontext vereinbar mit einer chronischen Endometritis, wobei fir diese Diag-
nose keine einheitlichen Grenzwerte etabliert sind.”

Der Erfahrung des behandelnden klinischen Kollegen ist nun das weitere therapeutische Vorge-
hen Uberlassen und die Mdglichkeit einer antibiotischen Therapie gegeben. Sollten weitere im-
munhistochemische Untersuchungen (wie CD56) durch den Einsender gewlinscht sein, ist eine
transparente, personliche Kommunikation der einfachste Weg, unnétigen Kosten vorzubeugen.
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5. Zusammenfassung

Die chronische Endometritis ist eine meist subklinisch verlaufende, oft vollig symptomfreie Er-
krankung, die klinisch abklarungswiirdig nur in der Reproduktionsmedizin im Kontext eines uner-
fullten Kinderwunsches ist. Wiederholtes Implantationsversagen oder Schwangerschaftsverluste
sind multifaktoriell bedingt und bedurfen einer gewissenhaften anamnestischen Aufarbeitung. Die
chronische Endometritis wird als ein moglicher Ausléser eines unerfullten Kinderwunsches ver-
standen und meist durch eine symptomarme bakterielle Besiedelung des Cavum uteri hervorge-
rufen [2, 20, 51].

Die Diagnostik der chronischen Endometritis wird durch eine Probengewinnung endometrialer
Schleimhaut und den histologischen Nachweis eines Plasmazellinfiltrates erbracht. Hysterosko-
pische Veranderungen kénnen die Diagnose nahelegen, jedoch nicht beweisen. Ublicherweise
ist das Endometrium praktisch plasmazellfrei. Eine immunhistochemische Zusatzuntersuchung
fur CD138 wird ergénzt, um die Identifikation von Plasmazellen im endometrialen Stroma zu ver-
einfachen. Eine klinisch haufig gewiinschte Zusatzuntersuchung ist die Quantifizierung des NK-
Zellgehaltes (CD56), einer Zellpopulation, die in zyklusabhéngig grof3er Zahl physiologisch im
Endometrium gefunden werden kann und deren genaue Funktion weiterhin unbekannt ist [8].

Einheitliche Kriterien fur die Diagnosestellung einer chronischen Endometritis existieren nicht.
Welche Anzahl von Plasmazellen im Endometrium als pathologisch zu gelten habe, welche Ge-
websflache zu untersuchen sei und welche Antikdrperverdiinnung zum Plasmazellnachweis an-
zuwenden sei, ist variabel. Aktuelle Studien zu diesem Thema sind deshalb oft nur schwer ver-
gleichbar und die Inzidenzzahlen schwanken stark. Die Rolle CD56-exprimierender uteriner NK-
Zellen ist umstritten.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, die chronische Endometritis an einem eigenen Pro-
benkollektiv zu untersuchen. Neben dem Nachweis endometrialer Plasmazellen und NK-Zellen
wurden zytotoxische T-Zellen quantifiziert, deren Anzahl mdglicherweise einen Zusammenhang
zur chronischen Endometritis darstellen kénnte.

Anschlieend wurde mit der Intention, jenseits des Plasmazellinfiltrates mogliche funktionelle
Grundlagen der chronischen Endometritis zu beleuchten, eine auf immunologisch relevante Pro-
teine fokussierte Genexpressionsanalyse an einem kleineren, selektierten Kollektiv durchgefihrt.

Im Rahmen der immunhistochemischen Untersuchung zeigte sich eine Inzidenz der chronischen
Endometritis wie sie (unter vergleichbaren Pramissen) auch in der Literatur zu finden ist. Eine
Korrelation zwischen Plasmazell- und NK-Zellzahl ergab sich nicht. Dies deckt sich mit der gro-
Ren Skepsis aktueller Studien, die keine ausreichenden Belege fiir einen Zusammenhang uteri-
ner NK-Zellen und einer chronischen Endometritis zeigen [66, 96]. Vor diesem Hintergrund
scheint aktuell keine Berechtigung fiir eine CD56-Zusatzuntersuchung an Endometriumbiopsien
zu existieren, zumal keine validierten Auswertungsprotokolle vorliegen und die genaue Funktion
uteriner NK-Zellen in Plazentation und Fertilitdt noch zu schlecht definiert ist. Eine Korrelation
zwischen NK-Zelldichte und T-Zelldichte lag nicht vor, auch konnte kein Zusammenhang zwi-
schen NK-Zelldichte und Zyklusphase demonstriert werden, obwonhl dies in der Literatur beschrie-
ben ist [13].

