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1. Einleitung

1.1. Ungewollte Kinderlosigkeit

Unfruchtbarkeit wird als ein Zustand definiert, bei dem bei einem Paar innerhalb
von zwei Jahren regelmaBigem, ungeschitztem Geschlechtsverkehr keine
Schwangerschaft eintritt [1]. Je nach Quelle sind 5 bis 15 % aller Paare in
Deutschland ungewollt kinderlos [2; 3]. Bei ca. 30 % liegt die Ursachen flir die
Unfruchtbarkeit bei der Frau, bei ca. 30 % beim Mann, bei ca. 30 % bei beiden
Partnern und bei ca. 10 % liegt eine idiopathische Infertilitdt vor [4]. Zu den
haufigen Ursachen bei der Frau gehéren hierbei eine unzureichende
Tubendurchgéngigkeit, endokrinologische Stérungen wie das Syndrom
polyzystischer Ovarien (PCOS) oder Endometriose [5]. Beim Mann liegt meist
eine unzureichende Spermienqualitat vor [6].

Daher nehmen Paare in den letzten Jahren vermehrt reproduktionsmedizinische
Behandlungen wie die In-Vitro-Fertilisation (IVF) oder intracytoplasmatische
Spermieninjektion (ICSI) in Anspruch. Hierbei werden Eizellen nach der Punktion
mit Partnersperma inkubiert (IVF) bzw. dieses gezielt in die Eizellen injiziert
(ICSI). Nach drei bis fiinf Tagen Inkubation werden ein bis drei gut entwickelte
Embryonen bzw. Blastozysten in die Gebarmutter eingespilt und die
Implantation dieser erhofft [7]. Die Lebendgeburtrate pro Embronentransfer, die
sogenannte Baby Take Home-Rate betrug in Deutschland im Jahr 2018 20,4 %
(IVF) bzw. 20,1 % (ICSI) [8].

1.2. Implantation

Die Implantation bzw. Nidation bezeichnet die Einnistung einer befruchteten
Eizelle in das Endometrium am flnften bis sechsten Tag nach der Befruchtung.
Sie befindet sich hierbei im Stadium der Blastozyste [9]. Fir eine erfolgreiche

Implantation missen drei Voraussetzungen erflllt sein:
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1. Der Embryo muss gesund und intakt sein.

2. Das Endometrium muss sich im differenzierten Stadium befinden.

3. Die Koordination des Implantationsvorgangs muss durch funktionierende
Kommunikation zwischen Blastozyste und Endometrium gewéhrleistet

werden.

Nur wenn alle drei Voraussetzungen erflllt sind, kann eine erfolgreiche
Implantation erfolgen [9—11].

1.2.1. Physiologie der Implantation

Early blasocyst
sl (4-5 d after ovulation)

Implantation
(6-8 d after ovulation)

LH surge

Abb. 1: Zeitlicher Ablauf von Ovulation, Fertilisation und Implantation, modifiziert nach
[11]

Wahrend die Zygote durch die Tube wandert, beginnen bereits die ersten
Zellteilungen (Abb. 1). Nach etwa drei Tagen entsteht hierdurch die Morula, eine
von der Zona pellucida umschlossene, ungerichtete Haufung von 8 bis 16 Zellen.
Nach etwa zwei weiteren Tagen wird das Stadium der Blastozyste erreicht,
hierbei findet eine Differenzierung zum Embryoblast (innere Zellmasse) und dem
umgebendem Trophektoderm statt (Abb. 2), zudem |6st sich die Zona pellucida
auf (,hatching®). Inzwischen hat die Blastozyste, die nun ca. 32 bis 64 Zellen
umfasst, bereits das Cavum uteri erreicht [9].
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/ Zona pellucida

Trophoblast

Embryoblast

Abb. 2: Humane Blastozyste an Tag 5. Nach [12]

Beim Menschen gibt es je Zyklus ein enges zeitliches Fenster von vier bis flnf
Tagen, in dem sich das Endometrium differenziert sowie rezeptiv ist und somit
eine Implantation mdglich ist. Bei einem 28-tdgigen Zyklus liegt das
Implantationsfenster zwischen den Zyklustagen 19 bis 24 [13]. Bei der
assistierten Reproduktion mittels IVF oder ICSI wird der Embryo am dritten Tag
bzw. die Blastozyste am flinften Tag nach der Eizellpunktion in das Cavum uteri
eingespdalt [14].

Fiar eine erfolgreiche Einnistung ist eine Differenzierung des Endometriums
essenziell. Den eigentlichen Prozess der Implantation kann man in Apposition,
Adhasion und Invasion unterteilen.

Differenzierung des Endometriums:

Proliferationsphase Sekretionsphase Desquamationsphase

Abb. 3: Veranderungen des Endometriums im Menstruationszyklus [15]

Abb. 3 zeigt die physiologische Differenzierung des Endometriums. Nach
Abschluss der Desquamationsphase geht das Endometrium in die
Proliferationsphase Gber. Durch das wahrend der Follikelreifung gebildete
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Ostrogen proliferieren die Epithelzellen des Endometriums, sodass dieses eine
Dicke von bis zu 10 mm annimmt. Das vom Corpus luteum nach der Ovulation
produzierte Progesteron flhrt zu einer weiteren Differenzierung des
Endometriums (Sekretionsphase). Es bilden sich Spiralarterien aus. Die
Glandulae uterinae vergréBern sich und bilden eine Spiralform. Sie sezernieren
unter Progesteroneinfluss ein glykogenreiches Sekret und Zytokine in das
Cavum uteri. Eine wichtige Rolle spielen hierbei die Sezernierung von
epidermalem Wachstumsfaktor (EGF), transformierenden (TGF-a und -b) und
insulinahnlichen Wachstumsfaktoren (IGF), die das Wachstum der Stromazellen
férdern [14]. Die Stromazellen nehmen eine epitheloide Form an und lagern zur
Vorbereitung auf die Implantation Glykogen und Lipoide ein, die dem Embryo als
Nahrstoffe dienen sollen. Dies wird als Pradezidualisierung bezeichnet und
geschieht unabhangig von einer eventuellen Embryoimplantation. Zudem lagern
sich naturliche Killerzellen im Endometrium ein. Der Prozess der
Dezidualisierung wird nach einer Implantation weitergeftihrt [15].

Apposition und Adhésion:

Flr die Implantation muss der Embryo an eine geeignete Einnistungsstelle im
Cavum uteri gelenkt werden. Die exakten molekularen Mechanismen der
Apposition und Adhésion sind hdchst komplex und Gegenstand aktueller
Forschungen. Es wird angenommen, dass das Endometrium zum Teil mit
Muzinen (v.a. Mucin-1) bedeckt ist. An muzinbedeckien Stellen ist es dem
Embryo nicht mdglich, sich zu implantieren, sodass dieser damit zu muzinfreien
Stellen im Uterus gelenkt wird, wo eine erfolgreiche Implantation
wahrscheinlicher ist [14; 16-18]. Die Adhéasion der inzwischen geschlipften
Blastozyste wird durch verschiedene molekulare Mechanismen unterstitzt (siehe
Abb. 4).
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Andere
Molekiile, |

Zytokine \\i&_’_‘__

Abb. 4: Uberblick iiber die Mechanismen der Apposition und Adhésion. Nach [19]

Die Kommunikation zwischen Integrinen, die sowohl auf Blastozysten, als auch
auf dem Epithel exprimiert werden, scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen
[20]. Es wird angenommen, dass Osteopontin als Brickenprotein die beiden
Seiten der Integrine verbindet und somit zur Adhasion entscheidend beitragt [21].

Invasion:

Abb. 5: Blastozysteninvasion. CT: Zytotrophoblast; ST: Synzytiotrophoblast [22]

Die Implantation findet beim Menschen zwischen dem fiinften und sechsten Tag
post ovulationem statt. Bei der Invasion der Blastozyste in das Endometrium
dringen die sich am Pol der Blastozyste befindenden Trophoblastzellen in das
Endometrium ein (siehe Abb. 5). Der Trophoblast teilt sich im weiteren Verlauf in
zwei Zellschichten auf, den innen liegenden Zytotrophoblasten (ZT) und den
auBen liegenden Synzytiotrophoblasten (ST), der sich durch Verschmelzung
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benachbarter Trophoblasten bildet [23]. Die begonnene Pradezidualisierung
setzt sich bei Eintritt einer Schwangerschaft weiter fort. Die endometrialen
Stromazellen wandeln sich wahrend dieses Prozesses zu Deziduazellen um, die
vor allem sekretorische und endokrine Aufgaben Gbernehmen [24]. Wahrend der
Invasion wachst die Blastozyste vollstandig in das Stratum functionale des
Endometriums ein.

Der Prozess der Invasion ist von zahlreichen Faktoren abhangig, von denen
ausgewahlte im Folgenden erlautert werden.

Hormone: Ostrogen und Progesteron

Die Rolle der Hormone Ostrogen und Progesteron ist seit langem bekannt und
gut erforscht [25]. Der praovulatorische Anstieg von 17B-Estradiol bewirkt die
Proliferation und Differenzierung der Epithelzellen des Endometriums. Das
Corpus luteum produziert weiterhin Progesteron, welches die Proliferation und
Differenzierung der Stromazellen stimuliert [10].

Uterine natlirliche Killerzellen-Zellen und Immuntoleranz

Die uterinen natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) stellen die haufigste
Immunzellart des Endometriums dar und spielen eine wichtige Rolle bei der
Immuntoleranz dem Embryo gegentiber, der als genetisch fremd eigentlich vom
Immunsystem erkannt und bekdmpft werden wirde [26]. Die uterinen NK-Zellen
kébnnen den ,major histocompatibility = complex® (MHC) humanes
Leukozytenantigen (HLA-) G, der von den einwachsenden Trophoblastzellen
exprimiert wird, erkennen. Dies scheint flr die uterinen NK-Zellen ein wichtiges
Signal zu sein, diese Zellen nicht zu lysieren [27]. Ein weiterer Faktor, der zur
Immuntoleranz beitragt ist das Fehlen der MHC-Klasse-I-Komplexe HLA-A und
HLA-B auf dem Trophoblasten [28].

Prostaglandine

Prostaglandine sind flir die Implantation essentiell und werden vor allem von den
Cyclooxygenasen 1 und 2 (COX-1, COX-2) produziert [29]. Es gibt Hinweise
darauf, dass bei Patientinnen mit einem rezidivierenden Implantationsversagen
eine verminderte endometriale COX-2 Expression vorliegt, sodass dieses eine
wichtige Rolle in der Implantation spielen kénnte [30].
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Leuk&dmiehemmender Faktor (LIF)

Der leuk&miehemmende Faktor (LIF) ist ein Zytokin der Interleukin-Klasse 6. Im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine Embryoimplantation bei LIF-
defizienten Mausen nicht mdglich ist [31]. Diese Ergebnisse lassen sich
allerdings nicht uneingeschrankt auf den Menschen Ubertragen [32]. Aktuellere
Studien konnten zeigen, dass eine Behandlung mit rekombinantem LIF bei
Patientinnen mit rezidivierendem Implantationsversagen nicht zu einer
signifikanten Verbesserung der Implantationsraten nach IVF/ICSI fihren konnten
[33].

1.2.2. Rezidivierendes Implantationsversagen

Ein rezidivierendes Implantationsversagen (RIF) liegt vor, wenn trotz
mehrmaliger Embryotransfers keine Schwangerschaft eintritt [34; 35]. Es existiert
keine allgemeingultige Definition [36—38]. Die Problematik der Definition ist
dadurch bedingt, dass die Implantationswahrscheinlichkeit pro Zyklus nur etwa
30 % betragt. Somit liegt die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei Embryonen nicht
implantieren bei (1-0,3)2 = 0,49, bzw. bei (1-0,3)* = 0,24 nach Transfer von vier
Embryonen [39]. Kriterien flr verschiedene Definitionsansatze sind die Anzahl
der Embryonentransfers, die Anzahl der transferierten Embryonen sowie eine
Kombination beider Merkmale [40]. Mégliche Definitionen sind beispielsweise
drei oder mehr Embryonentransfers oder der Transfer von = 10 Embryonen in
mehreren Transfers [35], zwei aufeinanderfolgende Embryonentransfers von
insgesamt vier Embryonen oder zwei Blastozysten [40] oder der Transfer von = 8
8-Zellern bzw. = 5 Blastozysten ohne Schwangerschaftseintritt [36], jeweils mit
Embryonen von hoher Qualitat [36]. Im Rahmen dieser Studie wurde im
Kinderwunschzentrum der Ludwig-Maximilians-Universitat eine RIF-Definition
erarbeitet, die Patientinnen < 41 Jahren ohne Schwangerschaftseintritt nach vier
konsekutiven Transfers von mehr als vier Blastozysten oder acht Pronucleus
(PN)-Zellen optimaler Qualitat einschlie3t. Das héhere Implantationspotential bei
Blastozystentransfer [41; 42] wird somit berlcksichtigt, ebenso wie die
geringeren Schwangerschaftsraten bei steigendem maternalem Alter [43; 44].
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1.2.2.1. Maternale Faktoren

Anatomische Faktoren

Das Vorliegen von Hydrosalpingen, Endometriumpolypen, Myomen oder
Uterusfehlbildungen wie ein Uterus septus kann die Implantationsrate verringern
[34; 45; 46]. Beim Vorliegen eines Implantationsversagens sollten daher eine
Hysteroskopie oder weitere diagnostische Schritte diskutiert werden.

