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Beschreibung

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

(a) Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose von Endometriose unter Verwendung 
von Blut- und endometrialen Leukozytenmarkern.

(b) Beschreibung des Standes der Technik

[0002] Endometriose ist eine der häufigsten gynäkologischen Erkrankungen, die bis zu 15 % der Frauen im 
fortpflanzungsfähigen Alter betrifft. Sie ist eng assoziiert mit schweren Beckenschmerzen, Dysmenorrhoe, 
Dyspareunie, Unfruchtbarkeit und mehreren anderen Symptomen, wie z.B. intraperitonealer Blutung, Rücken-
schmerzen, Verstopfung und/oder Diarrhoe. Sie ist eine große Bedrohung für die physische, psychologische 
und soziale Integrität der Patientinnen.

[0003] Endometriose ist durch die Implantation und das Wachstum von endometrialen Zellen (welche norma-
lerweise die Auskleidung des Uterus bilden) an extra-uterinen Orten, wie z.B. der Peritonealhöhle, gekenn-
zeichnet. Obgleich die Ätiologie und Pathogenese der Endometriose in der Hauptsache unklar bleibt, ist die 
Theorie der retrograden Menstruation die am weitestgehenden akzeptierte zum Erklären des Vorhandenseins 
ektopischer endometrialer Zellen in der Peritonealhöhle. Jedoch tritt dieses Phänomen bei den meisten Frauen 
auf, und es müssen folglich mehrere andere Faktoren beteiligt sein, um die Implantation von endometrialen 
Zellen und die nachfolgende Entwicklung von endometriotischen Läsionen zu erklären. Im Allgemeinen wird 
angenommen, dass die Initiierung von Endometriose eine komplexe Kaskade von Ereignissen, erfordernd 
mehrere essentielle Merkmale, impliziert. Retrograd ausgestreute endometriale Zellen müssen lebensfähig 
bleiben, fähig sein zum Adhärieren an das Mesothel und zur Proliferation. Es wird auch angenommen, dass 
eine lokale Degradation der extrazellulären Matrix, sowie eine extensive Vaskularisierung eine wesentliche 
Rolle bei der Förderung der Invasion der Peritonealhöhle durch endometriale Zellen spielen. Ferner müssen, 
sobald sie implantiert sind, ektopische endometriale Zellen die Fähigkeit aufweisen, der zytolytischen Wirkung 
des Immunsystems entgegen zu wirken. Dies wird tatsächlich unterstützt durch die Beobachtung mehrerer im-
munologischer Abnormalitäten bei Patientinnen mit Endometriose.

[0004] Gegenwärtig ist die direkte Visualisierung der endometriotischen Läsionen unter chirurgischen Vorge-
hensweisen (Laparaskopie oder Laparotomie) der Goldstandard ("golden standard") und die einzige zuverläs-
sige Methode, die zum Diagnostizieren von Endometriose verfügbar ist. Jedoch ist diese Methode hochgradig 
invasiv (d.h. Operation unter Vollnarkose), kostenaufwändig (d.h. direkte Kosten und indirekte Kosten aufgrund 
der Konvaleszenz) und erfordert einen gut ausgebildeten Chirurgen, der dazu fähig ist, endometriotische Lä-
sionen mit einer Vielzahl von Erscheinungsbildern zu identifizieren. Der Läsionstyp, ihre Größe und ihre Loka-
lisierung wird das Stadium der Krankheit (Stadium I minimal, Stadium II gering, Stadium III mäßig, Stadium IV 
schwer) festlegen. Jedoch gibt es noch keinen eindeutigen Konsens darüber, wie diese Parameter mit dem 
Stadium der Krankheit und der Prognose von Endometriose korrelieren. Weiterhin kann frühe oder minimale 
Endometriose (die mit Mikroläsionen zusammenhängen kann) kaum durch chirurgische Verfahren diagnosti-
ziert werden, da es unwahrscheinlich ist, dass sie durch direkte Visualisierung detektiert werden. In der Tat ha-
ben mehrere Studien mikroskopische endometriotische Läsionen beschrieben, die nicht mittels Laparoskopie 
detektiert wurden. Da die Diagnose von Endometriose durch chirurgische Verfahrensweisen schwierig, kosten-
aufwändig und invasiv ist, neigen, in einigen Fällen, etliche Ärzte und Patienten dazu, dies zu vermeiden oder 
wenigstens beträchtlich hinauszuzögern. Folglich kann die Zeitdauer zwischen dem Beginn der Symptome und 
der Diagnose bis zu 8 bis 12 Jahre betragen. Die Möglichkeit, Endometriose in einem frühen Stadium zu dia-
gnostizieren, würde die Wirksamkeit der Behandlungen sicherlich verbessern und die Zahl der Jahre, während 
derer Patientinnen akute oder chronische Schmerzen ertragen, dramatisch verringern.

[0005] Bildgebungsverfahren, wie z.B. transvaginale Ultraschall- und magnetische Resonanzbildgebung sind 
für die Diagnose von Endometriose entwickelt worden. Jedoch können diese Techniken nur für die Detektion 
von großen (> 1 cm Durchmesser) Endometriumläsionen, die nur bei einem sehr kleinen Anteil von Patientin-
nen mit Endometriose detektiert werden, verlässlich sein. Darüber hinaus haben die hohen Kosten dieser 
Techniken ihre Verwendung zur Diagnose von Endometriose beschränkt.

[0006] Serumproteine, wie z.B. CA-125 und Placentaprotein-14, sind als diagnostische Marker für Endomet-
riose vorgeschlagen worden. Erhöhte Level bzw. Spiegel von CA-125 sind in Serum, Menstruationsausfluss 
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und Peritonealflüssigkeit von Patientinnen mit Endometriose beobachtet worden. Jedoch sind diese Marker, 
wenn sie alleine verwendet werden, von sehr beschränktem Wert für einen diagnostischen Test. Tatsächlich 
sind diese Marker nicht für Screening- oder Diagnosezwecke geeignet, da sie eine schlechte Sensitivität be-
reitstellen. Ferner variieren die Level von CA-125 und Placentaprotein-14 in Abhängigkeit von mehreren Fak-
toren, wie z.B. dem Assay, dem Stadium der Erkrankung und dem Menstruationszyklus. Schließlich sind diese 
Marker dafür bekannt, durch andere Zustände bzw. Bedingungen als Endometriose moduliert zu werden.

[0007] Hohe Konzentrationen von Antikörpern gegen endometriale Antigene wurden im Serum von Patientin-
nen mit Endometriose gefunden und wurden folglich als Marker für einen diagnostischen Test vorgeschlagen 
(Veröffentlichungen der Internationalen Patentanmeldungen WO 94/28021 und WO 92/18535). Jedoch bleiben 
die Level an Spezifität und Sensibilität bei diesen Tests sehr niedrig. In den meisten Fällen sind die durch diese 
Antikörper erkannten Antigene schlecht charakterisiert oder noch vollständig unbekannt.

[0008] Im US-Patent Nr. 5,478,725 werden niedrige Level der αvβ3-Integrin-Expression in endometrialen Pro-
ben während der sekretorischen Phase des Menstruationszyklus als ein Prädiktor für Endometriose in un-
fruchtbaren, aber nicht in fruchtbaren Patientinnen mit Endometriose beschrieben. Diese Beobachtung war nur 
mit einer geringeren bzw. sanfteren Form von Endometriose (Stadien I und II) assoziiert und ist folglich nicht 
zum Detektieren fortgeschrittener Stadien der Krankheit verwendbar. Darüber hinaus ergab dieses Verfahren 
eine Spezifität von 91 %, aber eine sehr niedrige Sensitivität (38 %).

[0009] Unter Berücksichtigung, dass eine Zahl immunologischer Abnormalitäten bei Patientinnen mit Endo-
metriose beschrieben worden ist, ist es denkbar, dass der Anteil bzw. das Verhältnis von Leukozytenpopulati-
onen und/oder ihr Aktivierungsstatus während des Verlaufs der Krankheit moduliert werden kann und folglich 
einigen diagnostischen Wert bereitstellen kann. Frühere Durchflusszytometriestudien haben gezeigt, dass ei-
nige T-Lymphozyten-Subpopulationen (CD8+, CD45+/HLADR+, CD45+/CD3+/HLADR+ oder CD3+/CD25+) 
in der Peritonealflüssigkeit von Subjekten mit Endometriose, im Vergleich zu normalen Kontrollen, leicht mo-
duliert sein können (Oosterlyncck D.J., et al., Am. J. Reprod. Immunol., 31: 25–31, 1994; Becker J.L., et al., 
Am. J. Reprod. Immunol., 34: 179–187, 1995; Wu M.Y., et al., Am. J. Reprod. Immunol. 35: 510–516, 1996). 
Jedoch haben diese Beobachtungen einen beschränkten Wert für die Diagnose von Endometriose, da die 
Sammlung von Peritonealflüssigkeit eine invasive, nicht-herkömmliche Verfahrensweise ist. Anteile von Leu-
kozytenpopulationen sind auch im periphären Blut und Endometrium von Patientinnen mit Endometriose stu-
diert worden. Wu et al., (supra) haben eine bescheidene, aber signifikante Abnahme des Anteils von 
CD3+-T-Lymphozyten, die entweder den CD69- oder CD25-Aktivierungsmarker exprimieren, im Blut von Pati-
entinnen mit fortgeschrittener Endometriose, aber nicht in Patientinnen mit einem geringen Stadium der Endo-
metriose oder normalen Kontrollen beschrieben. Dieser Unterschied wurde nur in fortgeschrittenen Fällen von 
Endometriose beobachtet und er war zu bescheiden, um als diagnostischer Marker verwendet zu werden. Im 
Gegensatz dazu berichteten OOsterlynck et al., (Oosterlyncck D.J., et al., Am. J. Reprod. Immunol., 31: 25–31, 
1994) und Ho et al. (Ho H.N., et al., Hum. Reprod., 97: 2528–2533, 1997) keinen signifikanten Unterschied 
hinsichtlich T-Lymphozyten-Subpopulationen beim Vergleichen von Endometriose-Subjekten mit normalen 
Kontrollen. Diese inkonsistenten Ergebnisse können durch die sehr geringe Zahl von Proben, die in diesen Stu-
dien untersucht wurden, erklärt werden.

