Aus der Abteilung Gynékologie und Geburtshilfe
(Prof. Dr. med. G. Emons)
im Zentrum Frauenheilkunde
der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Einfluss der aktiven Immuntherapie mit Partnerlymphozyten

auf die Schwangerschaftsrate nach Embryotransfer

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat
der Georg-August-Universitat zu Goéttingen

vorgelegt von

Katharina von Hammerstein-Equord
aus Gottingen
Gottingen 2010



Dekan :

|. Berichterstatter:

I1. Berichterstatter/in:
I11. Berichterstatter/in:

Tag der muindlichen Prifung:

Prof. Dr. med. C. Frémmel
Prof. Dr. med. Dr. sc. agr. B. Hinney
Prof. Dr. med. R. Dressel

08.03.2011



1

3

Inhaltsverzeichnis

T 1= (8o U TORSSPRSSN 7
1.1 Ungewollte KinderloSIGKEIL.........ccoiiiiiiiieee e 7
1.2 Extrakorporale BEfFUCHTUNG .......cccueiiiiiiie e 7
1.3 IMPIANTALION ... 9
1.4 Immunologie der Frihschwangerschaft .............ccccooe e 12
1.41 HLA-Antigene des TrophobIasten ... 13
1.4.2  Uterine natrliche Killerzellen (UNK-ZelleN) .........ccoooeiieieiii i 14
1.43  T-Lymphozyten und das Th1/Th2-Paradigma .........ccccoeriiiiininiininieiene e 16
1.4.4  Regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen) ........ccoovieeiieiiiiiieececece e 18
1.45 Hemmung zytotoxischer T-Zellen durch Substratentzug..........ccceevveeieieieniicnennen 20
1.4.6  Apoptoseinduzierende Mechanismen des Trophoblasten............ccccocoveviiiiieieeen, 20
1.5  Ursachen friher EMBryonenverluste ...t 20
151 ULEring UrSACHEN ...ccueiiiiieie ettt bbb 20
1.5.2  Technische Probleme wahrend des Transfers ..........ccooeveiieiieiienesie e 21
1.5.3  Ursachen auf Seiten des EMDryos.........cccoovviiiiiiic i 21
1.5.4  GeSLOrES HALCNING ....cuviiiieieiitisii ettt 22
155  Gestorte IMPIantation ..........c.coieiiiieie e 23
1.5.6  ImmunologisSChe UrSaChen ... 23
1.6 Maglichkeiten zur Erhohung der Implantationsrate.............cccecveveieeve e 25
1.6.1  ASSISTEA HAICNING .....ccuiiiiiiiieiieieeiee e 25
1.6.2  Nichtsteroidale AntiphlogiStiKa.............cccovviiiiiiiic e 25
1.6.3  CoOrtiCOIAINEIAPIE ......eiviieiee ettt 26
1.6.4  ZYtOKINTNEIAPIE ..ot 27
1.6.5  Aktive Immuntherapie mit Partnerlymphozyten...........cccovveieiicie i, 28
1.6.5.1  Vermutete Wirkmechanismen der aktiven Immuntherapie ............cccccocevinininnnne. 29
1.6.6  Passive IMMUNINEIAPIE ......cooiviiieiie e 30
1.6.6.1  Immuntherapie mit polyvalenten Immunglobulinen.............ccccooiiiiininnnne. 30
1.6.6.2  Immuntherapie mit leukozytarem Ultrafiltrat..............c.ccoooveiiiiiiiiiecceee 32

O A =] (=l o [T AN o= | PSR 32
Material UNd IMETNOTEN .......c..oviiiiiieccee ettt ens 33
2.1  Durchfuhrung der extrakorporalen Befruchtung ..o 33
2.1.1 Hormonelle StIMUIALION ........coiuiiiiiieiee e e 33
2.1.2  FOIIKEIPUNKLION ...t 34
2.1.4.  IVE-BehandlUng.........coiiiiiiiie it 35
2.1.5  ICSI-BENANAIUNG ....c.eiitiiiiiiee et 35
2.1.6  Kontrolle NAaCh 24 STUNCEN ........oiiiiieieie e et 36
217 EMDBIYOIrANSTE ..ottt 36
2.1.8  LULBAIPNASE. ... .ot 36
2.2 Indikationsstellung zur aktiven IMmuntherapie ... 37
2.3 AKLIVE IMMUNINEIAPIE ... ..ooiieiieecie et saee s 37
2.3.1  Diagnostik vor aktiver IMMUNENErapie ..........ccceveieiiieieicseese e 37
2.3.2  HLA-ANLIKOIPEINACNWEIS ......eoiviiiiie ettt 40
2.3.3  Ausschluss von der ImmUuNtNErapie ..........ccceviverieiiieieeie e 42
2.3.4  Durchfiihrung der aktiven Immuntherapie ..o 42
2.4 StatiStISCNE AUSWEITUNGEN.....ccuieiieeieeeiesteese s e ste et ste et e e e ste e s e s e e steeaeaneesreensesseessaensens 45