Endometriale Faktoren

Patientinnen mit RIF zeigen eine hohe Pravalenz an chronischen Endometritiden
von 14 — 46 % je nach Quelle [47; 48]. Inflammatorische Prozesse fihren zu
einer verminderten Trophoblasteninvasion und somit einer verminderten
Implantationsrate [49]. Ein weiterer Faktor ist die Endometriumdicke. Es zeigten
sich signifikant héhere Schwangerschaftsraten nach IVF, wenn die
Endometriumdicke > 9 mm betrug [50].

Vom Endometrium exprimierte Prostaglandine spielen ebenso eine wichtige
Rolle fir eine erfolgreiche Implantation [29] und werden von COX-1 und COX-2
produziert [51]. Die Exprimierung der COX-1 und -2 wird durch Progesteron
hochreguliert [52]. Studien konnten zeigen, dass RIF-Patientinnen im Vergleich
zu fertilen Frauen eine verminderte endometriale COX-2 Expression aufweisen
[30].

Thrombophilie

Der Zusammenhang zwischen RIF und Thrombophilien, sowohl hereditarer als
auch erworbener Art (Prothrombin-, Faktor-V-Leiden-Mutation, Protein-
C/Protein-S-Mangel, Antiphospholipidsyndrom (APLS)) wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Azem konnte zeigen, dass thrombophile Genmutationen
die Implantationsraten beeinflussen [53]. Patientinnen mit vier oder mehr
erfolgslosen IVF-Zyklen wiesen etwa 3,6-mal so haufig thrombophile
Genmutationen auf wie Patientinnen mit mindestens einer spontanen,
unkomplizieten =~ Schwangerschaft. Martinelli et al. konnten diesen
Zusammenhang mit einer gréBeren Stichprobe nicht bestatigen [54].
Folgestudien konnten jedoch den Zusammenhang zwischen thrombophilen
Genmutationen und RIF erneut nachweisen [55; 56]. Zudem konnte gezeigt
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werden, dass das Vorliegen mehrerer thrombophiler Genmutationen
hochsignifikant mit RIF assoziiert ist und RIF-Paare daher auf thrombophile
Genmutationen untersucht werden sollten [57]. Eine neuere Metanalyse zeigte
jedoch erneut keinen Zusammenhang zwischen thrombophilen Genmutationen
und RIF [58].

Der vermutete Pathomechanismus zeigt sich &hnlich zu dem hereditarer Aborte
und beschreibt ,einen gestdrten Blutfluss zwischen Endometrium und Plazenta®,
der entweder ,die normale endometriale Rezeptivitdt behindert und auf der
anderen Seite Fehlgeburten auslésen kann.“ [59]

Qublan et. al konnten nach Therapie mit niedermolekularen Heparinen signifikant
héhere Schwangerschafts- und Lebendgeburtraten bei Patientinnen mit RIF und
mindestens einer nachgewiesenen Thrombophilie nachweisen [60].

Immunologische Faktoren

Die erfolgreiche Implantation eines Embryos stellt einen komplexen
immunologischen Prozess dar, da dieser zu 50 % genetisch fremdes Material
enthalt (vgl. 1.2.1). Es gibt Hinweise darauf, dass Paare mit einer hohen HLA-
Kompatibilitdt vermehrt unter rezidivierenden Spontanaborten (RSA) [61] und
RIF [62] leiden. Der genaue molekulare Mechanismus ist aktuell noch unbekannt.
Eine Immunisierungstherapie mit Partnerlymphozyten wurde in Studien mit
kontroversen Ergebnissen erforscht [61; 63] , sollte jedoch aufgrund potentieller
Nebenwirkung fur Mutter [64] und Fetus [65] nicht mehr durchgefihrt werden.
Weitere Therapieansatze stellen die intravenése Immunglobulingabe [62] und die
intravendse Intralipidsgabe [66] dar.

1.2.2.2. Embryonale Faktoren

Far eine erfolgreiche Implantation spielt auch der Embryo selbst eine essentielle
Rolle. Bei nicht erfolgreicher Implantation sind bei etwa einem Drittel der Félle
embryonale Griinde ursachlich [19].

Genetische Faktoren




1. Einleitung 12

Die Genetik des Embryos spielt sowohl bei der natirlichen als auch bei der
assistierten Reproduktion eine wichtige Rolle. Chromosomale Aberrationen des
Embryos sind fir etwa 50 bis 70 % der Spontanaborte ursachlich [67]. Ein
erhdéhtes Risiko fir Chromosomenstérungen liegt bei erhéhtem maternalem
Alter, RSA-Patientinnen und Tragerinnen und Tragern von
Chromosomenaberrationen vor [68]. Vorliegende Stérungen kdnnen numerische
Chromosomenaberrationen wie Aneupleudie (z.B. Monosomie, Trisomie),
Polyploidie (z.B. Triploidie) oder strukturelle Chromosomenaberrationen wie
Inversionen, Deletionen oder Translokationen sein. Trager von balancierten
Translokationen sind selbst phanotypisch unauffallig, haben jedoch ein erhdhtes
Risiko, Nachkommen mit unbalancierten Translokationen (z.B. Translokations-
Trisomie-21) zu zeugen. Eine Metaanalyse zeigte, dass etwa 27 % von 2434 im
Rahmen von IVF-Programmen untersuchten Eizellen chromosomale Stérungen
aufwiesen [69]. Mittels Praimplantationsdiagnostik untersuchte Embryonen von
RIF-Paaren zeigten eine etwa 1,9 mal hbéhere Rate an numerischen
Chromosomenstérungen als die Kontrollgruppe [70]. Es wird daher empfohlen,
RIF-Paare zu karyotypisieren um eventuelle Chromosomenanomalien bei dem
Paar zu detektieren.

Zona pellucida und gestdrtes Hatching

Die Zona pellucida ist eine Glykoproteinschicht, die eine Schutzschicht um die
Oozyte formt. Sie erleichtert den Transport durch die Tube Richtung Cavum uteri
und schitzt den Embryo dabei vor Immunzellen und Mikroorganismen [71]. Beim
Hatching ,schllpft” der Embryo durch die Zona pellucida, damit sich dieser in das
Endometrium einnisten kann [72]. Ursachen fir ein gestbértes Hatching bei
IVF/ICSI-Patientinnen kdnnen eine Verhartung der Zona pellucida sein, bedingt
durch IVF-Kulturbedingungen oder Kryokonservierung [73; 74]. Weitere
Probleme kénnen durch fehlende Synchronisation der Entwicklung des Embryos
und des Endometriums bedingt durch die ovarielle Stimulation entstehen [75].
Durch klnstlich assistiertes Hatching kénnen hdéhere Schwangerschaftsraten
erzielt werden [76].
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1.3. Annexin A5

1.3.1. Die Proteinfamilie der Annexine

Die Annexine bilden eine Familie von Proteinen, die calciumabh&ngig an negativ
geladene Phospholipide in der Zellwand binden. Annexine weisen eine spezielle
molekulare Struktur auf, die es ermdglicht, reversibel an Membranen zu binden.
Dies wird durch eine Ca?*-regulierte Bindestelle ermdglicht, die sich aus vier
wiederholten a-helikalen Strukturen (siehe Abb. 6), welche von jeweils 70
Aminosauren gebildet werden, mit zentralem, dichtem hydrophoben Kern

zusammensetzt [77].

Membrane

Protein core
domain

N-terminal
domain

Abb. 6: Struktur der Annexine [78]

Beim Menschen und anderen Wirbeltieren sind zwdlf verschiedene Annexine
bekannt, insgesamt kennt man jedoch mehr als 500 verschiedene Annexine. Die
Annexin-Subtypen unterscheiden sich sowohl durch verschiedene N-terminale
Domanen, als auch durch anders positionierte Ca?*- und Membranbindestellen
innerhalb des Kerns, was zu verschiedenen Funktionen in vivo fihrt. Humane
Annexine sind in der Regel intrazellulare Proteine, jedoch konnten Annexin A1,
A2 und A5 auch extrazellular, beispielsweise im Blut nachgewiesen werden [79].
Wie Annexine in den Extrazellularraum gelangen kdénnen, ist momentan noch
unklar und Gegenstand aktueller Forschungen. Es ist bekannt, dass Annexine
eine Rolle bei membranvermittelten Prozessen wie Endo- und Exozytose,
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Entzindungsvorgangen, Apoptose, Thrombose, Fibrinolyse und der
Blutgerinnung spielen [78; 80]. Im Folgenden wird auf die spezifischen
Funktionen des Annexin A5 néher eingegangen.

1.3.2. Eigenschaften des Annexin A5

Abb. 7: Struktur des Annexin A5 [77]

Annexin A5 (Abb. 7) wurde Ende der 1970er Jahre zum ersten Mal aus humaner
Plazenta isoliert und zun&chst als placenta protein 4 bzw. placental anticoagulant
protein bezeichnet. Als die molekulare Struktur des Proteins aufgeklart wurde,
zeigte sich, dass es sich um ein Annexin handelt und wurde seither als Annexin
A5 (ANXAS5) bezeichnet [81]. ANXAS5 wird ubiquitar exprimiert, zeigt jedoch die
héchsten Konzentrationen in Plazenta, Leber und Niere [82]. Das fur ANXA5
kodierende Gen liegt beim Menschen auf Chromosom 4 [83]. ANXA5 bindet
calciumabhéangig an Phosphatidylserin-exprimierende Membranen und lagert
sich dabei zu Trimeren zusammen, die zweidimensionale Strukturen entlang der
Membranen bilden [84].

1.3.2.1. Annexin A5 und Zellmembranreparatur

Gewebe wie Muskelzellen, Haut oder GefaBendothel sind hdufig mechanischem
Stress ausgesetzt, was zu Einrissen in den Zellmembranen fihren kann. Ein
schnelles, effektives Membranreparatursystem ist hier essentiell, da eine
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ineffektive oder fehlende Reparatur zum Zelluntergang fthrt [85]. Defekte in der
Zellmembran fihren zu einem Calciumeinstrom in die Zelle, worlber die
Zellmembranreparatur gesteuert wird [86].

AnxS <
Ca?* .

?
PS- 4

I

il

1- binding| | }
i

wrm A AN,

Abb. 8: Bildung von 2D-Strukturen von Annexin A5 an negativ geladenen
Phospholipidmembranen. Nach [87] nach [88]

Wie in Abb. 8 gezeigt, bindet geléstes ANXA5 in Anwesenheit von Calcium an
negativ geladene Phospholipidmembranen und lagert sich zu Trimeren
zusammen, die sich abhangig von Oberflachendichte und Calciumkonzentration
zu verschiedenen zweidimensionalen Strukturen zusammenlagern [88]. Diese
bilden mit der Membranoberflache eine starke Bindung aus, die von der Starke
der negativen Ladung und von der Calciumkonzentration abhangig ist [89]. Abb.

9 zeigt die exakten molekularen Mechanismen der Reparaturmechanismen des
ANXAS5.
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3. Durch die Anlagerung von zweidimensionalen | 4. Die Rander des Defekts wurden durch 2D-
Annexin A5-Strukturen an die negativen Annexin A5-Komplexe verstarkt und eine
geladenen Phospholipide wird eine weitere VergroRerung des Defekts wurde verhindert.
VergroRerung des Defekts gestoppt. Dies erleichtert die finale Membranreparatur

durch weitere Mechanismen.

Abb. 9: Mechanismus der Membranreparatur durch Annexin A5. Nach Bouter et al. (2011)

Im Tierversuch wurden perivaskulare Zellen von ANXA5-Knockout-Mausen
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Zellen, die kein ANXA5
exprimierten, nicht in der Lage waren, kinstlich erzeugte Membrandefekte zu
reparieren. Dagegen wiesen die Zellen der Wildtyp-Mause eine schnelle und
effektive Membranreparatur auf. Nach exogener Zugabe von ANXA5 konnten
auch Zellen der ANXA-Knockout-M&use Membrandefekte reparieren [90].

1.3.3. Rolle des Annexin A5 in der Schwangerschaft

Annexine bilden etwa 1 bis 2 % der Proteine in der menschlichen Plazenta [91;
92]. ANXA5 wird vor allem auf der apikalen, die Chorionzotten bedeckenden
Seite des ST exprimiert [93]. Der ST stellt eine Verschmelzung zahlreicher
Zytotrophoblasten zu einem vielkernigen Synzytium dar und erflllt in der
Schwangerschaft wichtige Funktionen. Im Verlauf der Schwangerschaft dehnt
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sich der ST durch Fusion mit weiteren Zytotrophoblasten immer weiter aus und
erneuert sich so [23].