[0010] Mehrere Studien haben untersucht, ob Leukozyten auch im eutopischen Endometrium aus Patientin-
nen mit Endometriose moduliert sind. Ergebnisse aus diesen Studien sind widersprüchlich, wahrscheinlich auf-
grund der Tatsache, dass in den meisten Fällen die verwendeten Methoden nur semi-quantitative waren und 
die Zahl untersuchter Proben sehr gering war. Beispielsweise haben Ota et al. (Ota H., et al., Am. J. Reprod. 
Immunol., 35: 477–482, 1996) mittels Immunhistochemie beschrieben, dass die Zahl von CD3+-, CD4+- oder 
CD8+-T-Lymphozyten, Zellen, die Adhäsionsmoleküle (d.h. ICAM-1, LFA-1, CD2) tragen oder CD68+-Zellen, 
im Endometrium von Patientinnen mit Endometriose, verglichen mit unfruchtbaren Kontrollen, hochreguliert 
waren. Im Gegensatz dazu haben mehrere andere Studien unter Verwendung ähnlicher Techniken keinen Un-
terschied im Anteil von T-Lymphozyten-Teilmengen beschrieben (Klentzeris L.D., et al., Eur. J. Obstet. gynecol. 
Reprod. Biol., 63: 41–47, 1995; Jones R.K., et al., Fertil Steril, 66: 81–89, 1996). Zusätzlich ist eine Abnahme 
CD3-positiver T-Zellen mittels Durchflusszytometrieanalyse, aber kein Unterschied im Anteil von stromalen 
CD4+-, CD8+-Leukozyten im Endometrium von Patientinnen mit Endometriose, verglichen mit fruchtbaren 
Kontrollen, gezeigt worden. Wenn diese Beobachtungen versuchshalber in einem diagnostischen Test verwen-
det werden, ergeben sie nur geringe Level der Sensibilität und Spezifität aufgrund einer signifikanten Überlap-
pung zwischen den Gruppen.

[0011] Deshalb lösen die in der Literatur dargestellten Diagnoseverfahren die Probleme, die bei der Diagnose 
von Endometriose mittels chirurgischer Verfahrensweisen angetroffen werden, insoweit nicht. Es bleibt somit 
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zwingend nötig, ein weniger invasives, günstigeres und verlässlicheres Verfahren bereitzustellen, das die De-
tektion von Frauen, die an Endometriose leiden, so früh wie möglich ermöglichen könnte.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0012] Ein Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, ein weniger invasives, günstigeres und verlässlicheres Ver-
fahren bereitzustellen, das die Detektion von Frauen, die an Endometriose leiden, so früh wie möglich ermög-
lichen könnte.

[0013] Gemäß der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit von 
Endometriose in einer Probe von eutopischen uterinen endometrialen Geweben oder einer Blutprobe eines 
weiblichen Subjekts bereitgestellt, dadurch gekennzeichnet, dass es die Stufen: 

a) Messen, in der Probe, eines quantitativen Levels von wenigstens zwei verschiedenen selektierten Ober-
flächenantigenen aus Blutleukozyten und/oder eutopischen endometrialen Leukozyten, wie in Anspruch 1 
definiert;
b) Etablieren eines Grenzwertes ("cutoff value") für jeden Leukozytenmarker in der Kombination;
c) Vergleichen des in Stufe b) für jeden Leukozytenmarker erhaltenen Anteils mit einem vorher festgelegten 
Grenzwert, wobei ein positives Ergebnis eine Bewertung von 1 gibt, während ein negatives Ergebnis eine 
Bewertung von 0 ergibt;
d) Erhalten eines diagnostischen Werts durch Addieren der Bewertungen aller Marker der Kombination und 
Umwandeln in eine Prozentzahl; und
e) Vergleichen des diagnostischen Endwerts mit einem etablierten Schwellenwert ("threshold value"), wo-
bei eine positive Diagnose der Endometriose vorliegt, wenn der diagnostische Endwert den für die Kombi-
nation von Leukozytenmarkern etabilierten Schwellenwert überschreitet, während eine negative Diagnose 
der Endometriose vorliegt, wenn der diagnostische Endwert niedriger als der für die Kombination von Leu-
kozytenmarker etablierte Schwellenwert ist, umfasst.

[0014] Ferner wird gemäß der vorliegenden Erfindung auch ein Verfahren zur Feststellung von Endometriose 
in einer Probe von eutopischen uterinen endometrialen Geweben oder einer Blutprobe eines weiblichen Sub-
jekts bereitgestellt, umfassend: 

a) Messen, in der Probe, eines quantitativen Levels von wenigstens zwei verschiedenen selektierten Ober-
flächenantigenen aus Blutleukozyten und/oder eutopischen endometrialen Leukozyten, wie in Anspruch 3 
definiert;
b) Etablieren des Vorhersagemodells für Endometriose durch Einschließen jedes Markers der Kombination 
in eine logistische Regressionsgleichung, wie in Anspruch 3 definiert;
c) Vergleichen der Wahrscheinlichkeit dafür, Endometriose zu haben, mit einem Schwellenwert, wobei eine 
positive Diagnose der Endometriose vorliegt, wenn der Wahrscheinlichkeitswert für das Haben von Endo-
metriose den für die Kombination von Markern etablierten Schwellenwert überschreitet, während eine ne-
gative Diagnose der Endometriose vorliegt, wenn der Wahrscheinlichkeitswert für das Haben von Endome-
triose niedriger ist, als der für die Kombination von Markern etablierte Schwellenwert.

[0015] Für die Zwecke der vorliegenden Erfindung soll das folgende Symbol "/" ein Verhältnis zwischen einem 
Ausdruck vor dem Symbol und einem weiteren Ausdruck nach dem Symbol bedeuten.

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUR

[0016] Fig. 1 erläutert einen Vorhersagealgorithmus für die Diagnose von Endometriose.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0017] Gemäß der vorliegenden Erfindung wird ein verlässlicher diagnostischer Test für Endometriose bereit-
gestellt, der weniger invasiv und weniger kostenaufwändig ist als die gegenwärtige chirurgische Verfahrens-
weise, die als der "Goldstandard" akzeptiert ist. Eine ausgedehnte Studie wurde mittels Durchflusszytometrie-
analyse unternommen, in der der Anteil von mehreren Blut- und endometrialen Leukozytenteilmengen in Pa-
tientinnen mit Endometriose und normalen Kontrollen verglichen wurde.

[0018] Die vorliegende Erfindung identifiziert eine Reihe von Leukozytenteilmengen, die als Marker in einem 
diagnostischen Test für Endometriose verwendet werden können. Diese Leukozytenteilmengen sind gemäß
der Expression von Zelloberflächenantigenen definiert. Mehrere Zelloberflächenantigene können die gleiche 
Population von Zellen definieren und sie sind folglich in die vorliegende Erfindung eingeschlossen.
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[0019] Beliebige andere Antikörper oder Moleküle, die das gleiche Antigen oder ein(e) unterschiedliche(s) 
Epitop, Isoform, Untereinheit, Kette, Glycosylierungs- oder Phosphorylierungsform oder eine allelische Varian-
te des gleichen Antigens, ein Mitglied des gleichen Komplexes oder ein Antigen bei der gleichen Zellverteilung 
erkennen, sind auch in die vorliegende Erfindung eingeschlossen.

[0020] Ferner werden gemäß der vorliegenden Erfindung Beispiele bereitgestellt, die zeigen, wie wenigstens 
zwei verschiedene Oberflächenantigene aus Blut- und/oder endometrialen Leukozyten in Kombinationen in ei-
nem diagnostischen Test für Endometriose verwendet werden können (Tabellen 1 und 2). 
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TABELLE

Level der Sensibilität und Spezifität, bereitgestellt durch mehrere Beispiele von endometrialen und/oder Blut-
markerkombinationen, verwendet als Diagnoseverfahren für Endometriose

Markerkombination Schwellenwert1 Spezifität Sensibilität

Endometriale Leukozytenmarker

1.

CD4+ (<17%)2 >67% 90% 67%

CD8+CD69– (<21%)

CD13+CD45RO– (<17,5%)

2.

CD4+ (<15,5%) >60% 89% 65%

CD8+CD69– (<21%)

CD56+CD122– (>19%)

CD3+CD45RA– (<35%)

CD13+CD45RO– (<17,5%)

3.

CD4+ (<17%) >67% 88% 65%

CD8+CD69– (<21%)

CD13–CD122+ (>28%)

CD13+CD45RO– (<17,5%)

4.

CD4+ (<17%) >67% 89% 63%

CD8+CD69– (<21%)

CD14+CD13–CD16b– (>14,5%)

5.

CD3+CD16– (<40%) >55% 84% 62%

CD13+CD45RO– (<13,5%)

CD3+ (<40%)

CD8+ (<20%)

CD3+CD69+ (<15%)

6.

CD3+ (<40%) >65% 84% 63%

CD3+CD8+ (<16%)

CD13+CD45RO– (<17,5%) CD3–CD20– (>56%)

7.

CD3+CD8+ (<16%) >65% 81% 65%

CD13+CD45RO– (<17,5%)

CD3+CD5+ (<37%)

CD3+CD122– (<42,5%)

CD3–CD20– (>56%)

CD3+CD45RO– (<30%)
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Markerkombination Schwellenwert
11

Spezifität Sensibilität

8.

CD3+CD8+ (<18%) >60% 82% 64%

CD13+CD45RO– (<17,5%)

CD3+CD5+ (<37%)

CD3+CD122– (<42,5%)

9.

CD3+CD20–CD5– (>7,7%) >60% 81% 66%

CD4+CD13– (<20,5%)

CD56–CD122– (<47%)

10.

CD3+CD8+ (<16%) >60% 80% 65%

CD13+CD45RO– (<17,5%)

CD4+CD45RA– (<16%)

CD3+CD45RO– (<30%)

11.