ErQEINISSE ... e 45



4
5
6

3.1  Vergleich des Therapiekollektivs mit dem KontrollkolleKtiv ............ccooooeiiiiiiiiiiin, 45
3.2 SChwanQersChaftSIateN ...........cceiieiiiicceee et esra e 51
3.3 Akute Nebenwirkungen der aktiven Lymphozyten-ImmuniSierung..........ccccocevevenvnnnnne. 55
D (0 1] o] OSSPSR 56
ZUSAMIMENTASSUNG ...ttt ettt ettt ettt e st e beesee st e beesbesseesbeeseeeseenbeenbeaneesbeenbesneeaneensens 65

(1 2] (0 | TR URRRRR 67



Ab
AK
APCA
ASS
CD

CD95-Ligand

Cl
CMV
CPD
DC
DIR
ET

Extrakorporale Befruchtung

FasL
FSH
G-CSF
GM-CSF
GnRH
GvHD
HbsAg
HCV
HIV
HLA
hMG
i.c.
ICSI
IDO

IE

IFN

g

IL

ISP
ITher.
IVF
IVIG
KAR
KIR
LCT
LH

LIF
LIT
Max.
mbar
M-CSF
MHC
Min
MLR-Bf
Modif.
NK-Zellen

Abkulrzungen

anti-idiotypic antibodies

Antikorper

anti-paternal cytotoxic antibodies
Acetylsalicylsaure

Cluster of differentation

Fas Ligand

confidence interval
Zytomegalie-Virus
Citrat-Phosphat-Dextrose
dendritische Zellen

Deutsches IVF-Register
Embryotransfer

Sammelbezeichnung fir IVF und ICSI
Fas Ligand = CD95-Ligand
follikelstimulierendes Hormon
Granulocyte-colony stimulating factor
Granulocyte Macrophage colony-stimulating factor
Gonadotropin releasing hormon

Graft versus Host Disease
Hepatitis-B-surface-Antigen
Hepatitis-C-Virus

Humanes Immundefizienz Virus
Human Leucocyte Antigen

humanes menopausales Gonadotropin
intrakutan

intrazytoplasmatische Spermieninjektion
Indolamin-2,3-Dioxygenase
Internationale Einheiten

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

implantation serine protease
Immuntherapie

in-vitro-Fertilisation

Intravendse Immunglobuline

Killer cell activator receptor

Killer cell inhibitory receptor
Mikrolymphozytotoxizitatstest
luteinisierendes Hormon

Leukemia inhibitory factor
Lymphozyten-Immun-Therapie
Maximum

Millibar

Macrophage colony-stimulating factor
Haupthistokompatibilitatskomplex
Minimum

mixed lymphocyte reaction blocking antibodies
modifiziert

naturliche Killerzellen



OR

PCO

PIBF

PLGF
PN-Stadien
Rh

RNA

RSA
SHLA-G
Tc-Lymphozyten
TCR

TGF
Th-Zellen
TNF
Treg-Zellen
uUNK-Zellen
UpM
VEGF

odds ratio

polyzystische Ovarien
progesterone induced blocking factor
Placental growth factor
Pronukleusstadien

Rhesus

Ribonukleinsdure

recurrent spontaneous abortion
l6sliche Form von HLA-G
zytotoxische T-Lymphozyten
T-Zell-Rezeptor

Transforming growth factor
T-Helferzellen
Tumornekrosefaktor
regulatorische T- Zellen

Uterine natdrliche Killerzellen
Umdrehungen pro Minute
vascular endothelial growth factor



1 Einleitung
1.1 Ungewollte Kinderlosigkeit

In den westlichen Industrienationen sind etwa 10 bis 15 % der Paare ungewollt kinderlos oder nicht
in der Lage, die gewiinschte Zahl von Nachkommen zu erreichen (Schmidt und Munster 1995). Die
Ursachen der ungewollten Kinderlosigkeit lassen sich nicht immer klé&ren. Erkennbare Ursachen sind
zu etwa gleichen Teilen auf beide Partner verteilt. Nicht selten finden sich bei beiden Partnern
Einschrankungen der Fertilitat.

Zu den relativ leicht erkennbaren Sterilitatsursachen gehdren Storungen der Ovarfunktion sowie
nicht funktionsféhige Tuben bei der Frau sowie eine verminderte Spermaqualitit des Partners.