Membranreparatur in der menschlichen Plazenta

Auf der apikalen Seite des ST, die sich im Kontakt mit dem mutterlichen Blut
befindet, bilden sich im Verlauf der Schwangerschaft zahlreiche Mikrovilli aus,
die die Oberflache des ST deutlich vergréBern. Diese Mikrovilli sind durch den
maternalen Blutfluss deutlichen Scherkraften und damit dem Risiko von
Membranrupturen ausgesetzt. Zudem ergibt sich durch die kontinuierliche
Erneuerung des ST durch die ZT, die diesem als Stammzellen dienen,
Zellmaterial, das in den intervilldsen Raum abgegeben wird. Die entstehenden
Membrandefekte bedirfen ebenso einer Reparatur [94; 95]. Effektive
Membranreparaturmechanismen sind fir die Plazenta Uberlebensnotwendig.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ANXA5 an der Membranreparatur in
perivaskularen Zellen der Maus beteiligt ist [90], stellte sich aufgrund der
reichlichen Expression von ANXA5 auf dem ST die Frage, ob es auch dort an der
Membranreparatur beteiligt ist. Carmeille et al. untersuchten sowohl ZT als auch
ST in Chorionkarzinomzelllinien und in priméren Trophoblasten [96]. ZT und ST
konnten Membranrupturen im pm2-Bereich innerhalb von 30 Sekunden effektiv
reparieren. Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass ANXA5-defiziente ZT und ST
deutliche Membranreparaturdefekte aufwiesen.

1.4. Die M2-Mutation im Annexin A5-Gen

Bogdanova et al. entdeckten 2007 eine Mutation im ANXA5-Gen, die mit der
Veranlagung zu rezidivierenden Aborten in Verbindung gebracht werden konnte
[97]. Reportergen-Assays konnten dabei zeigen, dass die M2-Mutation die
Aktivitdt des ANXA5-Promotors in vitro auf 37 bis 42 % des normalen Levels
reduzierte (siehe Abb. 10). Zudem konnte eine weitere Mutation, M1, identifiziert
werden. Das Vorliegen dieser senkte die Aktivitat des ANXA5-Promotors ebenso
wie die M2-Mutation, jedoch weniger ausgepragt, auf 57 bis 62 % der normalen
Aktivitat [97].
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Abb. 10: Veranderung der Promotoraktivitit der M1- und M2-Mutation im Annexin A5-Gen
im Vergleich zum Wildtyp [97]

Im M2-Haplotyp zeigten sich im Vergleich zum Wildtyp vier Punktmutationen,
(19G>A, 1A>C, 27T->C und 76G—>A). M1 weist dahingegen nur zwei
Punktmutationen (1A>C, 27T->C) auf [97].

In Deutschland sind etwa 15 % der Bevdlkerung Trager des M2-Haplotyps [98].
Weitere europaische Kollektive zeigten Pravalenzen von 11,0 % in den
Niederlanden [99] bis 14,5 % in Bulgarien [98].

1.4.1. M2/ANXAS5 und Schwangerschaftskomplikationen

Die Pravalenz des M2-Haplotyps ist bei Frauen mit plazentaassoziierten
Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie, intrauteriner
Wachstumsretardierung, Frihgeburten im Vergleich zu Frauen mit
komplikationslosen Schwangerschaften signifikant erhéht (23,8 % vs. 15.4 %,
p<0,001) [100]. Dieser Zusammenhang zeigt sich ebenso bei
schwangerschaftsassoziierten vendsen Thrombembolien sowie
Schwangerschaftshypertonie [101; 102]. Untersuchungen an Plazenten von
Patientinnen mit Praeklampsie oder IUGR-Feten zeigten, dass die ANXA5-
Genexpression bei diesen Patientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
komplikationsloser Schwangerschaft signifikant erniedrigt war [103]. Im
Tierversuch mit ANXA5-Knockout-Mausen zeigte sich sowohl eine signifikante
Verringerung der WurfgréBe als auch des Geburtsgewichts [104].
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1.4.2. M2/ANXAS5 und rezidivierende Spontanaborte

RSA werden von der WHO ab der dritten spontanen Fehlgeburt vor der 20.
Schwangerschaftswoche definiert [105]. Thrombophile Genmutationen wie die
Faktor-V-Leiden-Mutation (FVL) oder die Prothrombin-Mutation sind dabei mit
einem erhdhten Risiko fir RSA assoziiert [106]. Die Tragerschaft des M2-
Haplotyps geht mit einem etwa vierfach erhéhten Risiko fir RSA im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Frauen mit negativer Abortanamnese und mit komplikationslosen
Schwangerschaften) einher [97].

Paternale M2/ANXA5-Mutation

Rogenhofer et al. konnten zeigen, dass das paternale Vorliegen des M2-
Haplotyps flir RSA einen gleichwertigen Risikofaktor wie das maternale Vorliegen
darstellt [107]. Da die paternale Tragerschaft im Vergleich zu maternalen einen
genauso groBen Risikofaktor darstellt, scheint der Mechanismus Uber den
Embryo erfolgen. Andere thrombophile Genmutationen wie die FVL- und
Prothrombin-Mutation sind im Bezug auf rezidivierende Fehlgeburten nicht mit
paternaler Tragerschaft assoziiert [108].

1.4.3. M2/ANXA5 und Kinderwunsch

Fishel et al. untersuchten 157 Paare mit einem oder mehr IVF-Zyklen ohne
Schwangerschaftsnachweis auf das Vorhandensein der M2/ANXAS5-Mutation
[109]. Bei 44 % der Paare lag bei einem oder beiden Partnern der M2-Haplotyp
vor, wobei bei 24 % der Patientinnen und 26 % der Partner der M2-Haplotyp

registriert wurde.

Das Vorhandensein von Anti-Annexin-A5-Antikérper (aANXA5) wurde mit
Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen Lupus erythematodes [110] und
rheumatoider Arthritis [111] in Verbindung gebracht. Matsubayashi et al. konnten
zeigen, dass sowohl RSA-Patientinnen (zwei oder mehr Aborte vor der 10. SSW)
als auch RIF-Patientinnen (zwei oder mehr Embryonentransferversuche ohne
Eintritt einer Schwangerschaft) im Vergleich zu schwangeren und nicht
schwangeren Kontrollgruppe signifikant haufiger aANXAS5 im Plasma aufweisen
(8,3 % vs. 1,1 %, p <0,05) [112]. Annexin-A5-Antikérper inhibieren die in 1.3
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genannten Funktionen des Annexin A5 und sind als Hinweis fiir die Rolle des

Proteins bei der Implantation zu werten.

1.5. Fragestellung dieser Arbeit

Ungewollte Kinderlosigkeit ist fir viele Paare eine gro3e psychische und soziale
Belastung, weswegen sie die Hilfe assistierter Reproduktionstherapien (ART) in
Anspruch nehmen. Jedoch flihren Therapien wie die IVF oder ICSI bei einigen
Paaren auch nach mehreren Versuchen nicht zum Eintritt einer
Schwangerschaft. Man spricht dann von einem rezidivierenden
Implantationsversagen (RIF). Verschiedene Ursachen sind bekannt, einige
werden diskutiert, aber haufig kann kein fassbarer Grund gefunden werden. In
Vorstudien konnte mit der M2/ANXA5-Mutation maternalen oder paternalen
Ursprungs ein Risikofaktor fir Fehlgeburten und Schwangerschaftspathologien
identifiziert werden [97; 100; 107]. Wie Fishel et al. zeigen konnten, liegt bei
Kinderwunschpaaren eine hohe Pravalenz (44 %) der M2-ANXA5-Mutation vor
[109]. Bisher gab es jedoch keine Untersuchungen an Paaren mit wiederholt
erfolglosen ART-Versuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einer klinischen
Fall-Kontroll-Studie untersucht, ob die maternale und/oder die paternale
Tragerschaft des M2-Haplotyp im ANXA5-Gen auch mit RIF assoziiert ist, mit
dem Ziel, Einblicke in die pathophysiologischen Zusammenhéange bei RIF zu

gewinnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Studienkollektive

2.1.1. Studiengruppe

Das Studienkollektiv bestand aus Paaren, die im Hormon- und
Kinderwunschzentrum der LMU in Behandlung waren bzw. zum Zeitpunkt der

Datenerhebung ein rezidivierendes Implantationsversagen (RIF) zeigten.
Dieses wurde definiert als (vgl. 1.2.2):

- kein Eintritt einer Schwangerschaft nach konsekutivem Transfer von 24
optimal entwicklungsfahigen Blastozysten oder 28 Pronucleus (PN)-Zellen

- im Rahmen von = 4 IVF/ICSI-Behandlungen

- Alter zwischen 18 und 41 Jahren

Voraussetzung flr die Teilnahme war die schriftiche Einverstandnis zur
Studienteilnahme sowie zur genetischen Untersuchung von Patientin und
Partner.

Die Paare wurden prospektiv eingeschlossen oder es erfolgte eine retrospektive
Datenanalyse. Im Gesamten konnten 63 Paare eingeschlossen werden.

Bei allen Paaren erfolgte aufgrund des RIF eine intensive Abklarung im Rahmen
der Sprechstunde des Hormon- und Kinderwunschzentrums. Hierbei wurden
etablierte Ursachen flr ein RIF ausgeschlossen: Hysteroskopie zum Ausschluss
uteriner Fehlbildungen sowie einer chronischen Endometritis. Falls uterine
Fehlbildungen vorlagen wurden diese, falls mdglich, operativ entfernt, bei
Vorliegen einer chronischen Endometritis wurde eine antibiotische Therapie mit
Doxycyclin durchgefthrt. Der Therapieerfolg wurde durch eine Kontrollbiopsie
Uberprift. Zudem erfolgte eine Thrombophilieabklarung mit Untersuchung auf
Faktor-V-Leiden- sowie Prothrombinmutation. Ausgeschlossen wurden
Patientinnen mit Adipositas (BMI > 30 kg/m?),sowie starke Raucherinnen (=20
Zigaretten pro Tag). Lag bei der Patientin eine Hypothyreose vor, wurde diese
mit L-Thyroxin auf eine euthyreote Stoffwechsellage eingestellt (TSH < 2 mU/l).
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2.1.2. Kontroligruppen

Die Studiengruppe wurde mit drei verschiedenen Kontrollgruppen verglichen. Die
jeweiligen Einschlusskriterien sind in Tab. 1 aufgeflhrt.

Frauen mit mindestens einer spontanen Schwangerschaft mit
K . termingerecht geborenen, gesunden, normalgewichtigen
Mii ohntro en Sauglingen ohne Schwangerschaftskomplikationen, negative
unc [‘:37(]" =90) Abortanamnese
Rekrutiert tiber das Zentrum fiir Gynakologische
Endokrinologie und Reproduktionsmedizin der LMU Mdnchen
Kh?IE:::Lern Identische Einschlusskriterien wie Kontrollen Minchen.
(n = 500) Rektrutiert Uber das Institut fir Humangenetik der
Universitatsklinik Minster
[97]
Gesunde Frauen und Manner aus Schleswig-Holstein
Kontrollen Einschluss ann&hernd gleich vieler Frauen wie M&nner in den
Popgen Biobank | Altersgruppen 18 bis 30 Jahre, 30 bis 50 Jahre und 50 bis 80
(n = 533) Jahre
[113] aus der Biobank des Universitatsklinikums Schleswig-
Holstein

Tab. 1: Kontrollgruppen

2.1.3. Patientenaufklarung, Ethikvotum, Datenschutz

Alle Teilnehmerinnen und Teilnehmer wurden ausflhrlich Gber Inhalt und Zweck
der Studie aufgeklart und erteilten die schriftliche Einwilligung zur genetischen
Untersuchung und Studienteilinahme. Die erhobenen Daten wurden
pseudonymisiert ausgewertet und nach Mitteilung des Studienergebnisses an die
Probanden, falls gewlnscht, irreversibel anonymisiert. Die Aufklarungsbdgen fir
Patientinnen, Partner und Kontrollen finden sich im Anhang auf den Seiten 60 bis
Seite 72.

Die Genehmigung der Ethikkommission des Klinikums Muinchen zur
Durchfuhrung der Studie (Projekt 238-16) wurde im Juni 2016 schriftlich erteilt,
die Zusage findet sich im Anhang auf Seite 72. Die Empfehlungen des
Weltarztebundes (Deklaration von Helsinki in der vom Weltérztebund aus der 52.
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Generalversammlung im Oktober 2000 in Edinburgh beschlossenen revidierten
Fassung) wurden beachtet.