CD3+ (<40%) >35% 79% 67%

CD8+CD69– (<18%)

CD3–CD4–CD45RO+ (>56%)

Verhältnis CD13+/CD3+ (>0,675%)

CD13+CD45RO– (<21%)

12.

CD3+CD8+ (<16%) >70% 81% 61%

CD13+CD45RO– (<17,5%)

CD3–CD5– (>54%)

CD20–CD5+ (<44%)

13.

CD8+ (<20%)2 >51% 81% 60%

CD5+ (<37%)

CD3–CD20– (>58%)

CD3–HLADR– (>54,5%)

14.

CD3+CD8+ (<16%) >60% 81% 60%

CD13+CD45RO– (<17,5%)

CD5+ (<40%)

15.

CD4+ (<17%) >50% 76% 71%

CD13–CD122+ (>28%)

CD8+CD69– (<19,5%)

CD3+CD45RA– (<37%)
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Markerkombination Schwellenwert1 Spezifität Sensibilität

16.

CD4+ (<15,5%) >35% 71% 78%

CD8+CD69– (<21%)

CD13–CD122+ (>28%)

CD3+CD45RA–(<35%)

CD13+CD45RO– (<17,5%)

17.

CD4+ (<15,5%) >40% 70% 78%

CD8+CD69– (<21%)

CD56–CD122– (<47%)

CD3+CD45RA– (<35%)

CD13+CD45RO– (<17,5%)

18.

CD3+ (<40%) >35% 72% 76%

CD4+ (<17%)

CD3+CD8+ (<16%)

CD13+CD45RO– (<21%)

CD3+CD5+ (<37%)

19.

CD3+ (<40%) >40% 74% 74%

CD4+ (<17%)

CD3+CD8+ (<16%)

CD13+CD45RO– (<21%)

20.

CD3+ (<40%) >40% 75% 73%

CD3+CD8+ (<16%)

CD13+CD45RO– (<21%)

21.

CD3+ (<40%) >25% 71% 69%

CD5+ (<40%)

CD3+CD5+ (<37%)

CD69+ (<33%)

CD4–CD69+ (<35%)

22.

CD3+ (<40%) >30% 68% 83%

CD3+CD8+ (<13,5%)

CD13+CD45RO– (<17,5%)

23.

CD3+ (<40%) >30% 61% 86%

CD3+CD8+ (<16%)

CD13+CD45RO– (<17,5%)
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Markerkombination Schwellenwert1 Spezifität Sensibilität

24.

CD3+ (<40%) >22% 62% 80%

CD3+CD8+ (<16%)

CD13+CD45RO– (<17,5%)

CD3–CD20– (>58%)

CD56–CD16– (<46%)

25.

CD3+CD16– (<47,5%) >45% 66% 79%

CD3–CD4–CD45RO+ (>31,5%)

CD3+ (<40%)

CD8+ (<20%)

CD3+CD69+ (<15%)

CD13+CD45RO– (<17,5%)

26.

CD3+ (<40%) >40% 66% 75%

CD3–CD45RO+ (>15%)

Verhältnis CD13+/CD3+ (>0,675%)

CD3+CD8+ (<16%)

CD8+CD69– (<21%)

27.

CD3+CD20–CD5– (>7,7%) >45% 61% 80%

CD4+CD13– (<20,5%)

CD56–CD122– (<47%)

CD4+CD45RO– (<16%)

28.

CD3+ (<40%) >20% 61% 86%

CD3+CD8+ (<16%)

CD13+CD45RO– (<17,5%)

CD3–CD20– (>58%)

29.

CD13+CD45RO– (<17,5%) >70% 90% 54%

CD4+CD45RA– (<16%)

CD3+CD122– (42,5%)

CD8+CD69– (<21%)

30.

CD3+CD8+ (<16%) >70% 84% 60%

CD13+CD45RO– (<17,5%)

CD4+CD45RA– (<16%)

CD3+CD45RO– (<30%)

CD3–CD5– (>54%) 
9/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
Markerkombination Schwellenwert1 Spezifität Sensibilität

Blutleukozytenmarker

31.

CD3–CD5+ (>14,5%) >55% 66% 60%

CD3–CD45RA– (>14,5%)

CD3–CD44+ (>13%)

CD13+ (>17,5%)

CD3–CD57–CD44– (<41,3%)

32.

CD3–CD45RA– (>17%) >22% 61% 64%

CD20–CD44+ (>17%)

CD20–HLADR+ (>20%)

CD3–CD4–CD44+ (>40,5%)

CD36–HLADR+ (<5,6%)

33.

CD3–CD45RA– (>14,5%) >40% 62% 64%

CD3–CD45RO+ (>19%)

CD20–HLADR+ (>14,5%)

Blut- (in Kursivschrift) und endometriale Leukozyten-
marker

34.

CD57+ (>10%) >50% 76% 72%

CD14+ (>10%)

CD3–CD69+ (>17,5%)

CD3+ (<40%)

CD4+ (<15,5%)

CD3+CD8+HLADR– (<35%)

35.

CD3–CD69+ (>17,5%) >33% 70% 79%

CD3+ (<40%)

CD4+ (<15,5%)

CD3+CD8+HLADR– (<35%)
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1 Wert, über dem eine Diagnose der Endometriose vorliegt.
2 Grenzpunkt ("cutoff point"), etabliert für jeden einzelnen Marker.

[0021]

Markerkombination Schwellen- 
wert1

Spezifität Sensibilität

36.

CD4–CD36+ (>14,4%) >43% 70% 74%

CD3–CD69+ (>17,5%)

CD8+ (<20%)

CD13+ (>29%)

CD3+ (<40%)

CD16+ (>27%)

CD69+ (<33%)

CD5+ (<40%)

37.

CD3–CD45RA– (>14,5%) >50% 73% 71%

CD3–CD45RO+ (>19%)

CD20–HLADR+ (>14,5%)

CD14+CD44+ (>15%)

CD8+ (<20%)

CD5+ (<37%)

CD3–CD20– (>58%)

CD3–HLADR– (>54,5%)

TABELLE 2

Beispiele logistischer Regressionsmodelle, bereitgestellt durch endometriale oder Blutleukozytenmarker, zur 
Identifizierung von Patientinnen mit Endometriose

Markerkombination B-Wert Schwellen- 
wert1

Spezifität Sensibilität Zahl unter 
suchter Pro-
ben

Endometriale Leukozyten-
marker

 

Kombination Nr. 1

1. CD3+ (<40%)2 –7,49747 >0,55 83% 79% 41

2. CD3–CD5– (>60%) 7,2921

3. D13+CD45RO– –0,1410

(<17,5%) –1,6259

4. CD3–CD20– (>58%) 9,5142

Wechselwirkung von 1 bis 4 
Konstante = 2,0516
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Markerkombination B-Wert Schwellenw
ert1

Spezifität Sensibilität Zahl unter 
suchter Pro-
ben

Kombination Nr. 2

1. CD3+ (<40%)2 –6,7753 > 0,55 74% 73% 67

2. CD3–CD5– (>60%) 5,8240

3. D13+CD45RO– –1,9298

(<17,5%) –0,0262

Wechselwirkung von 1 bis 4 
Konstante = 2,7910

2,8385

Kombination Nr. 3

1. CD3+CD8+ (<16%) –0,1308 > 0,50 84% 72% 51

2. CD13+CD45RO– –2,6688

(<17,5%) –1,1778

3. CD3+CD5+ (<37%)

Konstante = 3,1417

Kombination Nr. 4

1. CD3+ (<40%) –1,6965 > 0,50 78% 75% 81

2. Länge der Menstruation –1,8160

(> 7 Tage) –1,9556

3. CD13+CD20– (<21%) 10,3064

4. Beckenschmerzen3

Konstante = 3,1984

Blutleukozytenmarker

Kombination Nr. 1

1. CD14+CD44+ (>15%) 0,9298 > 0,55 80% 70% 140

2. CD57+ (>10%) 0,7423

3. CD3–CD45RA– (>12%) –0,8147

4. CD14+ (>10%) 0,8629

Kombination Nr. 2

1. CD14+ (>10%) 10,5891 > 0,50 65% 71% 125

2. CD57+ (>10%) 0,7326

3. CD3+CD69+ (>17,5%) 0,6899

4. CD3+HLADR+ (<4%) 1,2004

5. CD3–CD45RA– (>12%) –0,1137

Konstante = –1,2062
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1 Wert, über dem eine Diagnose der Endometriose vorliegt.
2 Grenzpunkt, etabliert für jeden einzelnen Marker.
3 Vorliegen von Schmerz zu jeder beliebigen Zeit, außer der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr

[0022] Die Vorhersagemodelle für Endometriose wurden gemäß der nachstehenden Gleichung etabliert: 

worin 

[0023] In der vorliegenden Erfindung wurde eine Reihe von endometrialen und periphären Blutleukozy-
ten-Subpopulationen, deren Anteile in Patientinnen mit Endometriose (Stadium I–IV; I–II oder III–IV), verglichen 
mit jenen von normalen Kontrollen, moduliert waren, identifiziert. Die Neuheit der vorliegenden Erfindung ist 
es, diese Leukozyten-Subpopulationen in Kombination als Marker für die Diagnose von Endometriose zu ver-
wenden. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass Risikofaktoren für Endometriose, identifiziert unter persönlichen 
Informationen und Merkmalen der Menstruation, von signifikantem Wert sind, wenn sie in Kombination mit Blut- 
oder endometrialen Leukozytenteilmengen in einem Vorhersagetest für Endometriose verwendet werden.

[0024] Zwei Verfahren wurden für die Kombination von Marker verwendet.