Die Untersuchung der zytotoxischen T-Zellen zeigte eine weite Spannbreite der Zelldichte. Eine
statistisch signifikante Korrelation konnte zwischen klassiertem T-Zell-Infiltrat und Plasmazellzahl
gezeigt werden. Moglicherweise ist also die chronische Endometritis nicht nur durch das Plasma-



5 Zusammenfassung 61

zellinfiltrat, sondern auch durch eine T-zelluldre Reaktion gekennzeichnet. Wichtig fiir die Etab-
lierung eines Zusammenhanges ware es hierbei sicherlich, den physiologischen Zellbesatz des
Endometriums genauer zu definieren und vergleichbare Zahimethoden und Normwerte zu be-
stimmen. Der teils hohe zeitliche Aufwand der T-Zell-Quantifizierung durch Auszahlen mehrerer
HPFs hoher Zelldichte dirfte bisweilen unpraktikabel bleiben.

Untersuchungen zum Genexpressionsprofil endometrialer Schleimhaut bei chronischer Endo-
metritis existieren aufBerhalb dieser Arbeit bislang nicht. Das Verfahren wurde mit der Intention,
mdglicherweise markante Expressionsunterschiede von chronischer Endometritis zu plasmazell-
freier endometrialer Schleimhaut aufzudecken, gewahlt. Wie weiter oben beschrieben, bilden
Plasmazellen selbst hierbei einen vernachlassigbar kleinen Anteil an den gezahlten mRNA-
Reads, sodass der funktionelle Gesamtverband des Endometriums selbst, incl. Stromazellen,
Epithelien, Endothelien, Leukozyten etc. Gegenstand der Untersuchung ist.

Differentiell exprimiert wurden vier Gene: LCK, PTAFR, IKBKE und HLA-DOB. Diese Genpro-
dukte stellen Kleinstbausteine unterschiedlicher Signalwege dar.

In einen weiteren Kontext der T-Zell-Aktivierung einordnen lassen sich hierbei LCK — als Bestand-
teil des T-Zell-Rezeptor-Signalwegs — und HLA-DOB — im weiteren Rahmen der Antigenprasen-
tation und T-Zell-Interaktion.

Fur PTAFR und IKBKE féllt die Kontextualisierung schwieriger. Diese Genprodukte sind Kleinst-
bausteine breiter Signalwege, die teils noch unvollstandig erschlossen sind. Ob hier klarere Rol-
len im Prozess der chronischen Endometritis etabliert werden kénnen, bleibt abzuwarten.

Interessant wéren uber die vorliegende Arbeit hinausfuhrende Untersuchungen zur Frage nach
einer T-Zell-vermittelten inflammatorischen Reaktion im Rahmen der chronischen Endometritis
Dies konnte zum weiteren Verstandnis der Diagnose und zur Erhartung und Prazisierung der
diagnostischen Grundlagen wegweisend sein.

Jeder Pionierarbeit ist nun diese Einschrdnkung gemein, dass héaufig der Wert einer Untersu-
chung, der verborgene Sinn erhobener Ergebnisse, erst in der Kontextualisierung mit nachfol-
genden Studien mdglich wird. Das fir die Diagnostik der chronischen Endometritis notwendige
wissenschaftliche Fundament zu stiitzen und zu erweitern, war Ziel der vorliegenden Arbeit. Den
zukinftigen Studien darf mit Spannung entgegengeblickt werden.
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Tabelle 11: Verschiedene Diagnosekriterien der CE

Publikation

Diagnosekriterium

Bouet 2016[56]
Chen 2016[35]
Cicinelli 2018[42]