2.2. Untersuchungsmethoden

2.2.1. Erhobene Patientendaten

Die Patientendaten wurden aus den Patientenakten, Stimulationsbégen oder
digital aus Meditex (Dokumentationsprogramm fir das Deutsche IVF-Register)
im Hormon- und Kinderwunschzentrum der LMU Minchen erhoben. Folgende

Daten wurden zusammengetragen:

- Alter der Patientin und des Partners zu Behandlungsbeginn

- Anzahl der Schwangerschaften, Geburten, Extrauteringraviditaten,
Aborte bei Behandlungsbeginn

- Herkunft der Patientin und des Partners

- Body-Mass-Index (BMI) der Patientin

- Indikation far ART

- Weibliche Indikationen: tubarer Faktor, endokrinologisch,
Endometriose, idiopathisch
- Mannliche Indikation: andrologischer Faktor, nach den Richtlinien
der WHO eine ART indizierend

- Anamnese bei ggf. erfolgter auswartiger Kinderwunschbehandlung

- Anzahl der Transfers nach Stimulation, Anzahl der dabei transferierten
Vorkernstadien (PN-Zellen) oder Blastozysten

- Anzahl der Transfers nach Kryokonservierung, Anzahl der dabei
transferierten Vorkernstadien (PN-Zellen) oder Blastozysten

- Anzahl der durch ART entstandenen Schwangerschaften mit jeweiligem
Outcome

- Vorhandensein thrombophiler Genmutationen bei der Patientin (Faktor-
V-Leiden-Mutation, Prothrombin-Mutation)

- Antikérperdiagnostik: antitrophoblastare Antikérper (ATAK), antinukleére
Antikérper (ANA), Antiphospholipid-Antikdrper (APLS-AK)

- Vitaminspiegel (Vitamin B12, Vitamin D)
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- Reproduktionsmedizinische Parameter des jeweils letzten
Stimulationszyklus

- Anti-Muller-Hormon (AMH)

- Antral follicle count (AFC)

- Folsaure an Tag 3, Progesteron an Tag 3

- Estradiol und Progesteron am Tag der Ovulationsinduktion

- Stimulationsdauer

- Anzahl der gewonnen Oozyten

- Anzahl der Metaphase-II-Oozyten

- Anzahl der Oozyten, der erfolgreich fertilisiert werden konnten
(Fertilisationsrate)

- Implantationsrate mit Outcome

2.2.2. Probengewinnung

Den Patientinnen und Partnern, die sich zum Studienzeitpunkt in
reproduktionsmedizinischer Behandlung befanden, wurden im Rahmen
klinischer Blutentnahmen EDTA-Vollblutproben entnommen und im Fachbereich
fur Molekulare Diagnostik des Instituts flr Laboratoriumsmedizin des Klinikums
GroBhadern (MarchioninistraBe 15, 81377 Minchen) analysiert. Paare, die die
Behandlung bereits abgeschlossen hatten, erhielten im Rahmen der Studie eine
EDTA-Vollblutentnahme. Diese Proben wurden bis zur DNA-Isolierung bei 4°C
gelagert.

Die genetische Analyse dieser Proben erfolgte im Institut fir Humangenetik der
Universitatsklinik Minster (Vesaliusweg 12, 48149 Minster).

2.2.3. Genotypisierung

Ein Teil der Proben wurde im Fachbereich fiir Molekulare Diagnostik des Instituts
flr Laboratoriumsmedizin des Klinikums GroBhadern analysiert. Die genomische
DNA wurde hierzu aus dem gewonnenen EDTA-Vollblut isoliert. Es erfolgte die
Sequenzierung des Promotorbereichs des Annexin-A5-Gens. Dabei wurde ein
Sequenzabgleich mittels der UCSC Genome Browser database (Human
GRCh37/hg19) durchgefihrt.



2. Material und Methoden 25

Die DNA-Proben der Paare, die im Institut fir Humangenetik analysiert wurden,
wurden ebenfalls aus EDTA-Vollblut gewonnen. Die Mutationsanalyse erfolgte
mittels Amplicon-Sequenzierung. Zunachst wurde die DNA aus Lymphozyten
extrahiert und die gesamte flir ANXAS codierende Sequenz (Promotorregion und
flankierende Introns) per PCR amplifiziert, anschlieBend gereinigt. Die
entstandenen Amplicons wurden sequenziert [97].

2.3. Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden bis zur Auswertung in einer Microsoft Excel-Tabelle
(Microsoft Inc., Redmond, USA) zusammengetragen.

Als statistische Tests wurden der Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest nach
Pearson, der exakte Test nach Fisher und der t-Test fir unverbundene
Stichproben verwendet. Odds-Ratios und relative Risiken wurden fir die
Studiengruppe und Kontrollgruppen berechnet. Als Signifikanzniveau wurden p-
Werte < 0,05 fur signifikante Unterschiede gesetzt. Die Berechnung erfolgte mit
dem Programm SAS-Studio Version 9 (SAS Institute, Cary, USA).

Die ermittelten Genotypen des Annexin A5-Gens wurden mittels des Hardy-
Weinberg exact test aus dem Genepop-Package auf das Vorliegen eines Hardy-
Weinberg-Gleichgewichts untersucht [114]. Allelfrequenzen und erwartete
Genotypfrequenzen wurden ebenfalls mit Hilfe des Genepop-Package berechnet
[115].
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3. Ergebnisse

3.1. Demographische Daten und Schwangerschaftshistorie
bei Behandlungsbeginn

Die demographischen Daten und Schwangerschaftshistorie der Studiengruppe
und der Kontrollgruppen sind in Tab. 2 aufgefihrt.

RIF- Kontrollen
Patientinnen RIF-Partner Miinchen P
Anzahl 63 63 90 -
35,2+2,9 38,9+54 33,9+4,6
Alter (26-41) (27-50) (21-40) | 0:0%°
Schwanger- 0,205 1,4+£0,6
schaften (0-2) (1-5) <0,001
0,0+0,2 1,4+£0,6
Geburten (0-1) (1-5) <0,001
0,1+0,4
Aborte (0-2) 0 <0,001
Extrauterin- 0,0+£0,2 ] 0 1
graviditaten (0-1)

Tab. 2: Demographische Daten und Schwangerschaftshistorie der RIF-Patientinnen, RIF-
Partner und der Miinchner Kontrollgruppe. RIF: Rezidivierendes Implantationsversagen

Die Patientinnen der Kontrollgruppen Minchen und Mdinster waren

definitionsgemaB  mindestens einmal schwanger und hatten ein
normalgewichtiges, gesundes Kind nach komplikationsloser Schwangerschaft

termingerecht geboren, die Abortanamnese war negativ.

Eine primare Sterilitdt (ohne vorangegangene Schwangerschaft) lag bei 54 RIF-
Paaren (86 %) vor, bei neun RIF-Paaren (14 %) war vor dem Beginn der ART
eine spontane Schwangerschaft eingetreten, bei einem erneuten Kinderwunsch
zeigte sich bei diesen Paaren ein RIF.
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Der BMI betrug 23 +2kg/m2. 45 Patientinnen (71 %) zeigten sich
normalgewichtig (BMI 18,5-24,9 kg/m?), 15 (24 %) praadipés (BMI 25,0—
29,9 kg/m?). Zwei RIF-Patientinnen (3%)  waren untergewichtig
(BMI < 18,5 kg/m?) und eine RIF-Patientin (2 %) Ubergewichtig (BMI = 30 kg/m?).

Die Ergebnisse der Thrombophiliediagnostik sind in Tab. 3 dargelegt:

Prothrombin G20210A | Faktor-V-Leiden
n % n %
Wildtyp 36 97,3 36 94,7
Heterozygot 1 2,7 2 5,2
Homozygot 0 0 0 0
Gesamt 37 100 38 100

Tab. 3: Ergebnisse der Thrombophiliediagnostik bei den RIF-Patientinnen. RIF:
Rezidivierendes Implantationsversagen

3.2. Indikationen fur IVF/ICSI

Bei 14 % der RIF-Paare (n =9) konnten bei der Patientin und dem Partner
Ursachen des unerflllten Kinderwunsches gefunden werden, die eine ART
notwendig machten. Bei 21 % der RIF-Paare (n = 13) lag die Ursache bei der
Frau, bei 44 % (n = 28) nur beim Mann. Bei 21 % der RIF-Paare (n = 13) konnte
keine Ursache gefunden werden, womit eine idiopathische Sterilitat vorlag (Abb.
11).
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idiopathisch;
21%

Abb. 11: Verteilung der Ursachen der Infertilitit der RIF-Paare. RIF: Rezidivierendes
Implantationsversagen

Indikationen bei der Frau

Bei 17 % (n = 11) der Patientinnen lag eine Tubenpathologie vor, bei 13 % (n = 8)
der Patientinnen eine endokrinologische Stérung und bei 5% (n=3) eine
Endometriose vor. Bei 65 % der Paare (n=41) konnte bei der Frau keine
Ursache fir den unerfillten Kinderwunsch gefunden werden (Abb. 12).

70% 65%
60%
50%
40%
30%
20% 17%
13%
- l . -
- 1
Tubarer Faktor Endokrinologisch Endometriose Keine Ursache

diagnostizierbar

Abb. 12: Indikationen fiir IVF/ICSI bei der Frau
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Indikation beim Mann

Bei 60 % der Partner (n = 38) zeigte sich ein andrologischer Faktor, welcher nach
den Referenzwerten der WHO die Indikation zur ART stellte [116].

3.3. Reproduktionsmedizinische Therapie

3.3.1. Durchgefihrte Therapie

Die durchgefiihrten Zyklen sind in Tab. 4 dargestellt:

RIF-Paare

Durchgefihrte IVF-/ICSI-Zyklen

(Frischzyklen + Kryozyklen) 6,8 + 3,4 (4-23)

Transferierte Blastozysten (gesamt) 4,1 +3,5(0-14)
Transferierte PN-Zellen (gesamt) 7,3 £6,3 (0-35)

Transferierte Blastozysten bzw. PN-Zellen

(pro Transfer) 1,7£0,4 (1-3)

Tab. 4: Durchgefiihrte IVF/ICSI-Zyklen pro RIF-Paar. RIF: Rezidivierendes
Implantationsversagen

Insgesamt wurden bei den 63 RIF-Paaren in 426 Transfers
(Frischzyklen + Kryozyklen) 257 Blastozysten und 458 PN-Zellen transferiert.

3.3.2. Ergebnisse der Therapie

Tab. 5 zeigt das Outcome der Schwangerschaften im Therapieverlauf. Falls im
Laufe der ART mehr als einmal eine Schwangerschaft eintrat, wurde in der
Auswertung die am weitesten vorangegangene Schwangerschaft (Geburt >
Extrauteringraviditat > Abort > biochemische Schwangerschaft) beriicksichtigt.
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n %
Biochemische Schwangerschaft 4 12,9
Extrauteringraviditat 1 3,2
Aborte 12 38,7
Geburten 14 45,2
n 31 100

Tab. 5: Schwangerschaften nach IVF/ICSI und deren Outcome

Insgesamt konnten nach 434 Embryonentransfers (ET) 42 positive
Schwangerschaftstests  dokumentiert werden. Das  Outcome  der
Schwangerschaften ist in Tab. 6 abgebildet.

n Prozent Prozent der nach IVF/ICSI
der ET etablierten Schwangerschaften
schwangerschat | 10 | 23 238
Extrauteringraviditat 1 0,2 2,4
Aborte 17 3,9 40,5
Geburten 14 3,2 33,3
n 42 10,0 100

Tab. 6: Outcome der Schwangerschaften nach IVF/ICSI. ET: Embryonentransfer

Die Patientinnen, bei denen sich im Verlauf der Kinderwunschbehandlung einmal
oder haufiger ein positiver Schwangerschaftstest zeigte, waren bei
Behandlungsbeginn 35,5 + 3,6 (28—41) Jahre alt. Die Patientinnen, bei denen
durch ART nie ein positiver Schwangerschaftstest nachgewiesen werden konnte,
waren 35,0 £ 4,0 (26—41) Jahre alt. Die beiden Gruppen unterschieden sich somit
nicht signifikant (p = 0,574). RIF-Patientinnen mit sekundarer Sterilitat (n = 9)
zeigten im Verlauf der Kinderwunschbehandlung zu 56 % mindestens einmal
einen positiven Schwangerschaftstest und damit nicht signifikant haufiger als
RIF-Patientinnen mit primarer Sterilitat (n = 54), die zu 48 % mindestens einmal

einen positiven Test zeigten (p = 0,56).
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3.4.

3.4.1.

Analyse des Annexin-A5-Gens

Tab. 7 zeigt die genetische Analyse des ANXA5-Gens.