Verfahren 1

[0025] Ein Grenzpunkt ("cutoff point") wird für den Anteil von jeder Kombination von Leukozytenmarkern eta-
bliert, um die beste Unterscheidung zwischen Patientinnen mit Endometriose und Kontrollen zu erhalten. Der 
Anteil, erhalten für jeden Marker, wird mit dem Grenzpunkt verglichen. Ein positives Testergebnis ergibt eine 

Markerkombination B-Wert Schwellenw
ert1

Spezifität Sensibilität Zahl unter 
suchter Pro-
ben

Kombination Nr. 3

1. CD14+ (>10%) 1,1994 > 0,55 76% 75% 142

2. CD57+ (>10%) 0,8080

3. CD3+HLADR– (<4%) 1,3593

4. CD3–CD45RA– (>12%) –0,63

5. Beckenschmerzen 2,1506

6. Länge der Menstruation 
(> 7 Tg.)

0,7489

Konstante = –1,771

Kombination Nr. 4

1. CD14+ (>10%) 0,9729 > 0,50 71% 78% 141

2. CD57+ (>10%) 0,4489

3. CD3+CD69+ 0,8129

(>17,5%) 1,3368

4. CD3+HLADR– (<4%) –0,8805

5. CD3–CD45RA– (>12%) 2,1574

6. Beckenschmerzen 1,5164

7. Alter (> 40)

Konstante = –1,7686

P(r) = Wahrscheinlichkeit dafür, Endometriose zu haben;
c = Konstante, etabliert für eine bestimmte Kombination;
B = Regressionskoeffizient; und 
n = Gesamtzahl der Marker in der Kombination.
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Bewertung von 1, während ein negatives Testergebnis eine Bewertung von 0 ergibt. Der diagnostische Wert 
wird erhalten durch Addieren der Bewertungen aller Marker einer bestimmten Kombination und Umwandeln in 
eine Prozentzahl. Der diagnostische Endwert wird dann mit einem Schwellenwert verglichen, der etabliert wur-
de, um die besten Sensibilitäts- und Spezifitätslevel bereitzustellen. Eine positive Diagnose der Endometriose 
liegt vor, wenn der diagnostische Endwert den Schwellenwert, der für eine bestimmte Kombination von Marker 
etabliert wurde, überschreitet. Andererseits liegt eine negative Diagnose der Endometriose vor, wenn der dia-
gnostische Endwert niedriger ist als der Schwellenwert (siehe Fig. 1).

[0026] Deshalb wird, gemäß einer ersten Ausführungsform der Erfindung, ein Verfahren zur Feststellung von 
Endometriose in einer Probe von eutopischen uterinen endometrialen Geweben oder einer Blutprobe eines 
weiblichen Subjekts bereitgestellt, umfassend: 

a) Messen, in der Probe, eines quantitativen Levels von wenigstens zwei verschiedenen Oberflächenanti-
genen aus Blutleukozyten und/oder eutopischen endometrialen Leukozyten, wobei die Oberflächenantige-
ne aus Blutleukozyten und/oder eutopischen endometrialen Leukozyten aus den in der nachstehenden Ta-
belle definierten Leukozytenmarkerkombinanten ausgewählt werden:

[0027]
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 wobei die Messung des quantitativen Levels der Kombination der endometrialen Leukozytenmarker CD3+, 
CD13+CD20 mit der Länge der Menstruation (> 7 Tage) und Beckenschmerzen zu jeder beliebigen Zeit, außer 
der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, assoziiert ist; die Messung des quantitativen Levels der Kom-
bination der Blutleukozytenmarker CD14+, CD57+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA– mit Beckenschmerzen zu 

Leukozytenmarkerkombinationen

Endometriale leukozytenmarker

 
CD4+, CD8+CD69–, und CD13+CD45RO–  
CD4+, CD8+CD69–, CD56+CD122–, CD3+CD45RA–, und CD13+CD45RO–,  
CD4+, CD8+CD69–, CD13–CD122+, und CD13+CD45RO–  
CD4+ CD8+CD69–, und D14+CD13–CD16b–  
CD3+CD16–, CD13+CD45RO–, CD3+, CD8+, und CD3+CD69+  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20 
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3+CD5+, CD3+CD122–, CD3–CD20–, und CD3+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3+CD5+, und CD3+CD122–  
CD3+CD20–CD5–, CD4+CD13–, und CD56–CD122–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, und CD3+CD45RO–  
CD3+, CD8+CD69–, CD3–CD4–CD45R0+, Verthältnis CD13+/CD3+, und CD13+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3–CD5–, und CD20–CD5+  
CD8+, CD5+, CD3–CD20–, und CD3–HLADR–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD5+  
CD4+, CD13–CD122+, CD8+CD69–, und CD3+CD45RA–  
CD4+, CD8+CD69–, CD13–CD122+, CD3+CD45RA–, und CD13+CD45RO–  
CD4+, CD8+CD69–, CD56–CD122–, CD3+CD45RA–, CD13+CD45RO–  
CD3+, CD4+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3+CD5+  
CD3+, CD4+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD5+, CD3+CD5+, CD69+, und CD4–CD69+  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3–CD20–, und CD56–CD16–  
CD3+CD16–, CD3–CD4–CD45RO+, CD3+, CD8+, CD3+CD69+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3–CD45RO+, Verthältnis CD13+/CD3+, CD3+CD8+, und CD8+CD69–  
CD3+CD20–CD5–, CD4+CD13–, CD56–CD122–, und CD4+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, CD3+CD122–, und CD8+CD69–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, CD3+CD45RO–, und CD3–CD5–  
CD3+, CD3–CD5–, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD3+, CD3–CD5–, und CD13+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3+CD5+  
CD3+ und CD13+CD20.

Blutleukozytenmarker

 
CD3–CD5+, CD3–CD45RA–, CD3–CD44+, CD13+, und CD3–CD57–CD44–  
CD3–CD45RA–, CD20–CD44+, CD20–HLADR+, CD3–CD4–CD44+, und CD36–HLADR+  
CD3–CD45RA–, CD3–CD45RO+, und CD20–HLADR+  
CD14+CD44+, CD57+, CD3–CD45RA, und CD14+  
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR+, und CD3–CD45RA–  
CD14+, CD57+, CD3+HLADR– und CD3–CD45RA–  
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA–

Blut- (in Kursivschrift) und endometriale Leukozytemmarker

 
CD57+, CD14+, CD3–CD69+, CD3+, CD4+, und CD3+CD8+HLADR–  
CD3–CD69+, CD3+, CD4+, und CD3+CD8+HLADR–  
CD4–CD36+, CD3–CD69+, CD8+, CD13+, CD3+, CD16+, CD69+, und CD5+  
CD3–CD45RA–, CD3–CD45RO+, CD20–HLADR+, CD14+CD44+, CD8+, CD5+, CD3– CD20–, und 
CD3–HLADR–
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jeder beliebigen Zeit, außer der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, und der Länge der Menstruation 
(> 7 Tage) assoziiert ist; und die Messung des quantitativen Levels der Kombination der Blutleukozytenmarker 
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA– mit Beckenschmerzen zu jeder beliebigen Zeit, 
außer der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, und Alter > 40 assoziiert ist,

b) Etablieren eines Grenzwertes für den Anteil jedes Leukozytenmarkers in der Kombination,
c) Vergleichen des in Stufe (b) für jeden Leukozytenmarker erhaltenen Anteils mit einem vorher festgeleg-
ten Grenzwert, wobei ein positives Ergebnis eine Bewertung von 1 ergibt, während ein negatives Ergebnis 
eine Bewertung von 0 ergibt,
d) Erhalten eines diagnostischen Werts durch Addieren der Bewertungen aller Marker der Kombination und 
Umwandeln in eine Prozentzahl,
e) Vergleichen des diagnostischen Endwertes mit einem etablierten Schwellenwert, wobei eine positive Di-
agnose der Endometriose vorliegt, wenn der diagnostische Endwert den für die Kombination von Leukozy-
tenmarkern etablierten Schwellenwert überschreitet, während eine negative Diagnose der Endometriose 
vorliegt, wenn der diagnostische Endwert niedriger als der für die Kombination von Leukozytenmarkern eta-
blierte Schwellenwert ist.

Verfahren 2

[0028] Ein Vorhersagemodell für Endometriose wird durch Einschließen jedes Markers einer bestimmten 
Kombination in die nachstehende logistische Regressionsgleichung etabliert: 

worin 

[0029] Die Wahrscheinlichkeit dafür, Endometriose zu haben, (P(r)) wird dann mit einem Schwellenwert ver-
glichen, der den besten Unterscheidungswert bereitstellt. Eine positive Diagnose der Endometriose liegt vor, 
wenn der P(r)-Wert den Schwellenwert, der für eine bestimmte Kombination von Markern etabliert wurde, über-
schreitet. Alternativ liegt eine negative Diagnose der Endometriose vor, wenn der P(r)-Wert niedriger ist als der 
Schwellenwert.

[0030] Deshalb wird, gemäß einer zweiten Ausführungsform der Erfindung, ein Verfahren zur Feststellung 
von Endometriose in einer Probe von eutopischen uterinen endometrialen Geweben oder eine Blutprobe eines 
weiblichen Subjekts bereitgestellt, umfassend: 

a) Messen, in der Probe, eines quantitativen Levels von wenigstens zwei verschiedenen Oberflächenanti-
genen aus Blutleukozyten und/oder eutopischen endometrialen Leukozyten, wobei die Oberflächenantige-
ne aus Blutleukozyten und/oder eutopischen endometrialen Leukozyten aus den in der nachstehenden Ta-
belle definierten Leukozytenmarkerkombinationen ausgewählt werden:

[0031]

P(r) = Wahrscheinlichkeit dafür, Endometriose zu haben;
c = Konstante, etabliert für eine bestimmte Kombination;
B = Regressionskoeffizient; und
n = Gesamtzahl der Marker in der Kombination.
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 wobei die Messung des quantitativen Levels der Kombination der endometrialen Leukozytenmarker CD3+, 
CD13+CD20 mit der Länge der Menstruation (> 7 Tage) und Beckenschmerzen zu jeder beliebigen Zeit, außer 
der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, assoziiert ist; die Messung des quantitativen Levels der Kom-
bination der Blutleukozytenmarker CD14+, CD57+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA– mit Beckenschmerzen zu 