Johnston-MacAna-
nny 2010[29]

Kitaya 2011[97]
Kitaya 2018[23]
Kushnir 2016[69]

McQueen 2021[98]

Song 2018[57]
Wu 2017[99]

Zolghadri 2011[40]

IHC =5 Plasmazellen/10 HPF
IHC, 21 Plasmazellen/HPF
IHC, 1-5 Plasmazellen/HPF

IHC, 21 Plasmazelle/HPF

IHC 21 Plasmazelle/10HPF, nicht klar definiert
IHC =2 Plasmazellen
IHC, 21 Plasmazelle/Schnitt

IHC, =1 Plasmazelle/10HPF mit passenden Stromaveranderungen (z.B.
Odem, Pigment, Hyperzellulartitat, spindelige Stromazellen)

IHC, =1 Plasmazelle/10HPF
IHC, =2 Plasmazellen in einem HPF

21 Plasmazelle/Schnitt

Tabelle 12: Antibiotische Behandlungskonzepte der chronischen Endometritis

Publikation

Therapie

Cicinelli 2018[42]

Johnston-MacAna-
nny 2010[29]

Kitaya 2017[43]

Sfakianoudis
2018[100]

Tersoglio 2015[101]

Gram- negativer Erreger: Ciprofloxazin 200mg 2x/Tag fur 10 Tage

Gram-positiver Erreger: Amoxicillin + Clavulansaure 1g 2x/Tag fur 8
Tage

Mycoplasma/Ureaplasma: Josamicin 1g 2x/Tag fur 12 Tage, bei Per-
sistenz Minozyklin oder Doxycyclin 100mg 2x/d

Negative Kultur: Ceftriaxon 250mg i.m. als Einmaldosis + Doxycyclin
100mg 2x/Tag fur 14 Tage

Kalkulierte Therapie, Doxycyclin 100mg 2x/Tag fiur 2 Wochen, bei per-
sisiterender CE anschlieRend Ciprofloxacin und Metronidazol jeweils
500mg 2x/Tag fur 2 Wochen

Kalkulierte Therapie: Vibramyxin 100mg 2x/Tag fur 14 Tage

Antibiogrammgerecht, incl. Doxycyclin

Erregergerecht, falls moglich.
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Falls kein Erreger isoliert werden kann: Doxycyclin 200mg/Tag fir 14
Tage, anschlieBend Metronidazol 1g/Tag + Ciprofloxacin 1g/Tag fir

14 Tage

Tabelle 13: Automatisches HE-Farbeprotokoll am Pathologischen Institut der LMU

Schritt Aktion Dauer in Minuten
1 Startposition 12
2 Trockenstation 2
3 Xylol 2
4 Xylol 1
5 100% Ethanol 0,5
6 96% Ethanol 1
7 70% Ethanol 1
8 Reinigungsstation 0,5
9 Hamalaun 6
10 Reinigungsstation 4
11 70% Ethanol 1
12 Eosin alk. 2,5
13 96% Ethanol 1
14 96% Ethanol 1
15 100% Ethanol 1
16 Xylol 2,5
17 Endposition

Tabelle 14: BenchMark ULTRA IHC Farbeprotokoll CD56

Schritt Aktion Dauer in Minuten
1 Erwarmen des Objekttragers auf 75°C, Inkubation 4
2 Entparaffinierung

3 Hitzevorbehandlung

4 ULTRA Conditioner 1 (CC1)

5 Erwarmen des Objekttragers auf 95°C, Inkubation 8
6 Ultra Conditioner 1 56
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7 Erwarmen des Objekttragers auf 37°C, Inkubation 4
8 1 Tropfen CD56 AK auftragen, LCS auftragen, Inkubation 28
9 1 Tropfen CD56 AK auftragen, LCS auftragen, Inkubation 8
10 Gegenfarbung mit einem Tropfen Hamatoxylin, LCS auftra- 4