Genetische Analyse der Studiengruppe und Kontrollgruppen

RIF-Paare Kontrollen Kontrollen Kontrollen
Miinchen Miinster PopGen
Genot Beobach- | Erwar- | Beobach- | Erwar- | Beobach- | Erwar- | Beobach- | Erwar-
yp tet tet tet tet tet tet tet tet
n 75 73,8 62 60 356 343,6 415 413,3
N/N
% 59,5 - 68,9 - 71,2 - 77,9 -
n 15 17,7 15 14,8 87 99,5 35 47,8
N/M1
% 11,9 - 16,7 - 17,4 - 65,7 -
n 3 1,0 0 0,8 16 7,2 1 1,5
M1/MA1
% 2,4 - 0 - 3,2 - 0,2 -
n 28 27,7 8 12,3 30 40,7 72 76,5
N/M2
% 22,2 - 8,9 - 6,0 - 13,5 -
n 2 3,3 3 1,5 1 59 5 34
M1/M2
% 1,6 - 3,3 - 0,2 - 0,9 -
n 3 25 2 0,6 10 1,4 5 1,4
M2/M2
% 2,4 - 2,2 - 2,0 - 0,9 -
M2- n 33 33,5 13 14,6 41 49,8 82 70,4
Trager | o, | 262 - 14,4 - 51 - 15,4 -
Total | n 126 126 90 90 500 500 533 533

Tab. 7: Ergebnisse der genetischen Analyse des ANXA5-Gens der RIF-Paare und der
Kontrollgruppen und erwartete Genfrequenzen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. RIF:
Rezidivierendes Implantationsversagen

Die M2-Mutation (homo- und heterozygot) lag bei den RIF-Patienten mit 28,6 %

nicht signifikant haufiger vor als bei den RIF-Patientinnen mit 23,8 % (p = 0,543)

(Tab. 8).
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RIF-Paare RIF-Patientinnen RIF-Partner
Genot Beobach- | Erwar- | Beobach- | Erwar- | Beobach- | Erwar-
yp tet tet tet tet tet tet
n 75 73,8 41 41,2 34 32,8
N/N
% 59,5 - 65,1 - 54,0 -
n 15 17,7 6 6,5 9 10,9
N/MA1
% 11,9 - 9,5 - 14,2 -
n 3 1,0 1 0,2 2 0,8
M1/M1
% 2.4 - 1,6 - 3,2 -
n 28 27,7 14 13,1 14 14,6
N/M2
% 22,2 - 222 - 222 -
n 2 3,3 0 1,0 2 2,4
M1/M2
% 1,6 - 0 - 3,2 -
n 3 25 1 1,0 2 1,5
M2/M2
% 2.4 - 1,6 - 3,2 -
M2- n 33 33,5 15 15,1 18 18,5
Trager | o, 26,2 - 23,8 - 28,6 -
Total | n 126 126 63 63 63 63

Tab. 8: Verteilung der Genotypen der RIF-Paare, RIF-Patientinnen und RIF-Partner und
erwartete Genfrequenzen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. RIF: Rezidivierendes
Implantationsversagen

3.4.2. Allelfrequenzen

Die Allelfrequenzen der Studiengruppe im Vergleich zu den drei Kontrollgruppen
sind in Tab. 9 dargestellt:

RIF- RIF- RIF- Kontrollen | Kontrollen | Kontrollen
Paare | Patientinnen | Partner | Miinchen Miinster PopGen
N | 0,766 0,810 0,722 0,817 0,829 0,879
M1 | 0,091 0,063 0,119 0,100 0,120 0,039
M2 | 0,143 0,127 0,159 0,083 0,051 0,082

Tab. 9: Allelfrequenzen im Annexin-A5-Gen. RIF: Rezidivierendes Implantationsversagen
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3.4.3. Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die Studiengruppe lag im Gesamten, sowie getrennt untersucht nach
Patientinnen und Partner mit p = 0,05 im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Tab.

10).

RIF-Paare p = 0,2090
RIF-Patientinnen | p = 0,3378
RIF-Partner p=0,4703

Tab. 10: Hardy-Weinberg-Gleichgewicht der Studiengruppe nach Markov-Chain-Monte-
Carlo (MCMC). RIF: Rezidivierendes Implantationsversagen

3.4.4. Statistische Auswertung

Odds-Ratios (OR) und Konfidenzintervalle (KI) wurden fir den M2-Haplotyp far
die RIF-Paare, RIF-Patientinnen und RIF-Partner berechnet und jeweils mit den
Kontrollgruppen verglichen (Tab. 11).

RR[95%KI] | OR[95 % KI] p
Kontrollen Miinchen | 1,81 [1,01-3,25] | 2,10 [1,03-4,27] | 0,037
P'ZLFr'e Kontrollen Miinster | 3,19 [2,11-4,83] | 3,97 [2,39-6,61] | <0,001
Kontrollen PopGen | 1,70[1,19-2,42] | 1,95[1,23-3,10] | 0,004
mi. | Kontrollen Miinchen | 1,65[0,84-3,22] | 1,85[0,81-4,23] | 0,141
Patien- | Kontrollen Miinster | 2,90 [1,71-4,93] | 3,50 [1,80-6,78] | <0,01
tinnen [y ontrollen PopGen | 1,55 [0,95-2,51] | 1,72[0,92-3.21] | 0,087
Kontrollen Miinchen | 1,98 [1,05-3,73] | 2,37 [1,06-5,29] | 0,027
P;'t';'er Kontrollen Miinster | 3,48 [2,14-5,68] | 4,48 [2,38-8,43] | <0,001
Kontrollen PopGen | 1,86 [1,20-2,88] | 2,20 [1,21-3,99] | 0,008

Tab. 11: Vergleich des Vorliegens des M2-Haplotyps der RIF-Paare mit den
Kontroligruppen. RIF: Rezidivierendes Implantationsversagen, RR: Relatives Risiko, OR:
Odds Ratio, Kl: Konfidenzintervall

Es zeigen sich mit Ausnahme der Gruppen RIF-Patientinnen vs. Kontrollen
Minchen bzw. Kontrollen PopGen signifikante p-Werte (p < 0,05).
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Analog dazu wurden die entsprechenden Werte flr den M1-Haplotyp berechnet
(Tab. 12).

RR [95 % KI] OR [95 % KI] p

Kontrollen Miinchen | 0,79 [0,45-1,41] | 0,75[0,37-1,53] | 0,43
RIF-Paare | Kontrollen Miinster | 0,76 [0,49-1,18] | 0,72 [0,43—1,21] | 0,21
Kontrollen PopGen | 2,06 [1,25-3,39] | 2,26 [1,28-4,02] | 0,005

Tab. 12: Vergleich des Vorliegens des M1-Haplotyps der RIF-Paare mit den
Kontrollgruppen. RIF: Rezidivierendes Implantationsversagen, RR: Relatives Risiko, OR:
Odds Ratio, Kl: Konfidenzintervall

3.5. Subgruppenanalysen

Anzahl der durchgefiihrten IVF-/ICSI-Zyklen

Bei 60 % der Paare (n = 38) wurden vier bis sechs ET durchgefihrt, bei 40 %
(n=25) mehr als sechs Transfers. Es zeigt sich, dass der M2-Haplotyp bei
Paaren mit mehr als sechs ET nicht signifikant haufiger vorliegt als bei Paaren
mit vier bis sechs ET (28,0 % vs. 25,0 %) (p = 0,71) (Tab. 13).

Durch- RIF-Paare Pati;::?;nen RIF-Partner
gefiuhrte ET
n % n % n %
4-6 ET 4,7+0,8 19 25,0 9 23,7 10 26,7
>6 ET 9,9+34 14 28,0 6 24,0 8 32,0
p - 0,71 - 0,60 - 0,62 -

Tab. 13: M2-Tragerschaft der RIF-Patientinnen und Partnern in Abhéngigkeit der Anzahl
der durchgefiihrten ET. RIF: Rezidivierendes Implantationsversagen, ET:
Embryonentransfer

Tab. 14 zeigt den Vergleich der Paare mit héhergradigem RIF und den
Kontrollgruppen.
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RR [95 % K] OR [95 % K] p

Hoher- | Kontrollen Minchen | 1,94 [0,99-3,79] | 2,30 [0,98-5,40] | 0,052

gra:lllges Kontrollen Miinster | 3,41[2,00-5,82] | 4,35[2,17-8,72] | <,0001

(>6 ET) | Kontrollen PopGen | 1,82[1,12-2,96] | 2,14 [1,10—4,14] | 0,021

Tab. 14: Vergleich des Vorliegens des M2-Haplotyps der RIF-Paare mit héhergradigem
Implantationsversagen (>6 ET) mit den Kontrollgruppen. RR: Relatives Risiko, OR: Odds
Ratio, KI: Konfidenzintervalle, ET: Embryonentransfer

Analyse nach Paaren

Tab. 15 zeigt das Vorliegen des M2-Haplotyps in Abhangigkeit der Indikation zur
ART.

M2-Mutation Keine M2-Mutation
vorhanden vorhanden P
n % n % -
Idiopathische
Sterilitat der Frau, 20 48,8 21 52,2 0,549
nh=41
Idiopathische
Sterilitat bei Frau und 7 53,8 6 46,2 0,527
Mann, n =13
Schwangerschaftstest
im Verlauf positiv, 14 45,2 17 54,8 0,888
n =31

Tab. 15: Indikationen zur Kinderwunschbehandlung bei Paaren (Patientin und/oder
Partner) mit und ohne M2-Mutation

Bei Paaren ohne M2-Mutation konnte nach Eintritt einer Schwangerschaft
haufiger ein Kind geboren werden als bei Paaren mit M2-Mutation (Tab. 16). Dies
steht im Einklang zu bisherigen Studien (vgl. 1.4.2).
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M2-Mutation bei | Keine M2-Mutation
Patientin und oder | bei Patientin oder p
Partner Partner
n % n % -
Kein
Schwangerschaftseintritt 15 46,9 17 43,8 0,888
nach ET, n = 32
Biochemische
Schwangerschaft, n = 4 2 50,0 2 50,0 ns
Abort,n =12 7 58,3 5 41,2 0,343
Extrauteringraviditat, 1 1000 0 0 ns
n=1
Geburt,n =14 4 28,6 10 71,4 0,137
Gesamt 29 - 34 100 -

Tab. 16: Outcome der Schwangerschaft bei positivem Schwangerschaftstest nach
IVF/ICSI und Paare ohne Schwangerschaftseintritt. ns: nicht signifikant, ET:

Embryonentransfer

Analyse nach Indikation zur ART

Idiopathische Sterilitdt des Paares

Der M2-Haplotyp liegt in der Subgruppe der Paare mit idiopathischer Sterilitat

von Patientin und Partner nicht signifikant h&ufiger vor, als bei Paaren mit
bekannter Indikation (30,8 % vs. 25,0 %, p = 0,549) (Tab. 17). Bei Paaren mit
idiopathischer Sterilitdt wurden durchschnittlich 7,8 £ 3,9 ET durchgeflhrt, bei
Paaren mit bekannter Indikation 6,6 + 3,4 ET.
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RIF-Paare mit idiopathischer

RIF-Paare mit bekannter

Genotyp Sterilitat Indikation

n % n %
N/N 14 53,8 61 61,0
N/MA1 2 7,7 13 13,0
M1/MA1 2 7,7 1 1,0
N/M2, M1/M2 6 26,9 24 24,0
M2/M2 2 7,7 1 1,0
Total 26 100 100 100

Tab. 17: Ergebnisse der genetischen Analyse des ANXA5-Gens der RIF-Paare mit
idiopathischer Sterilitdit und RIF-Paaren mit bekannter Indikation. RIF: Rezidivierendes

Implantationsversagen

Im Folgenden wird die Subgruppe der RIF-Paare mit idiopathischer Indikation zur

ART mit den Kontrollgruppen verglichen. Bei Berechnung der OR mit Kl, sowie

des p-Werts nach Pearson zeigen sich signifikante Werte im Vergleich zu den

Kontrollgruppen Minster und PopGen (Tab. 18).

RR [95 % KI] [QSC')%RKI] o
Idio- Kontrollen Miinchen | 2,13 [0,99-4,58] | 2,63[0,95-7,29] | 0,057
pathische | Kontrollen Miinster | 3,75 [1,97—7,17] | 4,98 [2,04—12,14] | 0,001
Sterilitat [, htrollen PopGen | 2,00 [1,09-3.68] | 2,44 [1,03-5,81] | 0,043

Tab. 18: Vergleich des Vorliegens des M2-Haplotyps der RIF-Paare mit idiopathischer
Indikation mit den Kontroligruppen. RR: Relatives Risiko, OR: Odds Ratio, KiI:

Konfidenzintervalle
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Idiopathische Sterilitat der Patientin

Der M2-Haplotyp liegt in der Subgruppe der Paare mit idiopathischer Sterilitat der
Patientin nicht signifikant haufiger vor, als in der Subgruppe der Paare mit
bekannter Indikation der Patientin (27,9 % vs. 23,9 %, p = 0,62) (Tab. 19).

Idiopathische Sterilitat Bekannte Indikation
Genotyp der Patientin bei der Patientin
n % n %
N/N 48 58,3 27 61,4
N/M1 9 11,0 6 13,6
M1/M1 3 3,7 0 0
N/M2, M1/M2 20 24,4 10 22,8
M2/M2 2 2,4 1 2,3
Total 82 100 44 100

Tab. 19: Ergebnisse der genetischen Analyse des ANXA5-Gens der RIF-Paare mit
idiopathischer Sterilitat der Patientin und der Kontrollgruppen. RIF: Rezidivierendes
Implantationsversagen

Tab. 20 zeigt den Vergleich der RIF-Paare mit idiopathischer Sterilitat der Frau
mit den Kontrollgruppen.

RR [95% KI] OR [95 % KI] p

Idio- | Kontrollen Miinchen | 1,86 [1,00-3,44] | 2,17 [1,01—4,66] | 0,044
pathische [ i rollen Minster | 3,27 [2,06-5,20] | 4,10 [2,29-7,36] | <0,001
Sterilitat

der | Kontrollen PopGen | 1,74 [1,16-2,63] | 2,01 [1,17-3.47] | 0,010
Patientin

Tab. 20: Vergleich des Vorliegens des M2-Haplotyps der RIF-Paare mit idiopathischer
Sterilitat der Frau mit den Kontrollgruppen. RIF: Rezidivierendes Implantationsversagen,
RR: Relatives Risiko, OR: Odds Ratio, Kl: Konfidenzintervall
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine Assoziation zwischen dem
Vorliegen des M2-Haplotyps im Annexin-A5-Gen und rezidivierendem
Implantationsversagen (RIF) besteht. Hierzu wurden RIF-Patientinnen und deren
Partner auf das Vorliegen des M2-Haplotyps untersucht und die Haufigkeiten mit
zwei fertilen Kontrollgruppen sowie einer unselektierten Kontrollgruppe
verglichen. Dies ist die erste Studie, die den Zusammenhang zwischen
rezidivierendem Implantationsversagen nach extrakorporaler Befruchtung und
der maternalen sowie paternalen ANXA5-Mutation untersucht.