Leukozytenmarkerkombinationen

Endometriale Leukozytenmarker

 
CD4+, CD8+CD69–, und CD13+CD45RO–  
CD4+, CD8+CD69–, CD56+CD122–, CD3+CD45RA–, und CD13+CD45RO–,  
CD4+, CD8+CD69–, CD13–CD122+, und CD13+CD45RO–  
CD4+ CD8+CD69–, und D14+CD13–CD16b–  
CD3+CD16–, CD13+CD45RO–, CD3+, CD8+, und CD3+CD69+  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3+CD5+, CD3+CD122–, CD3–CD20–, und CD3+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3+CD5+, und CD3+CD122–  
CD3+CD20–CD5–, CD4+CD13–, und CD56–CD122–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, und CD3+CD45RO–  
CD3+, CD8+CD69–, CD3–CD4–CD45RO+, Verhältnis CD13+/CD3+, und CD13+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3–CD5–, und CD20–CD5+  
CD8+, CD5+, CD3–CD20–, und CD3–HLADR–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD5+  
CD4+, CD13–CD122+, CD8+CD69–, und CD3+CD45RA–  
CD4+, CD8+CD69–, CD13–CD122+, CD3+CD45RA–, und CD13+CD45RO–  
CD4+, CD8+CD69–, CD56–CD122–, CD3+CD45RA–, CD13+CD45RO–  
CD3+, CD4+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3+CD5+  
CD3+, CD4+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD5+, CD3+CD5+, CD69+, und CD4–CD69+  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3–CD20–, und CD56–CD16–  
CD3+CD16–, CD3–CD4–CD45RO+, CD3+, CD8+, CD3+CD69+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3–CD45RO+, Verhältnis CD13+/CD3+, CD3+CD8+, und CD8+CD69–  
CD3+CD20–CD5–, CD4+CD13–, CD56–CD122–, und CD4+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, CD3+CD122–, und CD8+CD69–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, CD3+CD45RO–, und CD3–CD5–  
CD3+, CD3–CD5–, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD3+, CD3–CD5–, und CD13+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3+CD5+  
CD3+ und CD13+CD20.

Blutleukozytenmarker

 
CD3–CD5+, CD3–CD45RA–, CD3–CD44+, CD13+, und CD3–CD57–CD44–  
CD3–CD45RA–, CD20–CD44+, CD20–HLADR+, CD3–CD4–CD44+, und CD36HLADR+  
CD3–CD45RA–, CD3–CD45RO+, und CD20–HLADR+  
CD14+CD44+, CD57+, CD3–CD45RA, und CD14+  
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR+, und CD3–CD45RA–  
CD14+, CD57+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA–  
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA–

Blut– (in Kursivschrift) und endometriale Leukozytenmarker

 
CD57+, CD14+, CD3–CD69+, CD3+, CD4+, und CD3+CD8+HLADR–  
CD3–CD69+, CD3+, CD4+, und CD3+CD8+HLADR–  
CD4–CD36+, CD3–CD69+, CD8+, CD13+, CD3+, CD16+, CD69+, und CD5+  
CD3–CD45RA–, CD3–CD45RO+, CD20–HLADR+, CD14+CD44+, CD8+, CD5+, CD3–CD20–, und 
CD3–HLADR–
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jeder beliebigen Zeit, außer der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, und der Länge der Menstruation 
(> 7 Tage) assoziiert ist; und die Messung des quantitativen Levels der Kombination der Blutleukozytenmarker 
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA– mit Beckenschmerzen zu jeder beliebigen Zeit, 
außer der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, und Alter > 40 assoziiert ist, 

b) Etablieren eines Vorhersagemodells für Endometriose durch Einschließen jedes Markers der Kombina-
tion in die nachstehende logistische Regressionsgleichung: 

worin: 

c) Vergleichen der Wahrscheinlichkeit dafür, Endometriose zu haben (P(r)) mit einem Schwellenwert, wobei 
eine positive Diagnose der Endometriose vorliegt, wenn der P(r)-Wert den für die Kombination der Marker 
etablierten Schwellenwert überschreitet, während eine negative Diagnose der Endometriose vorliegt, wenn 
der P(r)-Wert niedriger ist, als der für die Kombination der Marker etablierte Schwellenwert.

[0032] In der vorliegenden Erfindung wird eine Reihe von 101 endometrialen CD45+-Leukozytenpopulatio-
nen und 96 mononukleären CD45+-Blutleukozytenpopulationen beschrieben, für die mittels Durchflusszyto-
metrtieanalyse gezeigt wurde, dass in Patientinnen mit Endometriose (Stadium I, II, III oder IV), verglichen mit 
normalen Kontrollen, moduliert sind. Sie sind somit gute Kandidatenmarker für die Diagnose der Endometriose 
(Tabellen 3, 4, 5 und 6). Das innovative Merkmal der vorliegenden Erfindung ist es, diese Marker in Kombina-
tion zu verwenden, um ihren Sensibilitäts- und Spezifitätslevel in dem diagnostischen Test zu erhöhen. 

P(r) = Wahrscheinlichkeit dafür, Endometriose zu haben;
c = Konstante, etabliert für eine bestimmte Kombinati-

on;
B = Regressionskoeffizient;
n = Gesamtzahl der Marker in der Kombination,
18/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
19/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
 

20/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
21/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
22/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
23/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
24/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
25/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
26/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
27/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
28/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
29/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
30/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
31/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
[0033] Grenzpunkte, etabliert für jeden einzelnen Marker, sind in Tabelle 3, 4, 5, 6 dargestellt, und Schwellen-
werte, etabliert für eine bestimmte Markerkombination, sind in Tabelle 1 dargestellt. Beliebige andere Grenz-
punkte oder Schwellenwerte, die einen nützlichen diagnostischen Test für Endometriose bereitstellen, sollen 
in die vorliegende Anmeldung eingeschlossen sein.

[0034] Gemäß der vorliegenden Erfindung wird eine Reihe von 34 verschiedenen Kombinationen von endo-
metrialen Leukozytenmarkern (Tabellen 1 und 2), 7 Kombinationen von Blutleukozytenmarkern (Tabelle 1) und 
4 Kombinationen von endometrialen und Blutleukozytenmarkern bereitgestellt, wodurch ein diagnostischer 
Test mit Sensibilitäts- und Spezifitätsleveln von bis zu 89 bzw. 90 % bereitgestellt wird. Die verschiedenen Mar-
kerkombinationen der vorliegenden Erfindung können mehreren wichtigen klinischen Bedürfnissen dienen. 
Diese Marker könnten folglich in der normalen Bevölkerung verwendet werden, um den Risikofaktor für die Ent-
wicklung von Endometriose zu evaluieren oder um Frauen mit einer hohen Wahrscheinlichkeit dafür, an der 
Krankheit zu leiden, zu identifizieren. In Patientinnen mit Endometriose könnten diese Marker darüber hinaus 
dazu dienen, die Krankheit zu überwachen oder eine Prognose abzugeben.

Studiensubjekte und -proben

[0035] Uterine endometriale Gewebe wurden von 146 Subjekten, die sich einer Laparoskopie oder Laparoto-
mie unterzogen, erhalten. Die Versuchgruppe wurde aus 88 Subjekten mit Endometriose im Stadium I–IV, be-
stätigt durch Laparoskopie oder Laparotomie, gebildet und die Kontrollgruppe bestand aus 58 gesunden Sub-
jekten, die sich einer Operation zur Eileiterligatur (oder Reanastomose) unterzogen und weder klinische An-
zeichen für noch eine familiäre Vorgeschichte von Endometriose hatten. Tabelle 7 gibt Details betreffend das 
Alter, den Menstruationszyklus und die Indikation der Laparoskopie oder Laparotomie für die Subjekte, die in 
die Versuchs- und Kontrollgruppen eingeschlossen waren, an. 

1 Früh-sekretorisch (Tage 14–21)
2 Spät-sekretorisch (Tage 22–28)
* % Patientinnen innerhalb der Kontroll- oder Endometriosegruppen

[0036] Endometriale Biopsien wurden mit einer Pipettenkürette (Milex) entnommen (näherungsweise 0,5 g 
Gewebe). Alle Proben wurden in der sekretorischen Phase (Tag 14–28) des Menstruationszyklus geerntet, wie 
durch histologische Bewertung bestätigt. Die Proben wurden in steriles RPMI-1640-Medium (Gibco), supple-
mentiert mit 2 % Hitzeinaktiviertem fötalem Kälberserum (Bio-Media) und 1 % Penicillin-Streptomycin, gesam-
melt und bis zur Zellisolation bei 4°C gehalten.

TABELLE 7

Beschreibung der Versuchsgruppen, verwendet in der Analyse von endometrialen Leukozytenpopulationen

Ver-
suchs-
gruppen

Zahl der 
Subjekte 

mittleres 
Alter ± 
s.d.

Menstruationszyklus Ligatur 
oder Re-
anasto-
mose

prozentua Anteil an 
Patientinnen* Indika-
tion der Laparoskopie

andere**

ES1* LS2* Hyster-
ektomie 
und/oder 
Ovariek-
tomie

diagno-
schesti-
sche La-
parosko-
pie

Kontrol-
len

58 34,2±5,3 54,5% 45,5% 100%  

Endome-
triose 
I–IV

88 34,4±6,8 47,0% 53,0% 21,6% 22,7% 52,3% 3,4%

Stadium 
I–II

63 34,4±7,3 50,9% 49,1% 28,6% 22,2% 47,7% 1,5%

Stadium 
III–IV

25 34,4±5,4 36,4% 63,6% 4,0% 24,0% 64,0% 8,0%
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[0037] Blutproben wurden aus 172 Subjekten mit Endometriose (Stadium I–IV), bestätigt durch Laparoskopie 
oder Laparotomie, und aus 132 gesunden Subjekten ohne Anzeichen für Endometriose bei einer Operation 
und ohne eine familiäre Vorgeschichte von Endometriose erhalten. Die Blutproben (30 ml) wurden in Hepa-
rin-Röhrchen (VacutainerTM, Becton Dickinson) gesammelt und bis zur Abtrennung mononukleärer Zellen bei 
20°C gehalten. Das Alter, die Menstruationsdatierung und die Indikation für die Laparoskopie der Subjekte, die 
in der Studie eingeschlossen waren, sind in Tabelle 8 angegeben. 