gen, Inkubation

11 Gegenfarbung mit 1 Tropfen Bluing Agent, LCS auftragen, In- 4
kubation

Tabelle 15: BenchMark ULTRA IHC Féarbeprotokoll CD138

Schritt Aktion Dauer in Minuten

1 Erwarmen des Objekttragers auf 75°C, Inkubation 4

2 Entparaffinierung

3 Hitzevorbehandlung

4 ULTRA Conditioner 1 (CC1)

5 Erwarmen des Objekttragers auf 95°C, Inkubation 8

6 Ultra Conditioner 1 56

7 Erwarmen des Objekttragers auf 37°C, Inkubation 4

8 Handauftrag des CD 138 AK, Inkubation 28

9 Gegenfarbung mit einem Tropfen Hamatoxylin, LCS auftra- 4
gen, Inkubation

10 Gegenfarbung mit 1 Tropfen Bluing Agent, LCS auftragen, In- 4

kubation

Tabelle 16: BenchMark ULTRA IHC Féarbeprotokoll CD8

Schritt Aktion Dauer in Minuten
1 Erwarmen des Objekttragers auf 75°C, Inkubation 4
2 Entparaffinierung

3 Hitzevorbehandlung

4 ULTRA Conditioner 1 (CC1)

5 Erwarmen des Objekttragers auf 95°C, Inkubation 8
6 Ultra Conditioner 1 172
7 Erwarmen des Objekttréagers auf 37°C, Inkubation 4
8 Handauftrag des CD8 AK, Inkubation 24
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9 Gegenfarbung mit einem Tropfen Hamatoxylin, LCS auftra- 4
gen, Inkubation

10 Gegenfarbung mit 1 Tropfen Bluing Agent, LCS auftragen, In- 4
kubation

Tabelle 17: Hybridisierungsprotokoll NanoString

Schritt Aktion

1 Reporter und Capture Probe werden dem Gefrierschrank entnommen und bei
Raumtemperatur aufgetaut.

2 Pipettierung von 70 pul Hybridisierungspuffer in das Reporter CodeSet Tube, Ver-
mengung durch mehrmaliges Wenden zur Erzeugung des Master Mixes.

3 2 ul Master Mix werden in jedes der zwolf beschrifteten Hybridisierungstubes gefilllt,
jedes mit einer frischen Pipette.

4 5 ul der entsprechenden eluierten RNA-Probe werden nun in die korrekten Tubes
gegeben

5 Das Capture ProbeSet Tubes wird manuell gewendet und sanft geschittelt, um es
zu homogenisieren.

6 2 pl homogenisiertes ProbeSet wird in jedes Probengefafl? pipettiert, die Tubes ver-
schlossen und der Inhalt durch sanftes Schutteln vermengt.

7 Die zwolf Proben werden in den auf 65°C vorgeheizten Thermal Cycler gegeben
und fur 16 Stunden Uber Nacht inkubiert.

8 Die Reaktion wird danach auf 4°C gekuhlt und automatisiert im nCounter FLEX

System ausgewertet.

Tabelle 18: Differentiell exprimierte Gene in der Gegeniberstellung ausgepragter Endometritiden
zum Kontrollkollektiv.

ADGRES5
BST1
C1QA
c7
CCL5
CCR5
CcD27
CD36
CD40
CD45R0
CD45RA
CD74
CD86
CDS8A

CD9 HLA-DOB KIT PSMD7
CEACAM1 HLA-DPA1 KLRK1 PTPN22
CFlI HLA-DPB1 LAIR1 PTPRC_ALL
CISH HLA-DQA1 LCK RELB
CLEC4A HLA-DQB1 LTB4R RORC
CLECT7A HLA-DRA LTF SLAMF7
CR1 HLA-DRB3 MAF STAT5A
CSF2RB IKBKE MAP4K1 STATS5B
DEFB1 IKZF3 MIF TAGAP
ENTPD1 IL16 NFKB1 TAP1
FCGR2B IL7R NFKB2 TCF4
FCGRT IRF4 NTSE TCF7
FN1 ITGAL PDGFRB TGFB1
GZMK ITGB2 PRDM1 TIGIT
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Tabelle 19: Genliste nCounter Immunology Panel