Die Diagnostik bei RIF gestaltet sich haufig frustran. Beim Vorliegen dieser
Problematik werden vor Durchfihrung einer extrakorporalen Befruchtung
etablierte Ursachen fir ein Implantationsversagen wie uterine Anomalien oder
endometriale Faktoren evaluiert. Weitere Diagnostik beispielsweise durch eine
Karyotypisierung des Paares oder die Evaluation immunologischer Faktoren
erbringt haufig keine richtungsweisenden Befunde. Haufig liegt keine
ausreichende Evidenz vor. Bekannte Ursachen fir ein RIF wurden bei den
Studienpaaren untersucht und ausgeschlossen. Weitere Einflussfaktoren fiir eine
erfolgreiche Implantation missen daher identifiziert werden.

Die M2-Mutation im ANXA5-Gen stellt eine thrombophile Genmutation auf
plazentarer Ebene dar und ist mit rezidivierenden Spontanaborten sowie
Schwangerschaftskomplikationen wie intrauteriner Wachstumsretardierung und
Praeklampsie assoziiert [100; 107]. Hierbei ist die Risikolbertragung etwa
identisch bei Vorliegen maternaler oder paternaler Mutation [107]. Eine hohe
Inzidenz (24 % der Patientinnen und 26 % der Partner) der M2/ANXA5-Mutation
bei Paaren mit unerfilitem Kinderwunsch und mindestens einem erfolglosem
IVF-Versuch konnte bereits in friheren Studien gezeigt werden [109].

Als Studiendesign diente eine Fall-Kontroll-Studie. Die Studiengruppe bestand
aus RIF-Patientinnen (<41 Jahre) und deren Partner, definiert als mindestens
vier Transfers von insgesamt mindestens vier optimal entwicklungsfahigen
Blastozysten oder mindestens acht optimal entwicklungsfahigen Vorkernstadien
ohne Eintritt einer Schwangerschaft. Es konnten 63 Paare rekrutiert werden. Die
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angestrebte Zahl von 100 Paaren konnte nicht erreicht werden, da zahlreiche
Paare, die aufgrund der Studie kontaktiert wurden, die Teilnahme ablehnten. Bei
gréBerem Stichprobenumfang wéaren aussagekraftigere Ergebnisse zu erwarten
gewesen.

Pathophysiologie des Implantationsversagens bei Vorliegen des M2-
Haplotyps

Die RIF-Paare wiesen im Vergleich zu allen drei Kontrollgruppen eine signifikant
héhere Pravalenz des M2-Haplotyps auf, daher scheint die M2-Mutation einen
Risikofaktor fir RIF darzustellen (vgl. 3.4.4). Unsere Studienergebnisse legen
nahe, dass ein von der sich implantierenden Blastozyste ausgehender
Mechanismus vorliegt, der die Implantation erschwert bzw. verhindert. In der
aktuellen Literatur gibt es keine Untersuchungen dazu, ob Annexin A5 bereits auf
Blastozysten exprimiert wird. Wéhrend der Invasion der Blastozyste in das
Endometrium liegt bereits eine Differenzierung des Blastozyste in den
Zytotrophoblasten und Synzytiotrophoblasten vor (vgl. 1.2.1) [22]. Carmeille et al.
konnten Annexin A5 sowohl in Synzytiotrophoblasten als auch Zytotrophoblasten
in Plazenten nachweisen [96]. Daher wéare es moglich, dass eine ANXAS5-
Defizienz bereits bei der Implantation eine Rolle spielt. Falls die Hypothese der
ANXAS5-Defizienz in Blastozysten zutrifft, ist dies ebenso ein Erklarungsansatz
fur die Paare mit idiopathischer Infertilitdt im Rahmen der natirlichen
Reproduktion. Es ist anzunehmen, dass sowohl intrakorporal befruchtete
Embryonen wahrend der Wanderung durch die Tube Richtung Uterus als auch
extrakorporal befruchtete Embryonen wahrend der Einspllung in das Cavum
uteri Scherkréaften ausgesetzt sind, die effektive Membranreparaturmechanismen
notwendig machen (vgl. 1.3.2.1, 1.4). Liegt eine durch die M2/ANXAS5-Mutation
ausgeléste ANXA5-Defizienz vor, sind diese Membranreparaturmechanismen
behindert und dies kénnte in einem Implantationsversagen resultieren.

Klinische Bedeutung und mogliche Therapieansatze

Die Diagnostik bei rezidivierendem Implantationsversagen gestaltet sich oftmals
schwierig. Die betroffenen Paare leiden unter einer enormen psychischen
Belastung. Oftmals besteht der Kinderwunsch seit mehreren Jahren und die
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extrakorporale Befruchtung wird von den Paaren nach Ausschdpfung
konservativer MaBnahmen als letzter Ausweg zur Realisierung des
Kinderwunsches gesehen. Wenn auch nach mehreren Transfers keine
Schwangerschaft eintritt, ist dies haufig ein fir das Paar sehr traumatisches
Ereignis. Zudem sind wiederholte Kinderwunschbehandlungen fur die Paare
auch eine groB3e finanzielle Belastung. Daher ist die Erforschung von Ursachen
des Implantationsversagens und Entwicklung von Therapien von groBBer
Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der M2-Haplotyp als
thrombophile Genmutationen bei RIF-Paaren signifikant haufiger vorliegt als bei
fertilen Frauen als auch bei Kontrollen der Normalbevdlkerung verschiedenen
Alters, womit die M2-Mutation als Risikofaktor fir RIF zu werten ist.

Der M2-Haplotyp spielt auch eine wichtige Rolle bei rezidivierenden
Spontanaborten, wobei der Abortmechanismus wahrscheinlich vom Embryo
selbst ausgeht und nicht von der Mutter [107]. Dies legt die Annahme nahe, dass
auch beim Mz2-assoziierten Implantationsversagen der Mechanismus vom
Embryo ausgeht, da maternales und paternales Vorliegen mit dem gleichen
Risiko fur RIF assoziiert sind.

Seit langem wird die Therapie mit niedermolekularen Heparinen (NHM) bei RIF
kontrovers diskutiert. Unklar ist, ob eine Therapie mit NMH bei M2-Mutation
sinnvoll ist.

Es gibt Hinweise darauf, dass Patientinnen mit M2-Mutation und RSA von einer
Therapie mit NHM profitieren kdnnten, jedoch ist aktuell noch keine
abschlieBende Aussage zu treffen [120]. Die Ergebnisse von Rogenhofer et al.
[120] gehen mit den Erkenntnissen von Ueki et al. [104] einher, die im
Mausmodell nach Applikation von NMH eine gréBere Wurfzahl bei ANXA5-KO-
Mausen nachweisen konnten. Ob NHM bei RIF eine Therapieoption darstellen,
ist aktuell unklar und sollte in weiterfilhrenden Studien untersucht werden.

AbschlieBend ist zu sagen, dass das rezidivierende Implantationsversagen ein
komplexer Prozess ist, welcher wahrscheinlich ein Zusammenspiel aus
embryonalen, endometrialen und immunologischen Faktoren darstellt. Dabei
scheinen die Einzelprozesse flir eine detaillierte, strukturierte Interaktion
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essenziell zu sein. Die M2-Mutation scheint dabei ein relevantes Puzzlestlick des
Gesamtbildes zu sein.
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5. Zusammenfassung

Ungewollte Kinderlosigkeit betrifft 5 bis 15 % aller Paare in Deutschland. Durch
die Reproduktionsmedizin kann heute mittels assistierter
Reproduktionstherapien (IVF, ICSI) vielen Paaren geholfen werden. Tritt jedoch
trotz mehrfacher Embryotransfers keine Schwangerschaft ein, so spricht man
von rezidivierendem Implantationsversagen (RIF). Neben maternalen Faktoren
kénnen auch embryonale Faktoren ursachlich sein.

Die Pravalenz des M2-Haplotyp im Annexin A5-Gen betragt ca. 15 % in Europa
und wurde bereits im Zusammenhang mit verschiedenen
Schwangerschaftspathologien (rezidivierende Spontanaborte, Praeklampsie,
Frihgeburt, intrauterine Wachstumsretardierung) beschrieben [97;107]. In
Vorstudien konnte gezeigt werden, dass die maternale oder paternale
Risikotbertragung fir rezidivierende Spontanaborte (RSA) fast identisch ist
[107]. Annexin A5 ist ein Protein, das zunéachst in der Plazenta nachgewiesen
wurde und wichige Funktionen in der Membranreparatur und Antikoagulation
tbernimmt. Das Vorliegen des M2-Haplotyps flhrt zu einer geringeren chorialen
ANXA5-Expression, womit die thrombotische Aktivitat im intravilldésen Raum
erhdoht wird [103]. Es sind zwei Mutationen beschrieben, bei denen die
Promotoraktivitat herabgesetzt ist und somit weniger Annexin A5 gebildet wird.
Klinisch relevant ist die M2-Mutation [97]. Da die embryonale Implantation eine
Balance zwischen pro- und antikoagulatorischen Mechanismen an der
embryomaternalen Grenzschicht erfordert, untersuchten wir, ob sich die Inzidenz
der M2/ANXA5-Tragerschaft bei Paaren mit RIF von Kontrollgruppen
unterscheidet.

In einer Fallkontrollstudie untersuchten wir 63 Paare mit RIF, die sich zwischen
2016 und 2018 im Hormon- und Kinderwunschzentrum der LMU Minchen
vorstellten. RIF wurde definiert als vier oder mehr konsekutive Transfers von vier
oder mehr optimal entwicklungsfahigen Blastozysten oder acht oder mehr
Vorkernstadien ohne Eintritt einer Schwangerschaft und einem maternalen Alter
von < 41 Jahren. Die Studiengruppe wurde mit drei Kontrollgruppen verglichen.
Die Kontrollen Minchen (n = 90) und Munster (n = 500) bestanden aus Frauen
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mit mindestens einer spontanen Schwangerschaft mit termingerecht geborenen,
gesunden, normalgewichtigen Sauglingen ohne
Schwangerschaftskomplikationen und ohne Aborte in der Historie. Die PopGen
Kontrollen aus der Biobank des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein waren
eine heterogene Bevodlkerungspopulation bestehend aus 533 Frauen und
Mé&nnern im Alter von 18 bis 80 Jahren.

Bei Eignung zur Studienteilnahme wurden die Paare ausfihrlich Gber die Studie
aufgeklart, eine schriftliche Einverstandniserklarung zur genetischen Diagnostik
wurde von allen Patientinnen und Patienten erteilt. Ein positives Ethikvotum lag
vor Beginn der Studie vor.

Es zeigte sich eine signifikant héhere Pravalenz des M2-Haplotyps der
Studiengruppe im Vergleich zu den drei Kontrollgruppen. Unsere Daten legen
nahe, dass die M2-Mutation im Annexin-A5-Gen als Risikofaktor fir
rezidivierendes Implantationsversagen zu werten ist. Das relative Risiko betragt
bis zu 3,19 im Vergleich zu fertilen Kontrollen und 1,70 im Vergleich zu
unselektierten Kontrollen. Bei den Partnern der RIF-Patientinnen lag eine M2-
Tragerschaft geringflgig haufiger vor. Es zeigte sich ein nicht signifikant
haufigeres Vorkommen des M2-Haplotyps bei Paaren mit idiopathischer Sterilitat
als bei bekannter Indikation. RIF-Paare mit sechs oder mehr IVF/ICSI-Zyklen
wiesen nicht signifikant haufiger den M2-Haplotyp auf als RIF-Paare mit vier bis
sechs IVF/ICSI-Zyklen. Da der Stichprobenumfang mit 63 Paaren relativ klein
war, sind weiterfiihrende Studien mit gréBerer Teilnehmerzahl anzustreben, um
unsere Ergebnisse zu bestatigen.

Die pathophysiologischen Mechanismen sind aktuell noch unklar.
Méglicherweise fihrt eine ANXA5-Defizienz zu verminderten
Membranreparaturmechanismen in Embryonen, so dass die Implantation

erschwert wird.