* P versus normal = 0,002
** % der Patientinnen innerhalb der Kontroll- oder Endometriosegruppen

Stromazellpräparation aus endometrialen Proben

[0038] Endometriale Gewebeproben wurden mechanisch mit einer Broeck-Gewebemahlvorrichtung aus Py-
rexTM-Glas (Fisher) aufgebrochen bzw. aufgeschlossen, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Die Stro-
mazellfraktion wurde mittels Filtration durch ein 250 μm-Edelstahlsieb (Millipore) zum Zurückhalten der glan-
dulären Fraktion isoliert und zweimal mit 10 ml Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) (Sigma), enthaltend 1 
% BSA (Boehringer Mannheim), 0,1 % Natriumazid (Fisher), (hiernach als PBS-Waschpuffer bezeichnet) ge-
waschen.

Isolation mononuklearer Zellen aus periphärem Blut

[0039] Blutproben wurden 1:1 mit Hank's ausgeglichener Salzlösung (HBSS) (Gibco) verdünnt, einem glei-
chen Volumen an Ficoll-PaqueTM (Pharmacia Biotech) überschichtet und bei 1500 U/min für 40 Minuten bei 
Raumtemperatur zentrifugiert. Die Leukozyten wurden an der Grenzfläche von Ficoll und HBSS isoliert, und 
sie wurden in 50 ml HBSS gewaschen. Kontaminierende rote Blutzellen wurden mit 6 ml Ammoniumchloridlö-
sung (0,15 M) lysiert (6 Minuten bei Raumtemperatur). Die peripheren mononukleären Blutzellen wurden dann 
zweimal in 10 ml PBS gewaschen und in PBS-Waschpuffer resuspendiert.

Färbung der Oberflächenantigene von endometrialen und peripheren Blutleukozyten

[0040] Endometriale Stromazellen oder periphere mononukleäre Blutzellen wurden in 5 ml-Röhrchen (1 bis 
1,5 × 106 Zellen/Röhrchen) bzw. in 96-Well-Platten (5 × 105 Zellen/Well) verteilt und in Gegenwart von 1 μg 
humanem γ-Globulin für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden dann 30 Minuten im 
Dunklen (bei Raumtemperatur für endometriale Zellen und bei 4°C für periphere mononukleäre Blutzellen) mit 

TABELLE 8

Beschreibung der Subjekte, eingeschlossen in die Studie von peripheren mononuklearen Blutleukozyten

Ver-
suchs-
gruppen

Zahl der 
Subjekte 

mittleres 
Alter ± 
s.d.

Menstruationszyklus Ligatur 
oder Re-
anasto-
mose

prozentua Anteil an 
Patientinnen** Indi-
kation der Laparos-
kopie

andere**

prolifera-
tiv*

sekreto-
risch*

Hyster-
ektomie 
und/oder 
Ovariek-
tomie

diagno-
schesti-
sche La-
parosko-
pie

Kontrol-
len

132 34,30±5,
5

43,8% 56,2% 100%  

Endome-
triose 
I–IV

172 36,40* 42,8% 57,2% 22,1% 33,7% 38,9% 5,3%

Stadium 
I–II

116 35,96±6,
39

41,0% 59,0% 31,1% 30,2% 37,1% 1,6%

Stadium 
III–IV

56 34,30±5,
5

46,2% 53,8% 3,6% 41,1% 42,9% 12,4%
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einem Panel von 4 verschiedenen monoklonalen Maus-Antikörpern (MAbs) in einem Gesamtvolumen von 100 
μl inkubiert. Die Zellproben wurden mit Maus-Anti-Human-CD45-MAbs, konjugiert mit Peridinin-Chloro-
phyll-Protein (PerCP), und mit mehreren Sätzen von drei unterschiedlichen Maus-MAbs, markiert mit verschie-
denen Fluorochromen (Fluoresceinisothiocyanat-FITC-, Phycoerythrin-PE oder mit Phycoerythrin-Texas-
rot-ECD-), gerichtet gegen Zelloberflächenmarker für spezifische Zellpopulationen, wie z.B. T-Lymphozyten, 
B-Lymphozyten, NK-Zellen, Makrophagen und/oder Aktivierungsmarker (Tabelle 9), gefärbt. 

[0041] Die unten stehende Tabelle 10 listet die Verteilung der in Tabelle 9 aufgelisteten Antigene auf. 

TABELLE 9

Beschreibung von monoklonalen Maus-Antikörpern, verwendet zur Immunphänotypisierung

Spezifität Klon Isotyp Lieferant Fluorochrom

CD3 HIT3A Maus-IgG2a Beckman/Coulter ECD

CD4 SK3 Maus-IgG1 Becton Dickinson PE

CD5 BL1A Maus-IgG2a Beckman/Coulter FITC

CD8 SKI Maus-IgG1 Becton Dickinson PE

CD13 SJ1D1 Maus-IgG1 Beckman/Coulter RPE

CD14 RM052 Maus-IgG2a Beckman/Coulter PE

CD16 NKP15 Maus-IgG1 Becton Dickinson FITC

CD16B Id3 Maus-IgM Beckman/Coulter FITC

CD20 H299 Maus-IgG2a Beckman/Coulter RDI

CD36 SMf Maus-IgM Sigma RPE

CD44 L178 Maus-IgG1 Becton Dickinson FITC

CD45 2DI Maus-IgG1 Becton Dickinson PerCP

CD45-RA ALB11 Maus-IgG1 Beckman/Coulter FITC

CD45-RO UCHL1 Maus-IgG2a Beckman/Coulter FITC

CD56 N901(NKH-1) Maus-IgG1 Beckman-Coulter PE

CD57 VC1.1 Maus-IgM Sigma RPE

CD69 L78 Maus-IgG1 Becton Dickinson FITC

CD122 2RB Maus-IgG1 Beckman/Coulter FITC

HLA-DR L243 Maus-IgG2a Becton Dickinson FITC
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[0042] Blutzellen wurden zweimal mit 0,15 ml PBS-Waschpuffer gewaschen.

[0043] Endometriale Zellenproben wurden mit einer rote Blutzellenlysierenden Lösung (FACSTM-Lysierlö-
sung, Becton Dickinson) für 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und mit 3 ml PBS-Wasch-
puffer gewaschen. Endometriale und Blutzellen wurden in 1 % Paraformaldehyd (verdünnt in PBS) bei einer 
Konzentration von 1 × 106 Zellen/ml fixiert und bei 4°C im Dunkeln gehalten, bis die Immunfluoreszenzreakti-

TABELLE 10

Hauptverteilung von Antigenen

Antigen Hauptzellverteilung

CD3 Exprimiert auf allen reifen T-Zellen, assoziiert mit dem TCR-Komplex (α/b, γ/δ).

CD4 Exprimiert auf T-Helfer-Lymphozyten. Es kann auch auf Zellen der Monozyten/Makropha-
gen-Linie exprimiert sein.

CD5 Gefunden auf allen reifen T-Lymphozyten und einer Teilmenge von B-Lymphozyten.

CD8 Gefunden auf einer Teilmenge von T-Lymphozyten, bezeichnet als Suppressor-/zytotoxi-
sche T-Zellen.

CD13 Detektiert auf den meisten Zellen myeloiden Ursprungs, polymorphonukleären Zellen oder 
Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie. Mitglied der Metalloproteinasefamilie.

CD14 Stark exprimiert auf der Oberfläche von Monozyten.  
Gefunden auf den meisten Gewebsmakrophagen.  
Schwach exprimiert auf der Oberfläche von Granulozyten und B-Lymphozyten.  
Rezeptor für Lipopolysaccharid (LPS) und LPS-Bindungsprotein

CD16 Hauptsächlich exprimiert auf NK-Zellen, Monozyten, Makrophagen und polymorphonukleä-
ren Leukozyten.  
Rezeptor niedriger Affinität für IgG.

CD16b Gefunden auf Granulozyten, einschließlich polymorphonukleärer Zellen (PMN).

CD20 Auf allen B-Lymphozyten vorhanden.

CD36 Exprimiert auf Blutplättchen, Monozyten oder Makrophagen,  
mikrovaskulären Endothelzellen, Brustdrüsenendothelzellen, während Stadien der Entwick-
lung erythroider Zellen.

CD44 Weithin exprimiert auf der Oberfläche der meisten Zelltypen.  
Einschließlich der meisten Leukozyten und Epithelzellen.  
Familie des "Core/Link"-Peptidoglycans.

CD45 Auf der Oberfläche aller Leukozyten vorhanden.

CD45RA Isoformen von CD45.  
Gefunden auf naiven/ruhenden T-Zellen.  
Auch auf B-Lymphzyten und Monozyten exprimiert.

CD45RO Isoformen von CD45, exprimiert auf Gedächtnis-/aktivierten T-Zellen, auch auf Monozyten 
exprimiert.

CD56 Marker für NK-Zellen.  
Kann auch auf einer Population von T-Lymphozyten gefunden werden.

CD57 Gefunden auf einer Teilmenge von Zellen mit natürlicher Killer-Aktivität.

CD69 Exprimiert auf aktivierten Leukozyten, einschließlich T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, Neutro-
philen, Eosinophilen und Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie.  
Aktivierungsmarker, früh nach einer Zellaktivierung detektiert.

CD122 Exprimiert auf NK-Zellen, B-, T-Lymphozyten oder Monozyten/Makrophagen.  
Komponente des IL-15-Rezeptors.

HLADR+ HLA-Klasse II-Molekül.  
Gefunden auf Antigen-präsentierenden Zellen oder auf anderen Zellen nach Aktivierung, 
wie z.B. T-Zellen.
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vität mittels Durchflusszytometrie bestimmt wurde.