ABCB1 C8A CD2 CDH5 CXCR2
ABL1 C8B CD209 CDKN1A CXCR3
ADA C8G CD22 CEACAM1 CXCR4
AHR C9 CD24 CEACAM6 CXCR®6
AICDA CAMP CD244 CEACAMS8 CYBB
AIRE CARD9 CD247 CEBPB DEFB1
APP CASP1 CD27 CFB DEFB103A
ARG1 CASP10 CD274 CFD DEFB103B
ARG2 CASP2 CD276 CFH DEFB4A
ARHGDIB CASP3 CD28 CFlI DPP4
ATG10 CASPS8 CD34 CFP DUSP4
ATG12 CCBP2 CD36 CHUK EBI3
ATG16L1 CCL11 CD3D CIITA EDNRB
ATG5 CCL13 CD3E CISH EGR1
ATG7 CCL15 CD3EAP CLEC4A EGR2
ATM CCL16 CD4 CLEC4E ENTPD1
B2M CCL18 CD40 CLEC5A EOMES
B3GAT1 CCL19 CD40LG CLEC6A ETS1
BATF CCL2 CD44 CLEC7A FADD
BATF3 CCL20 CD45R0 CLU FAS

BAX CCL22 CD45RA CMKLR1 FCAR
BCAP31 CCL23 CD45RB CR1 FCER1A
BCL10 CCL24 CD46 CR2 FCER1G
BCL2 CCL26 CD48 CRADD FCGR1A/B
BCL2L11 CCL3 CD5 CSF1 FCGR2A
BCL3 CCL4 CD53 CSF1R FCGR2A/C
BCL6 CCL5 CD55 CSF2 FCGR2B
BID CCL7 CD58 CSF2RB FCGR3A/B
BLNK CCL8 CD59 CSF3R FCGRT
BST1 CCND3 CD6 CTLA4-TM FKBP5
BST2 CCR1 CD7 CTLA4 all FN1

BTK CCR10 CD70 CTNNB1 FOXP3
BTLA CCR2 CD74 CTSC FYN
C140rf166 CCR5 CD79A CTSG GATA3
C1QA CCR®6 CD79B CTSS GBP1
C1QB CCRY CD80 CuUL9 GBP5
Cc1QBP CCRS8 CD81 CX3CL1 GFI1