Insgesamt lasst sich sagen, dass der héchst komplexe Vorgang der Implantation
vermutlich nicht auf einzelne Faktoren zurlckfihren ist, sondern ein
Zusammenspiel verschiedener Mechanismen ist, die schlussendlich in einem

Implantationsversagen resultieren.
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6.1. Abkirzungsverzeichnis

aANXA5 Anti-Annexin-A5-Antikdrper

AFC Antral follicle count

AK Antikérper

AMH Anti-Muller-Hormon

ANA Antinukleare Antikdrper

ANXAS5 Annexin A5

APLS Antiphospholipidsyndrom

ART Assistierte Reproduktionstechnik
ATAK Antitrophoblastare Antikérper
BMI Body-Mass-Index

COX Cyclooxygenase

CT Zytotrophoblast

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor
ET Embyonentransfer

FVL Faktor-V-Leiden

hCG humanes Choriongonadotropin
HLA Humanes Leukozytenantigen
ICSI Intrazytoplasmatische Spermieninjektion
IGF Insulindhnlicher Wachstumsfaktor
IVF In-Vitro-Fertilitsation

Kl Konfidenzintervall

LIF Leukdmiehemmender Faktor
LMU Ludwig-Maximilians-Universitat
M2/ANXAS5 | M2-Mutation im Annexin A5-Gen
MCMC Markov-Chain-Monte-Carlo
MHC major histocompatibility complex
NK Naturliche Killerzellen

NMH Niedermolekulare Heparine
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OR Odds Ratio
PN Pronucleus
PCOS Syndrom polyzystischer Ovarien
RIF Rezidivierendes Implantationsversagen
RR Relatives Risiko
RSA Rezidivierende Spontanaborte
ST Synzytiotrophoblast
TGF Transformierender Wachstumsfaktor
WHO World Health Organization
ZT Zytotrophoblast
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6.2. Patientenaufklarung

Patientinnen

CAMPUS GROBSHADERN

K L I N I K U M GYNAKDLOGISCHE ENDOKRIN OLOGIE
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Dokiorandin:
¥enia Ennerst
Studienleiterin!
FD Dr, mead, Ming Rogenhafar
Slellv. Leiterin des Hermon- und Kinderwunsehzenirums dear LMU
iinghan, don 26062016

Patienteninformation und Einverstindniserklirung

Sehr geahrte Patientin,

wir mochten Sie heute dber eine Studie zur Erforschung von Ursachen der erfolglosen
Kinderwunschbehandiung informieren, welche im Hormon- und Kinderwunschzentrum
der LMU durchgefihrt wird.

Der Titel dieser Studie lautet:

Hereditdre thrombophile Marker bei Patientinnen und ggf. deren

Partnern mit rezidivierendem Implantationsversagen

Ziel der voriegenden Studie ist es, neue Ursachen fur wiederholtes Einnistungsversagen
{Implantationsversagen) 2u finden und dadurch newe Therapieansitze zu entwickaln.

Im Vordergrund steht dabei die Untersuchung Ober das \Voriegen einer genatischen
Verdnderung (Mutation) des Annexin AS (blutgerinnungshemmendens Protein) Gens, welche
einen biutgerinnungsfordernden Risikofakior darstellt und damit die Wahrscheinlichkeit eines
Einistungsversagens erhohen kdnnte.

Es konnte gezeigt werden, dass Patientinnen, die selbst oder deren Pariner eine Genvariante im
Annexin A5-Gen aufweisen, haufiger Fehlgeburten ereiden. Diese angeborene Genvariante
wird Haplotyp M2 genannt und kommt in Mitteleuropa bei ca. 15% der Manner und Frauen vor.
Das Vorliegen dieser Genvariante spielt eine wichtige Rolle wahrend der Schwangerschaft, da
Annexin AS den Mutterkuchen vor Gberschiebender Blutgerinnung schiitzt und ein Mangel somit
Schwangerschaftskomplikationen zur Folge haben kann.

Die Genvariante (M2-Haplotyp) des Annexin AS konnte auch zu einem wiederholen
Imptantationsversagen beitragen, was in dieser Studie untersucht werden soll.

Direfbar der Klinik: Praf. Dr. mad, Sven Mahnar Fr ] -~
Das Klinikum der Universitil Minchen it sine Anstall des Sffentlichen Rechis endo med

repro yh e
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Da die befruchtete Eizelle und auch der entstehende Mutterkuchen Erbgut von Mutter und Vater
enthalten, soliten wenn mdglich beide in dieser Studie untersucht werden. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass das mitteriche und auch vaterliche Voriegen bei Fehlgeburten und
Schwangerschafiskomplikationen eine wichtige Rolle spielt.

Durch die Teilnahme an dieser Studie helfen Sia mit, diese Parameter zu arforschen
und damit moéglicherweise neue Erkenninisse Uber Implantiationsversagen zu
gewinnen. Sollte bei Ihnen oder lhrem Partner diese Genvariante gefunden werden,
kénnte man Thnen méglicherweise therapeutische Optionen
(blutgerinnungsverdndernde Medikation) anbieten, die die Wahrscheinlichkeit einer

erfolgreichen Befruchtung erhdhan kénnte.

Sie kinnen jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, die Teilnahme an dem
Forschungsvorhaben beenden, ohne dass |lhnen ein Nachteil antsteht. Baim
Widerruf lhrer Einwilligung, an dem Forschungsvorhaben teilzuehmen, haben
Sie das Recht, die Léschung aller lhrer bis dahin gespeicherten, veschliisselten

(pseudonymisisrten) personenbezogenen Daten zu verlangen.

Im Falle des Widerrufs kédnnen Sie entscheiden, ob ihre Blutproben vernichtet
werden sollen oder in anonymisierter Form (also ohne die Méglichkeit fiir den
Studienarzt, waiterhin sinen Bezug zwischen der Probe und Ihrer Parson

herzustellen) fir weitere wissenschaftliche Zwecke verwendet werden diirfen.
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Bei dieser Studie werden die Vorschriften Gbar die drztliche Schweigepflicht
und den Datenschutz eingehalten. Personendaten (Name, Vorname,
Gaburtsdatum) werden von der Studienleiterin oder von der ven ihr
autorisierten Doktorandin fir die Kommunikation wihrend der Studie
varmerkt.

Die anamnestisch erhobenen Daten (Alter, BMI, Anzahl an
Schwangerschaften/Geburtan/Aborten), die arfassten Stimulationsparamater
(Follikelstimulierendes Hormon (FSH), Luteinisierendes Hormon (LH), hMG
{humanes Menopasuengonadotropin), Anzahl an Vorzyklen,
Stimulationsdauer, Oozyten, Oozyten in der Metaphase Il, die Fertilitits- und
Implantationsrate, Schwangerschaftstest) und Blutproban (Vitamin-D-
Serumspiegel, Vitamin-B12-Serumspiegel, Folsdure-Serumspiegel, ﬁstrugan-
und Progesteron-Serumspiegel, Anti-Millerhormon (AMH), MTHFR-Genotyp,
Annexin-A5-Genotyp), werden mit einem Verschliisselungscode markiert bzw.
slektronisch gespeichert und weiterverarbeitet (verschllssalt), Als
Verschlisselungscode (Pseudonymisierung) dient aine Zahlan- und
Buchstabenkombination, die durch Dritte keinen Rickschluss auf lhre
Personendaten zuldsst. Diese auszuwertenden Studiendaten werden strikt
getrennt von den Personendaten verwahrt. Der Zugang zu den Orginaldaten
und zum Verschllisselungscode ist auf folgande Parsonen beschrinkt:
Studienlaiterin PD Dr. mad. Nina Rogenhofer oder von der von ihr
autorisierten Doktorandin Xenia Ennerst.

Die gespeicherten Personendaten (Name, Yorname, Geburtsdatum) werden,
nachdem Sie lhr persdnliches Ergebnis der Blutuntersuchung erhalten haben,
irreversibal vernichtet. Damit liegen ausschlieBlich anonymisiarte Daten vor.
Ein Zusammenhang zwischen den Daten der Studie und den
Studienteilnehmerinnen ist damit nicht mehr nachvoliziehbar.

In der Patienteninformation wird die Patientin liber den Schutz der
Personendaten aufgeklirt. Die Patientin wird ausdriicklich drauf hingewiesan,
dass alle gemachten Angaben naben der Verschliisselung zusétzlich der
drztlichen Schweigepflicht unterliegen und eine Weitergabe nur mit
ausdricklicher Zustimmung erfolgen kann. Die Patientin erklart sich mit der
elektronischen Weiterverarbeitung der pseudonymisierten und anschliebend
anonymisierten Daten, sowis mit dar Verwendung disser Daten zum Zwecke
der wissenschaftlichen Ver&ffentlichung einverstanden.

In etwaigen Verdffentlichungen der Daten dieser Studie wird die Patientin
aufgrund der Anonymisierung nicht namentlich genannt, sodass die
Vertraulichkeit der Personendaten gewihrt ist.
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Ablauf der Studie:

Patientinnen, die sich im Rahmen eines rezidivierenden Implantationsversagens in
der Sprechstunde des Hormon= und Kinderwunschzentrums vorstellen, werden
Blutproben entnommen. Dies erfolgt im Rahmen klinisch indizierter Blutabnahmen.
Zusétzlich wird das Blut auf den M2-Haplotyp hin untersucht.

Bei Riackfragen zu dieser Studie erreichen Sie uns unter folgender Telefonnummer:
Doktorandin X. Ennerst Tal.:

Studienleiterin: PD Dr. Rogenhofer: Tel.:
Hormon- und Kinderwunschzentrum LMU Minchen

Ich erkldre hiermit, dass ich won (Name der/des

Arztin/Arztes bzw. der Doktorandin} ausfiihrlich dber die Studie aufgekldrt und meine
offenen Fragen beantwortet wurden. Ich erteile meine Zustimmung zur Speicherung

mainer Daten unter Beriicksichtigung des oben ausgefihrien Datenschutzes.

Uber die datenschutzrechtlichen Vorgehensweisen wurde ich Informiert und

ertelle hierzu explizit meine Einwilligung.

Ort. Datum, Unterschrift der Patientin

Mit meiner Unterschrift erkldre ich mich bereit, an der Studie teilzunehmen.

Ort. Datum, Unterschrift der Patientin

Ort, Datum, Unterschrifi deris aufkldrendan Arztin/Arztes/Doktorandin

Name Patientin:

Seburtsdatym Fatienting

Name Partner:

Geburtsdatum Partner:
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Partner
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Patienteninformation und Einversténdniserkldrung

Sehr geehrter Patient,

wir méchten Sie heute lber eine Studie zur Erforschung von Ursachen der erfolglosen
Kinderwunschbehandiung informieran, welche im Hormon- und Kinderwunschzentrum
der LMU durchgefdhrt wird.

Der Titel dieser Studie lautet:

Hereditdre thrombophile Marker bei Patientinnen und ggf. deren

Partnern mit rezidivierendem Implantationsversagen

Ziel der voriegenden Studie ist es, neue Ursachen fir wiederholtes Einnistungsversagen
(Implantationsversagen) zu finden und dadurch newe Therapieansitze zu entwickeln.

Im Vordergrund sieht dabei die Untersuchung GOber das Voriegen einer genetischen
Verdnderung (Mutation) des Annexin AS (blutgerinnungshemmendens Protein) Gens, welcha
einen blutgerinnungsidrdemden Risikofaktor darstellt und damit die Wahrscheinlichkeit eines

Einistungsversagens erhdhen kdnnte.

Es konnte gezeigt werden, dass Patientinnen, die selbst oder deren Partner eine Genvariante im
Annexin Ab-Gen aufweisen, haufiger Fehlgeburten erleiden. Diese angeborene Genvariante
wird Haplotyp M2 genannt und kommt in Mitteleuropa bei ca. 15% der Manner und Frauen vor.
Das Vorliegen dieser Genvariante spielt eine wichtige Rolle wahrend der Schwangerschaft, da
Annexin AS den Mutterkuchen vor Gberschielender Blutgerinnung schitzt und ein Mange! somit
Schwangerschafiskomplikationen zur Folge haben kann.

Die Genvariante (M2-Haplotyp) des Annexin A5 konnte auch zu einem wiaderholen

Imptantationsversagen beitragen, was in dieser Studie untersucht werden sofl.

Direictar der Klinik: Pral. Or. mad. Sven Mahner P -
Das Klinikum der Universilal Minchen it sine Anstall des fentlichen Rechls endo med
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Da die befruchtete Eizelle und auch der entstehende Mutterkuchen Erbgut von Mutter und
Vater enthalten, sollten wenn mdglich beide In dieser Studie umtersucht werden. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass das mitteriche und auch vateriche Voriegen bei
Fehlgeburten und Schwangerschaftskomplikationen eine wichtige Rolle spiglt.

Durch die Teilnahme an dieser Studie helfen Sia mit, diese Parameter zu arforschen
und damit moéglicherweise neue Erkenninisse Uber Implantiationsversagen zu
gewinnen. Sollte bei Ihnen oder lhrem Partner diese Genvariante gefunden werden,
kénnte man Thnen méglicherweise therapeutische Optionen
(blutgerinnungsverdndernde Medikation) anbieten, die die Wahrscheinlichkeit einer
erfolgreichen Befruchtung erhdhan kénnte.

Sie kinnen jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, die Teilnahme an dem
Forschungsvorhaben beenden, chne dass |lhnen ain Nachteil antsteht. Baim
Widerruf lhrer Einwilligung, an dem Forschungsvorhaben teilzuehmen, haben
Sie das Recht, die Léschung aller lhrer bis dahin gespeicherten, veschliisselten
(pseudonymisisrten) parsonenbezogenen Daten zu verlangen.