Durchflusszytometrieanalyse

[0044] Die Immunfluoreszenzreaktivität wurde auf einem Coulter EPICS XLTM-Durchflusszytometer (Coulter 
Corporation, Hialeah, FL), ausgestattet mit einem Argonlaser, der bei 488 nm, 15 mW arbeitet, und Detektoren 
bei 525, 575, 610 und 675 nm, durchgeführt. Die Kalibrierung der Durchflusszytometer-Parameter für Vor-
wärtsstreuung, Seitwärtsstreuung und Fluoreszenz waren für alle Proben die gleichen. Zellen, die 
CD45-pan-Leukozyten-Antigen exprimieren, wurden unter Verwendung der Coulter-System II-Software einge-
grenzt ("gated"). Der Prozentsatz an Zellen, die Marker für T-, B-Lymphozyten, Makrophagen oder NK-Zellen 
und/oder Aktivierungsmarker tragen, wurde nur innerhalb der CD45-positiven Populationen ausgewertet. Für 
jede Probe wurde ein Minimum von 6000 CD45+-Zellen analysiert.

[0045] Verwendung von Leukozytenmarkern in einem diagnostischen Test für Endometriose Ein Grenzpunkt 
wurde für den Anteil der endometrialen oder Blutleukozyten-Subpopulationen, identifiziert als diagnostische 
Marker, etabliert. Der für jeden Marker erhaltene Wert wird mit dem Grenzpunkt verglichen (Fig. 1). Ein positi-
ves Ergebnis lag vor, wenn der Anteil einer bestimmten Leukozytenteilmenge die durch den Grenzpunkt etab-
lierte Bedingung erfüllt (z.B. < 40 % für CD3+-Zellen). Wenn diese Marker in Kombination verwendet werden, 
ergibt ein positives Ergebnis für jeden Marker eine Bewertung von 1, während ein negatives Ergebnis eine Be-
wertung von 0 ergibt. Eine Diagnose der Endometriose liegt vor, wenn der diagnostische Endwert, erhalten aus 
dem Addieren der Ergebnisse aller Marker einer bestimmten Kombination, höher ist als ein vorher festgelegter 
Schwellenwert. Die Sensibilitäts- und/oder Spezifitätslevel, gemessen für die Markerkombination, geben die 
Zahl positiver Testergebnisse, erhalten unter Patientinnen mit bereits bestätigter Endometriose, bzw. die Zahl 
negativer Testergebnisse unter den Subjekten innerhalb der Kontrollgruppe wieder.

[0046] Endometriale und Blutleukozytenmarker können in Kombinationen im logistischen Regressionsmodell 
verwendet werden. 

worin: 

[0047] Die Wahrscheinlichkeit dafür, Endometriose zu haben, (P(r)) wird dann mit einem Schwellenwert ver-
glichen, der den besten Unterscheidungswert bereitstellt. Eine positive Diagnose der Endometriose liegt vor, 
wenn der P(r)-Wert den für eine bestimmte Kombination von Marker etablierten Schwellenwert überschreitet. 
Alternativ liegt eine negative Diagnose der Endometriose vor, wenn der P(r)-Wert niedriger ist als der Schwel-
lenwert.

Ergebnisse

[0048] Endometriale und Blutleukozyten-Teilmengen, definiert als gute potentielle Marker für die Diagnose 
der Endometriose, sind in den Tabellen 3 bzw. 4 angegeben. Die Selektion dieser Marker erfolgte auf der Basis 
eines bedeutsamen Unterschiedes im mittleren Anteil von Leukozyten-Teilmengen zwischen Patientinnen mit 
Endometriose (Stadium I–IV) und Kontrollgruppen. Zusätzlich wurden auch mehrere endometriale und Blut-
marker gemäß der Fläche unter der ROC-Kurve, eine Angabe des Unterscheidungswerts der Marker, selek-
tiert. Die ROC-Kurve ermöglichte die Bestimmung von einem oder mehreren Grenzanteilen ("cutoff proporti-
on"), die am besten zwischen Patientinnen mit Endometriose (Stadium I–IV) und normalen Kontrollen unter-
scheiden. In einem Ansatz, diese Unterschiede zum Identifizieren von Patientinnen mit Endometriose zu ver-
wenden, lag ein positives Testergebnis vor, wenn der für eine bestimmte Leukozytenteilmenge gemessene An-
teil die durch den Grenzpunkt etablierte Bedingung (z.B. <40 % für CD3+-Zellen) erfüllt. Die Spezifitäts- und 
Sensibilitätslevel wurden für jeden Marker, der alleine zur Diagnose von Endometriose verwendet wurde, be-
rechnet und sind in Tabelle 3 (für endometriale Leukozytenmarker) und Tabelle 4 (für Blutleukozytenmarker) 
angegeben. Darüber hinaus gab ein signifikantes Chancenverhältnis ("odds ratio"), berechnet mit einem be-
stimmten Grenzpunkt, einen weiteren Hinweis darauf, dass die Leukozytenmarker, selektiert in den Tabellen 3 

P(r) = Wahrscheinlichkeit dafür, Endometriose zu haben;
c = Konstante, etabliert für eine bestimmte Kombination;
B = Regressionskoeffizient;
n = Gesamtzahl der Marker in der Kombination
36/42



DE 600 36 536 T2    2008.06.19
und 4, mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung von Endometriose assoziiert sind und folglich zum Iden-
tifizieren von Frauen mit einer hohen Wahrscheinlichkeit dafür, an Endometriose zu leiden, verwendet werden 
können. Es wurde gefunden, dass der mittlere Anteil einiger endometrialer (Tabelle 5) und Blut- (Tabelle 6) Leu-
kozyten-Teilmengen nur in Patientinnen mit Endometriose im Stadium I–II oder mit Endometriose im Stadium 
III–IV signifikant moduliert war, wenn mit normalen Kontrollen verglichen wurde. Trotzdem bleiben diese Mar-
ker gute Kandidaten für einen diagnostischen Test für Endometriose, aber ihre Verwendung kann auf ein spe-
zifisches Stadium der Krankheit beschränkt sein.

[0049] Es wurde gefunden, dass mehrere der endometrialen und Blutleukozytenmarker als diagnostische 
Marker sogar noch verlässlicher sind, wenn sie in Kombination mit anderen Marker analysiert werden. Tabelle 
1 gibt eine Reihe von 33 Kombinationen an, in denen endometriale oder Blutleukozytenmarker in einem diag-
nostischen Test für Endometriose verwendet werden. Für jeden Marker ergibt ein positives Testergebnis (wie 
oben beschrieben) eine Bewertung von 1, während ein negatives Testergebnis eine Bewertung von 0 ergibt. 
Der diagnostische Endwert, erhalten durch Addieren der Bewertungen aller Marker einer bestimmten Kombi-
nation, wird dann mit einem Schwellenwert verglichen, der in Tabelle 1 angegeben ist.

[0050] Eine Diagnose der Endometriose liegt vor, wenn der diagnostische Wert den Schwellenwert über-
schreitet, der für jeden Satz von Kombinationsmarkern etabliert wurde. Die Verwendung von Leukozytenmar-
ker-Teilmengen in Kombination in diesem neuen Verfahren verbessert die Sensibilitäts- und/oder Spezifitäts-
level für das Diagnostizieren von Endometriose klar. Tabelle 1 stellt auch vier Beispiele bereit, die zeigen, dass 
Blutleukozytenmarker, wenn sie in Kombination mit endometrialen Marker verwendet werden, auch den Vor-
hersagewert des diagnostischen Tests erhöhen können.

[0051] Die vorliegende Erfindung demonstriert auch, dass logistische Regressionsmodelle verwendet werden 
können, um endometriale, wie auch Blutleukozytenmarker für die Entwicklung eines Vorhersagemodells für 
Endometriose zu kombinieren (Tabelle 2). In manchen Fällen ist es nötig, diese Modelle mit Risikofaktoren, die 
mit Endometriose assoziiert sind, wie z.B. die Länge des Menstruationszyklus, die Dauer der Menstruation, 
Schmerzen während Geschlechtsverkehr und Alter, anzupassen. In manchen Fällen wurde gezeigt, dass die-
se Faktoren den Vorhersagewert des Modells erhöhen.

[0052] Die vorliegende Erfindung identifiziert mehrere Beispiele für Markerkombinationen, die zu Diagnose-
verfahren (ihren, die verbesserte Sensibilitäts- und Spezifitätslevel ergeben. Tatsächlich können die verschie-
denen Markerkombinationen der vorliegenden Erfindung verschiedenen klinischen Anwendungen, einschließ-
lich Screening, Diagnose, Überwachung und Prognose der Endometriose, dienen.

Patentansprüche

1.  Verfahren zur Feststellung von Endometriose in einer Probe von eutopischen uterinen endometrialen 
Geweben oder einer Blutprobe eines weiblichen Subjekts, umfassend:  
a) Messen eines quantitativen Levels von wenigstens zwei verschiedenen Oberflächenantigenen aus Blutleu-
kozyten und/oder eutopischen endometrialen Leukozyten in der Probe, wobei die Oberflächenantigene aus 
Blutleukozyten und/oder eutopischen endometrialen Leukozyten aus den in der nachstehenden Tabelle defi-
nierten Leukozytenmarkerkombinationen ausgewählt werden: 
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wobei die Messung des quantitativen Levels der Kombination der endometriale Leucozytenmarker CD3+, 
CD13+CD20 mit der Länge der Menstruation (> 7 Tage) und Beckenschmerzen zu jeder beliebigen Zeit, außer 
der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, assoziiert ist; die Messung des quantitativen Levels der Kom-
bination der Blutleukozytenmarker CD14+, CD57+, CD3+HLADR–, CD3-CD45RA– mit Beckenschmerzen zu 
jeder beliebigen Zeit, außer der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, und der Länge der Menstruation 

Leukozytenmarkerkombinationen

Endometriale leukozytenmarker

CD4+, CD8+CD69–, und CD13+CD45RO–  
CD4+, CD8+CD69–, CD56+CD122–, CD3+CD45RA–, und CD13+CD45RO–,  
CD4+, CD8+CD69–, CD13–CD122+, und CD13+CD45RO–  
CD4+ CD8+CD69–, und D14+CD13–CD16b–  
CD3+CD16–, CD13+CD45RO–, CD3+, CD8+, und CD3+CD69+  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3+CD5+, CD3+CD122–, CD3–CD20–, und CD3+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3+CD5+, und CD3+CD122–  
CD3+CD20–CD5–, CD4+CD13–, und CD56–CD122–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, und CD3+CD45RO–  
CD3+, CD8+CD69–, CD3–CD4–CD45RO+, Verhältnis CD13+/CD3+, und CD13+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3–CD5–, und CD20–CD5+  
CD8+, CD5+, CD3–CD20–, und CD3–HLADR–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, and CD5+  
CD4+, CD13–CD122+, CD8+CD69–, und CD3+CD45RA–  
CD4+, CD8+CD69–, CD13–CD122+, CD3+CD45RA–, und CD13+CD45RO–  
CD4+, CD8+CD69–, CD56–CD122–, CD3+CD45RA–, CD13+CD45RO–  
CD3+, CD4+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3+CD5+  
CD3+, CD4+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD5+, CD3+CD5+, CD69+, und CD4–CD69+  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3–CD20–, und CD56–CD16–  
CD3+CD16–, CD3–CD4–CD45RO+, CD3+, CD8+, CD3+CD69+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3–CD45RO+, Verhältnis CD13+/CD3+, CD3+CD8+, und CD8+CD69–  
CD3+CD20–CD5–, CD4+CD13–, CD56–CD122–, und CD4+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, CD3+CD122–, und CD8+CD69–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, CD3+CD45RO–, und CD3–CD5–  
CD3+, CD3–CD5–, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD3+, CD3–CD5–, und CD13+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3+CD5+  
CD3+ und CD13+CD20.