Fur die menschliche Reproduktion sind die Tuben von essentieller Bedeutung. Nach der Ovulation
nehmen die Fimbrientrichter der Tuben die Eizelle auf. Von der Scheide her wandern die Spermien
Uber den Uterus in den ampulldaren Teil der Tube zur Eizelle. AnschlieBend findet dort die
Fertilisation der Eizelle statt. Die ersten Teilungen der befruchteten Eizelle zum Embryo erfolgen in
der Tube, und erst im Blastozystenstadium gelangt der Embryo in den Uterus, wo anschlieRend die
Einnistung im Endometrium stattfindet.

Auf unterschiedliche Weise kann es zu Beeintrachtigungen der Tubenfunktion kommen. In erster
Linie konnen aufsteigende Infektionen zu Adhésionen oder Verschlussen fihren. Gelegentlich
kommt es auf Grund derartiger Infektionen zu Tuboovarialabszessen, die nur durch Entfernung der
Tuben saniert werden kdnnen. Weitere Griinde fir die Schadigung bzw. Entfernung der Tuben sind

die in etwa 1 % aller Schwangerschaften auftretenden Tubargraviditaten.

1.2 Extrakorporale Befruchtung

Bis vor ca. 30 Jahren waren beiderseits fehlende oder irreparabel gestdrte Tuben eine nicht
behandelbare Sterilitatsursache. Im Jahr 1978 kam es zur ersten Geburt nach Umgehung der Eileiter
d. h. durch Befruchtung einer Eizelle auf3erhalb des Mutterleibes (Steptoe und Edwards 1978). Das
Verfahren wird als extrakorporale Befruchtung oder In-vitro-Fertilisation (IVF) bezeichnet. Hierflr
erhielt Edwards im Jahr 2010 den medizinischen Nobelpreis.

Die extrakorporale Befruchtung hat sich inzwischen zu einer Routinemethode entwickelt. In
Deutschland wurden im Jahre 2007 42.958 Behandlungen durchgefthrt (DIR 2007). Sie fuhrten bei
einer anzunehmenden ,,baby-take-home-rate® von 19 % zu etwa 8.162 Geburten, d. h. zu ca. 1,2 %
aller Geburten in Deutschland. Die Anzahl der Geburten in Deutschland betrug im Jahre 2007
684.862 (Statistisches Bundesamt 2007).



Zunéchst war allein die tubare Sterilitat eine Indikation zur extrakorporalen Befruchtung. Inzwischen
sind weitere Indikationen hinzugekommen. Von besonderer Bedeutung war die Entwicklung der
intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI) durch Palermo im Jahre 1992 (Palermo et al.
1992). Den Autoren gelang es erstmals, eine Schwangerschaft durch Injektion eines einzelnen
Spermiums in das Zytoplasma einer Eizelle zu erzielen. In kurzer Zeit hat sich das Verfahren zur
Behandlung der andrologisch bedingten Sterilitdt durchgesetzt. Von den im Jahre 2007 in
Deutschland durchgefiihrten extrakorporalen Befruchtungen waren 11.255 IVF- und 31.703 ICSI-
Behandlungen (DIR 2007). Derzeit wird die extrakorporale Befruchtung — unter diesem Begriff
werden IVF und ICSI zusammengefasst — auBer bei tubarer und andrologisch bedingter Sterilitat vor
allem auch bei Endometriose und bei der idiopathischen Sterilitat eingesetzt.

Die Erfolgsraten nach extrakorporaler Befruchtung sind in hohem Malie altersabhéngig. Die Zahl
klinischer Schwangerschaften pro Follikelpunktion betrégt bei jungen Frauen unter 30 Jahren 33,2 %
(IVF) bzw. 35,7 % (ICSI). Bei Frauen jenseits des 39. Lebensjahrs betragt die Schwangerschaftsrate
pro Follikelpunktion 15,4 % fir IVF- und 12,2 % fir ICSI-Behandlungen. Im Mittel werden in
Deutschland Schwangerschaftsraten von 26,6 % pro Follikelpunktion erzielt (DIR 2007).

Da bei der extrakorporalen Befruchtung nahezu regelmaRig zwei oder drei Embryonen transferiert
werden, ist zur Beurteilung friiher Embryonenverluste die Implantationsrate pro transferierten
Embryo von Interesse. Nach dem Deutschen IVF-Register 2006 liegt diese Rate bei 17 %, d. h. 83 %
der transferierten Embryonen gehen zugrunde (DIR 2006). Ein wesentliches Ziel
reproduktionsmedizinischer Forschung ist daher die Reduzierung der Embryonenverluste nach

Embryotransfer.