Im Falle des Widerrufs kédnnen Sie entscheiden, ob ihre Blutproben vernichtet
werden sollen oder in anonymisierter Form (also ohne die Méglichkeit filr den
Studienarzt, waiterhin sinen Bezug zwischen der Probe und Ihrer Parson

herzustellen) fir weitere wissenschaftliche Zwecke verwendet werden diirfen.
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Bei dieser Studie werden die Vorschriften Gber die drztliche Schweigepflicht
und den Datenschutz eingehalten. Personendaten (Mame, Vorname,
Gaburtsdatum) werden von der Studienleiterin odar von der von ihr
autorisierten Doktorandin fir die Kommunikation wihrend der Studie
varmerkt.

Die anamnestisch erhobenen Daten (Alter, BMI, Anzahl an
Schwangerschaften/Geburten/Aborten), die erfassten Stimulationsparameter
(Follikelstimulierendes Hormon (FSH), Luteinisierendes Hormen (LH), hMG
{humanes Menopasuengonadotropin), Anzahl an Vorzyklen,
Stimulationsdauer, Oozyten, Oozyten in der Metaphase Il, die Fertilitits- und
Implantationsrate, Schwangerschaftstest) und Blutproban (Vitamin-D-
Serumspiegel, Vitamin-B12-Serumspiegel, Folsdure-Serumspiegel, ﬁstrugan-
und Progesteron-Serumspiegel, Anti-Millerhormon (AMH), MTHFR-Genotyp,
Annexin-A5-Genotyp), werden mit einem Verschliisselungscode markiert bzw.
slektronisch gespeichert und weiterverarbeitet (verschliisseit), Als
Verschlisselungscode (Pseudonymisierung) dient aine Zahlen- und
Buchstabenkombination, die durch Dritte keinen Rickschluss auf lhre
Personendaten zuldsst. Diese auszuwertenden Studiendaten werden strikt
getrennt von den Personendaten verwahrt. Der Zugang zu den Orginaldaten
und zum Verschliissalungscode ist auf folgende Parsonen beschrinkt:
Studienlaiterin PD Dr. mad. Nina Rogenhofer oder von der von ihr
autorisierten Doktorandin Xenia Ennerst.

Die gespeicherten Personendaten (Name, Yorname, Geburtsdatum) werden,
nachdem Sie lhr persdnliches Ergebnis der Blutuntersuchung erhalten haben,
irreversibal vernichtet. Damit liegen ausschlieBlich anonymisierte Daten vor.
Ein Zusammenhang zwischen den Daten der Studie und den
Studienteilnehmerinnen ist damit nicht mehr nachvollziehbar.

In der Patienteninformation wird die Patientin liber den Schutz der
Personandaten aufgekldrt. Die Patientin wird ausdriicklich drauf hingewiasean,
dass alle gemachten Angaben naben der Verschliisselung zusétzlich der
drztlichen Schweigepflicht unterliegen und eine Weitergabe nur mit
ausdricklicher Zustimmung erfolgen kann. Die Patientin erklart sich mit der
elektronischen Weiterverarbeitung der pseudonymisierten und anschlieBend
anonymisierten Daten, sowis mit dar Verwendung dieser Daten zum Zwacke
der wissenschaftlichen Veréffentlichung einverstanden.

In etwaigen Verdffentlichungen der Daten dieser Studie wird die Patientin
aufgrund der Anonymisierung nicht namentlich genannt, sodass die
Vertraulichkeit der Personendaten gewdhrt ist.

Ablauf der Studie:

Patientinmen und deren Partner, die sich im Rahmen eines rezidivierenden
Implantationsversagens in der Sprechsiunde des Hormon- und
Kinderwunschzentrums wvorstellen, werden Blutproben entnommen. Das Blut des

Partners wird auf den M2-Haplotyp hin untersucht.

Zudem wird Patientinnen ohne Kinderwunschbehandlung mit mindestens einem
gesunden Kind und ohne Schwangerschaftskomplikation in der Vergangenheit
(Kontroligruppe) Blut entnommen, welches ebenso auf angeborene Stérungen im

Gerinnungssystem (Annexin AS-Mutation) untersucht wird.
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Bei Rickfragen zu dieser Studie erreichen Sie uns unter folgender Telefonnummer:
Doktorandin X. Ennerst Tal.:

Studienleiterin: PD Dr. Rogenhofer: Tel.:
Hormen- und Kinderwunschzentrum LMU Minchen

Ich erklare hiermit, dass ich won (Name der/des

Arztin/Arztes bzw. der Doktorandin) ausfihrlich Gber die Studie aufgeklart und maine
offenen Fragen beantwortet wurden. Ich erteile meine Zustimmung zur Speicherung

meainer Daten unter Beriicksichligung des oben ausgefiihrien Datenschutzes.

Uber die datenschutzrechtlichen Vorgehensweisen wurde ich Informiert und

erteile hierzu explizit meine Einwilligung.

Ort, Datum, Unterschrift des Partners

Mit meiner Unterschrift erkldre ich mich bereit, an der Studie teilzunehmen.

Ort, Datum, Unterschrift des Partners

Ort, Datum, Unterschrift der/s aufklarenden ArztinfArzies/Doktorandin

Name Patientin:

Geburtsdatum Patientin:

Hame Partner:

Geburtsdatum Partper:
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Patienteninformation und Einverstindniserklarung

Sehr geehrte Patientin,

wir mochten Sie heute (ber eine Studie zur Erforschung von Ursachen der erfolglosen
Kinderwunschbehandlung informieren, welche im Harmon- und Kinderwunschzentrum
der LMU durchgefihrt wird.

Der Titel dieser Studie lautet:

Hereditare thrombophile Marker bei Patientinnen und ggf. deren
Partnern mit rezidivierendem Implantationsversagen

Ziel der voriegenden Studie ist es, neus Ursachen fir wiederholtes Einnistungsversagen

(Implantationsversagen) zu finden und dadurch neus Therapieansatze zu entwickeln.

Im Vordergrund steht dabei die Untersuchung Gber das Vorliegen einer genetischen
Veranderung (Mutation) des Annexin AS (blutgerinnungshemmendens Protein) Gens, welche
einen blutgerinnungsfardernden Risikofaktor darstelll und damit die Wahrscheinlichkeit sines
Einistungsversagens erhdhen kdnnte.

Es konnte gezeigt werden, dass Patientinnen, die selbst oder deren Partner eine Genvariante im
Annexin AS-Gen aufweisen, haufiger Fehlgeburien ereiden. Diese angeborene Genvariants
wird Haplotyp M2 genannt und kemmt in Mitteleuropa bei ca. 15% der Manner und Frauven vor.
Das Verliegen dieser Genvariante spielt eine wichtige Relle wahrend der Schwangerschaft, da
Annexin AS den Mutterkuchen vor Oberschiefender Blutgerinnung schitzt und ein Mangel somit
Schwangerschafiskomplikationen zur Folge haben kann.

Die Genvariante (M2-Haplotyp) des Annexin AS konnte auch zu einem wiederholten

Implantationsversagen beitragen, was in dieser Studie untersucht werden soll.

Direktar der Klinlk: Prof. Dr. med. Sven Mahner '"d -
Das Kinlkum der Universial Manchen 151 e Anstalt des orlentichen Rechis endo med
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Da die befruchtete Eizelle und auch der entstehende Mutterkuchen Erbgut von Mutter und Vater
enthalien, sollien wenn mdglich beide in dieser Studie untersucht werden. Es konnte bereils
gezeigt werden, dass das miitteriche und auch viterdiche Vorliegen bei Fehlgeburten und
Schwangerschaftskomplikationen eine wichtige Rolle spielt.

Fir Sie, als gesunde Frau, hat diese Untersuchung in erster Linie keine Konsequenz,
allerdings helfen Sie mit lhrer Teilnahme anderen Patientinnen die an einem
wiederholten Einnistungswersagen leidan. Unseare Farschungen dacken
moglicherweise einen neuen Einflussfakior auf, der Hinweise fiir neue

Therapiemdglichkeiten geben kann.

Durch die Teilnahme an dieser Studie helien Sie mit, diese Parameter zu erforschen

und damit méglicherweise neue Erkenninisse Ober Einnistungsversagen zu gewinnen.

Sie kénnen jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, die Teilnahme an dam
Forschungsvorhaben beenden, chne dass lhnen ein Nachteil entsteht. Beim
Widerruf lhrer Einwilligung, an dem Forschungsvorhaben teilzuehmen, haben
Sie das Recht, die Léschung aller Ihrer bis dahin gespeicharten, veschlisselten

(pseudonymisierten) personenbezogenen Daten zu verlangen.

Im Falle des Widerrufs kinnen Sie entscheiden, ob ihre Blutproben vernichtet
werden sollen oder in anenymisierter Form (also chne die Moglichkelt fir den
Studianarzt, weiterhin einen Bezug zwischen der Probe und lhrar Parson

herzustellen) fir weitere wissenschaftliche Zwecke verwendet werden diirfen.
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Bei diesar Studie werden die Vorschriften Gber die drztliche Sehweigepflicht
und den Datenschutz eingehalten. Personendaten (Mame, Vorname,
Geburtsdatum) werden von der Studienleiterin oder von der von ihr
autorisierten Doktorandin fiir die Kommunikation wihrend der Studie
vermerkt.

Die anamnestisch erhobenean Daten (Alter, BMI, Anzahl an
Schwangerschaften/Geburten/Aborten), die erfassten Stimulationsparameter
(Follikelstimulierendes Hormon (FSH), Luteinisierendes Hormon (LH), hMG
{humanes Mencpasuengonadotropin), Anzahl an Vorzyklen,
Stimulationsdauer, ODozyten, Dozyten in der Metaphase I, die Fertilitits- und
Implantationsrate, Schwangerschaftstest) und Blutproben (Vitamin-D-
Serumspiegel, Vitamin-B12-Serumspiegel, Folsdure-Serumspiegel, Ostrogen-
und Pregesteron-Serumspiegel, Anti-Millerhormon {AMH), MTHFR-Genotyp,
Annexin-A5-Ganotyp), werden mit einem Verschlisselungscode markiart bzw.
elektronisch gespeichert und weiterverarbeitet (verschliisseit), Als
Verschlisselungscode (Pseudonymisierung) dient eine Zahlen- und
Buchstabenkombination, die durch Dritte keinen Rickschluss auf lhre
Personendaten zulasst. Diese auszuwertenden Studiendaten werden strikt
getrennt von den Personendaten verwahrt. Der Zugang zu dan Orginaldaten
und zum Verschliisselungscode ist auf folgende Personen beschrinkt:
Studienleiterin PD Dr. med. Nina Rogenhofer oder von der von ihr
autorisierten Doktorandin Xenia Ennerst.

Die gespeicherten Personendaten (Name, Vorname, Geburtsdatum) werden,
nachdem Sie Ilhr parsénliches Ergebnis der Blutuntersuchung erhaitan haban,
irreversibal vernichtat. Damit lisgen ausschlieBlich anonymisiarte Daten vor.
Ein Zusammenhang zwischen den Daten der Studie und den
Studienteilnehmerinnen ist damit nicht mehr nachvollziehbar.

In der Patienteninformation wird die Patientin Gber den Schutz der
Personendaten aufgeklirt. Die Patientin wird ausdriicklich drauf hingewiesen,
dass alle gemachten Angaben neben der Varschlisselung zusétzlich der
arztlichen Schweigepflicht unterliegen und eine Waitergabe nur mit
ausdricklicher Zustimmung erfolgen kann. Die Patientin erkldrt sich mit der
elektronischen Weiterverarbeitung der pseudonymisierten und anschliefend
anonymisierten Daten, sowie mit der Verwendung dieser Daten zum Zwecke
der wissenschaftlichen Veréffentlichung einverstanden.

In etwaigen Verdffantlichungen dar Daten diesar Studie wird die Patientin
aufgrund der Anonymisierung nicht namentlich genannt, sodass die
Vertraulichkeit der Personendaten gewahrt ist.
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Ablauf der Studie:

Paare, die sich im Rahmen eines rezidivierenden Implantationsversagens in der
Sprechstunde des Hormon- und Kinderwunschzentrums vorstallen, werden Blutproben
entnommen. Dies erfolgt im Rahmen EKlinisch indizierter Blutabnahmen. Zusatzlich

wird das Blut auf den M2-Haplotyp hin untersucht.
Bei Rickfragen zu dieser Studie erreichen Sie uns unter folgender Telefonnummer:
Doktorandin X. Ennerst Tel.:

Studienleiterin: PD Dr. Rogenhofer: Tel.:
Hormon- und Kinderwunschzentrum LMU Miinchen

Ich erkldare hiermit, dass ich won {Name der/des

ArztinfArztes bzw. der Doktorandin) ausfiihrlich Ober die Siudie aufgeklart und meine
offenen Fragen beantwortet wurden. lch erteile meine Zustimmung zur Speicherung
meiner Daten unter Berdcksichtigung des oben ausgefiihrten Datenschutzes.

Uber die datenschutzrechtlichen Vorgehensweisen wurde ich informiert und
erteile hierzu explizit meine Einwilligung.

Ort. Datum, Unterschrift der Patientin

Mit meiner Unterschrift erkldre ich mich bereit, an der Studie tellzunehmen .

Ort, Datum, Unterschrift der Patientin

Ort, Datum, Unterschrift derfs aufklarenden ArztinfArztes/Doktorandin

Mame Patientin:

Geburtsdatum Patientin:

Name Partner:

Geburtsdatum Partner;
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