Blutleukozytenmarker

 
CD3–CD5+, CD3–CD45RA–, CD3–CD44+, CD13+, und CD3–CD57–CD44–  
CD3–CD45RA–, CD20–CD44+, CD20–HLADR+, CD3–CD4–CD44+, und CD36–HLADR+  
CD3–CD45RA–, CD3–CD45RO+, und CD20–HLADR+  
CD14+CD44+, CD57+, CD3–CD45RA, und CD14+  
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR+, and CD3–CD45RA–  
CD14+, CD57+, CD3+HLADR– und CD3–CD45RA–  
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA–

Blut- (in Kursivschrift) und endometriale leukozytenmarker

 
CD57+, CD14+, CD3–CD69+, CD3+, CD4+, und CD3+CD8+HLADR–  
CD3–CD69+, CD3+, CD4+, und CD3+CD8+HLADR–  
CD4–CD36+, CD3–CD69+, CD8+, CD13+, CD3+, CD16+, CD69+, und CD5+  
CD3–CD45RA–, CD3–CD45RO+, CD20–HLADR+, CD14+CD44+, CD8+, CD5+, CD3–CD20–, und 
CD3–HLADR–
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(> 7 Tage) assoziiert ist; und die Messung des quantitativen Levels der Kombination der Blutleukozytenmarker 
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA– mit Beckenschmerzen zu jeder beliebigen Zeit, 
außer der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, und Alter > 40 assoziiert ist,  
b) Etablieren eines Grenzwertes für den Anteil jedes Leukozytenmarkers in der Kombination,  
c) Vergleichen des in Stufe (b) für jeden Leukozytenmarker erhaltenen Anteils mit einem vorher festgelegten 
Grenzwert, wobei ein positives Ergebnis eine Bewertung von 1 ergibt, während ein negatives Ergebnis eine 
Bewertung von 0 ergibt,  
d) Erhalten eines diagnostischen Werts durch Addieren der Bewertungen aller Marker der Kombination und 
Umwandeln in eine Prozentzahl,  
e) Vergleichen des diagnostischen Endwertes mit einem etablierten Schwellenwert, wobei eine positive Diag-
nose der Endometriose vorliegt, wenn der diagnostische Endwert den für die Kombination von Leukozytenmar-
kern etablierten Schwellenwert überschreitet, während eine negative Diagnose der Endometriose vorliegt, 
wenn der diagnostische Endwert niedriger als der für die Kombination von Leukozytenmarkern etablierte 
Schwellenwert ist.

2.  Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Anteil an Leukozytenmarker bestimmt wird, indem wenigstens 
ein Antikörper, der für die wenigstens eine spezifische Population von Leukozyten spezifisch ist, verwendet 
wird.

3.  Verfahren zur Feststellung von Endometriose in einer Probe von eutopischen uterinen endometrialen 
Geweben oder einer Blutprobe eines weiblichen Subjekts, umfassend:  
a) Messen eines quantitativen Levels von wenigstens zwei verschiedenen Oberflächenantigenen aus Blutleu-
kozyten und/oder eutopischen endometrialen Leukozyten in der Probe, wobei die Oberflächenantigene aus 
Blutleukozyten und/oder eutopischen endometrialen Leukozyten aus den in der nachstehenden Tabelle defi-
nierten Leukozytenmarkerkombinationen ausgewählt werden:
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wobei die Messung des quantitativen Levels der Kombination der endometrialen Leukozytenmarker CD3+, 
CD13+CD20 mit der Länge der Menstruation (> 7 Tage) und Beckenschmerzen zu jeder beliebigen Zeit, außer 
der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, assoziiert ist; die Messung des quantitativen Levels der Kom-
bination der Blutleukozytenmarker CD14+, CD57+, CD3+HLADR–, CD3– CD45RA– mit Beckenschmerzen zu 

Leukozytenmarkerkombinationen

Endometriale leukozytenmarker

 
CD4+, CD8+CD69–, und CD13+CD45RO–  
CD4+, CD8+CD69–, CD56+CD122–, CD3+CD45RA–, und CD13+CD45RO–,  
CD4+, CD8+CD69–, CD13–CD122+, und CD13+CD45RO–  
CD4+ CD8+CD69–, und D14+CD13–CD16b–  
CD3+CD16–, CD13+CD45RO–, CD3+, CD8+, und CD3+CD69+  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3+CD5+, CD3+CD122–, CD3–CD20–, und CD3+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3+CD5+, und CD3+CD122–  
CD3+CD20–CD5–, CD4+CD13–, und CD56–CD122–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, und CD3+CD45RO–  
CD3+, CD8+CD69–, CD3–CD4–CD45RO+, Verhältnis CD13+/CD3+, und CD13+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3–CD5–, und CD20–CD5+  
CD8+, CD5+, CD3–CD20–, und CD3–HLADR–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD5+  
CD4+, CD13–CD122+, CD8+CD69–, und CD3+CD45RA–  
CD4+, CD8+CD69–, CD13–CD122+, CD3+CD45RA–, und CD13+CD45RO–  
CD4+, CD8+CD69–, CD56–CD122–, CD3+CD45RA–, CD13+CD45RO–  
CD3+, CD4+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3+CD5+  
CD3+, CD4+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD5+, CD3+CD5+, CD69+, und CD4–CD69+  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD3–CD20–, und CD56–CD16–  
CD3+CD16–, CD3–CD4–CD45RO+, CD3+, CD8+, CD3+CD69+, und CD13+CD45RO–  
CD3+, CD3–CD45RO+, Verhältnis CD13+/CD3+, CD3+CD8+, und CD8+CD69–  
CD3+CD20–CD5–, CD4+CD13–, CD56–CD122–, und CD4+CD45RO–  
CD3+, CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, CD3+CD122–, und CD8+CD69–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, CD4+CD45RA–, CD3+CD45RO–, und CD3–CD5- 
CD3+, CD3–CD5–, CD13+CD45RO–, und CD3–CD20–  
CD3+, CD3–CD5–, und CD13+CD45RO–  
CD3+CD8+, CD13+CD45RO–, und CD3+CD5+  
CD3+ und CD13+CD20

Blutleukozytenmarker

 
CD3–CD5+, CD3–CD45RA–, CD3–CD44+, CD13+, und CD3–CD57–CD44–  
CD3–CD45RA–, CD20–CD44+, CD20–HLADR+, CD3–CD4–CD44+, und CD36–HLADR+  
CD3–CD45RA–, CD3–CD45RO+, und CD20–HLADR+  
CD14+CD44+, CD57+, CD3–CD45RA, und CD14+  
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR+, und CD3–CD45RA–  
CD14+, CD57+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA–  
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA–

Blut- (in Kursivschrift) und endometriale Leukozytenmarker

 
CD57+, CD14+, CD3–CD69+, CD3+, CD4+, und CD3+CD8+HLADR–  
CD3–CD69+, CD3+, CD4+, und CD3+CD8+HLADR–  
CD4–CD36+, CD3–CD69+, CD8+, CD13+, CD3+, CD16+, CD69+, und CD5+  
CD3–CD45RA–, CD3–CD45RO+, CD20–HLADR+, CD14+CD44+, CD8+, CD5+, CD3– CD20–, und 
CD3–HLADR–
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jeder beliebigen Zeit, außer der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, und der Länge der Menstruation 
(> 7 Tage) assoziiert ist; und die Messung des quantitativen Levels der Kombination der Blutleukozytenmarker 
CD14+, CD57+, CD3+CD69+, CD3+HLADR–, CD3–CD45RA– mit Beckenschmerzen zu jeder beliebigen Zeit, 
außer der Menstruation und dem Geschlechtsverkehr, und Alter > 40 assoziiert ist,  
Etablieren eines Vorhersagemodells für Endometriose durch Einschließen jedes Markers der Kombination in 
die nachstehende logistische Regressionsgleichung: 

worin:  
P (r) = Wahrscheinlichkeit dafür, Endometriose zu haben;  
c = Konstante, etabliert für eine bestimmte Kombination;  
B = Regressionskoeffizient;  
n = Gesamtzahl der Marker in der Kombination,  
Vergleichen der Wahrscheinlichkeit dafür, Endometriose zu haben (P(r)) mit einem Schwellenwert, wobei eine 
positive Diagnose der Endometriose vorliegt, wenn der P (r)-Wert den für die Kombination der Marker etablier-
ten Schwellenwert überschreitet, während eine negative Diagnose der Endometriose vorliegt, wenn der 
P(r)-Wert niedriger ist, als der für die Kombination der Marker etablierte Schwellenwert.

4.  Verfahren nach Anspruch 3, wobei der quantitative Level gemessen wird, indem wenigstens ein Antikör-
per, der gegen die spezifischen Populationen von Leukozyten gerichtet ist, verwendet wird.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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