CI1R CCRL1 CD82 CX3CR1 GNLY
C1s CCRL2 CD83 CXCL1 GP1BB

C2 CD14 CD86 CXCL10 GPI

C3 CD160 CD8A CXCL11 GPR183
C4A/B CD163 CD8B CXCL12 GZMA
C4BPA CD164 CD9 CXCL13 GZMB

C5 CD19 CD96 CXCL2 GZMK

C6 CD1A CD97 CXCL9 HAMP

Cc7 CD1D CD99 CXCR1 HAVCR2
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HFE IL13 IRAK2 LAG3 MYD88
HLA-A IL13RA1 IRAK3 LAIRL NCAM1
HLA-B IL15 IRAK4 LAMP3 NCF4
HLA-C IL16 IRF1 LCK NCR1
HLA-DMA ILL7A IRF3 LCP2 NFATC1
HLA-DMB IL17B IRF4 LEF1 NFATC2
HLA-DOB ILL7F IRF5 LGALS3 NFATC3
HLA-DPA1 IL18 IRF7 LIF NFIL3
HLA-DPB1 IL18R1 IRF8 LILRAL NFKB1
HLA-DQAL ILI8RAP IRGM LILRA2 NFKB2
HLA-DQB1 IL19 ITGA2B LILRA3 NFKBIA
HLA-DRA IL1A ITGA4 LILRA4 NFKBIZ
HLA-DRB1 IL1B ITGAS LILRAS NLRP3
HLA-DRB3 ILIR1 ITGA6 LILRA6 NOD1
HRAS ILIR2 ITGAE LILRB1 NOD2
ICAM1 ILIRAP ITGAL LILRB2 NOS2
ICAM2 ILIRL1 ITGAM LILRB3 NOTCH1
ICAM3 ILIRL2 ITGAX LILRB4 NOTCH2
ICAM4 ILLRN ITGB1 LILRB5 NT5E
ICAMS5 IL2 ITGB2 LITAF PAX5
ICOS IL20 ITLN1 LTA PDCD1
ICOSLG IL21 ITLN2 LTB4R PDCD1LG?
IDO1 IL21R JAK1 LTB4R2 PDCD2
IFI16 IL22 JAK2 LTBR PDGFB
IFI35 IL22RA2 JAK3 LTF PDGFRB
IFIH1 IL23A KCNJ2 LY96 PECAM1
IFIT2 IL23R KIR3DL1 MAF PIGR
IFITM1 IL26 KIR3DL2 MALT1 PLA2G2A
IFNA1/13 IL27 KIR3DL3 MAP4K1 PLA2G2E
IFNA2 IL28A K'R_Acltivating_SUb'MAP4K2 PLAU
IFNARL IL28A/B %‘;”_DA—Ctivating_Sub_MAP4K4 PLAUR
IFNAR2 IL29 group_2 MAPK1 PML
IFNB1 IL2RA KIR_Inhibiting_$ub- MAPK11 POU2F2
IFNG IL2RB %geu?_rlrb't' - MAPK14 PPARG
IFNGR1 IL2RG grou_anI ING_PUD" APKAPK2 PPBP
IGF2R IL3 KT MARCO PRDM1
IKBKAP IL32 KLRAPL MASP1 PRF1
IKBKB IL4 KLRBL MASP2 PRKCD
IKBKE IL4R KLRCL MBL2 PSMB10
IKBKG IL5 KLRC2 MBP PSMB5
IKZF1 IL6 KLRC3 MCL1 PSMB7
IKZF2 IL6R KLRCA MIF PSMB8
IKZF3 IL6ST KLRDL MME PSMB9
IL10 IL7 KLRF1 MR1 PSMC2
IL10RA IL7R KLRE2 MRC1 PSMD7
IL11RA IL8 KLRGL MS4AL PTAFR
IL12A IL9 KLRG2 MSR1 PTGER4
IL12B ILF3 KLRKL MUC1 PTGS2
IL12RB1 IRAK1 MX1 PTK2
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PTPN2
PTPN22
PTPN6
PTPRC_all
PYCARD
RAF1
RAG1
RAG2
RARRES3
RELA
RELB
RORC
RUNX1
S100A8
S100A9
S1PR1
SELE
SELL
SELPLG
SERPING1
SH2D1A
SIGIRR
SKI
SLAMF1
SLAMF6

SLAMF7
SLC2A1
SMAD3
SMADS5
SOCS1
SOCS3
SPP1
SRC
STAT1
STAT2
STAT3
STAT4
STAT5A
STATSB
STAT6
SYK
TAGAP
TAL1
TAP1
TAP2
TAPBP
TBK1
TBX21
TCF4
TCF7

TFRC
TGFB1
TGFBI
TGFBR1
TGFBR2
THY1
TICAM1
TIGIT
TIRAP
TLR1

TLR2

TLR3

TLR4

TLRS

TLRY

TLRS

TLR9
TMEM173
TNF
TNFAIP3
TNFAIP6
TNFRSF10C
TNFRSF11A
TNFRSF13B
TNFRSF13C

TNFRSF14
TNFRSF17
TNFRSF1B
TNFRSF4
TNFRSF8
TNFRSF9
TNFSF10
TNFSF11
TNFSF12
TNFSF13B
TNFSF15
TNFSF4
TNFSF8
TOLLIP
TPS3
TRAF1
TRAF2
TRAF3
TRAF4
TRAF5
TRAF6
TYK2
UBEZ2L3
VCAM1
VTN

XBP1
XCL1
XCR1
ZAP70
ZBTB16
ZEB1
sCTLA4
ABCF1
ALAS1
EEF1G
G6PD
GAPDH
GUSB
HPRT1
OAZ1
POLR1B
POLR2A
PPIA
RPL19
SDHA
TBP
TUBB
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Tabelle 20: NanoString-Kollektiv, RNA-Extraktion
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