1.3  Implantation

Die ersten Teilungen (Furchungen) erfolgen normalerweise in der Tube. In vivo erreicht der Embryo
das Cavum uteri im Morulastadium am 4. bis 5. Tag nach der Konzeption. Bei der extrakorporalen
Befruchtung wird der Embryo am 2. oder 3. Tag nach der Konzeption, d. h. im Vier- bis
Achtzellstadium, in das Cavum uteri Ubertragen. Nach weiteren Teilungen zur Morula, im 16- bis
32-Zellstadium, grenzt sich im Inneren der Zellmasse ein flussigkeitsgefullter Hohlraum ab. Der
Embryo wird jetzt als Blastozyste bezeichnet. Diese Entwicklung umfasst weiterhin die
Differenzierung der oberflachlichen Zellen zum Trophoblasten und der inneren Zellen zum Embryo.

Am 5. Tag nach der Konzeption hat sich der Embryo zur Blastozyste entwickelt. Bis zu diesem
Zeitpunkt ist die Zona pellucida noch intakt, d. h. der Embryo hat bis dahin nicht an Volumen
zugenommen. Voraussetzung fir die nun folgende Implantation des Embryos ist das Verlassen der
Zona pellucida, auch Schlupfen oder Hatching genannt (Abb.1). Zwei Serin-Proteasen, implantation
serine proteases 1 und 2 (ISP1 und ISP2) sind in den Hatchingvorgang involviert. ISP1 wird vom
Embryo, ISP2 von den Driisen des Uterus gebildet. Diese Enzyme spielen méglicherweise auch eine
Rolle bei der Proteolyse von mutterlichem Gewebe wéhrend des Prozesses der Invasion (O'Sullivan
et al. 2001).

Abb. 1: Hatching (Schlipfen). Die Blastozyste (rechts) verlasst am ca. 5. — 6. Tag
nach der Fertilisation die Zona pellucida (links).
(Ausschnitt modif. nach Abb. 2).
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Etwa sechs bis sieben Tage nach der Fertilisation erfolgt die Implantation. Zunéchst nehmen
Microvilli des Synzytiotrophoblasten mit Mikroausstilpungen des Endometriums, den Pinopodien,
Kontakt auf. Diese initiale Adh&sion der Blastozyste an das Endometrium (Apposition) findet vor-
wiegend an der dorsalen Uteruswand im Bereich des Fundus uteri statt und ist zunachst noch insta-
bil (Abb. 2).

T .
J'}?»Epl\thel

Endometrium-
stroma

Zytokine und
Wachstumsfaktoren

Abb. 2:  Blastozyste nach Verlassen der Zona pellucida wahrend der initialen Adhasion
(Apposition) an das Endometrium. Die von der Blastozyste gebildeten Mikrovilli
stehen im Kontakt zu den Pinopodien des Endometriums.

Modif. nach Norwitz et al. (2001, S.1401).

Die Invasion fuhrt zur Arrosion von mutterlichen Spiralarterien, durch die der Trophoblast
Anschluss an den mutterlichen Blutkreislauf gewinnt. Somit ist die nutritive Versorgung des
Embryos, der sich bisher aus eigenen Reserven oder mit Hilfe von Deziduazellen erndhrt hat,
gewadhrleistet. Es entsteht der uteroplazentare Kreislauf.

AnschlieBend penetriert der Synzytiothrophoblast das endometriale Epithel (Abb. 3). Am zehnten
postkonzeptionellen Tag schlielt sich das Endometrium Uber der Implantationsstelle; damit ist die
Einnistung in die Uteruswand abgeschlossen. Der Zytotrophoblast invadiert das angrenzende
Endometrium und das innere Drittel des Myometriums (interstitielle Invasion) sowie die uterinen
GeféRe (endovaskulére Invasion). Es kommt somit zu einem direkten Kontakt des Trophoblasten mit
dem muditterlichen Blut (Abb. 4) (Pijnenborg et al. 1981, Norwitz et al. 2001).
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Abb. 3:  Penetration des Synzytiothrophoblasten in das endometriale Epithel. Abgegrenzt haben
sich der Zytotrophoblast und der Synzytiotrophoblast. Modif. nach Norwitz et al. (2001,
S. 1402). Zytotrophoblast und Synzytiotrophoblast bilden die Zytotrophoblastschale.
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Abb. 4: Abschluss der Implantation. Der Epitheldefekt ber dem Trophoblasten hat sich wieder
verschlossen. Der Trophoblast hat Kontakt zum mutterlichen Blutsystem. Dargestellt sind
der villdse Zytotrophoblast und der Synzytiotrophoblast. Der extravilldse Zytotrophoblast
ist noch nicht erkennbar. Modif. nach Norwitz et al. (2001, S.1403).
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14 Immunologie der Frihschwangerschaft

Fur das mdatterliche Immunsystem ist die Schwangerschaft ein Hemiallotransplantat; die Halfte des
fetalen Chromosomensatzes stammt vom fiir das miitterliche Immunsystem ,,fremden* Vater. In der
Schwangerschaft sollte es daher, wie bei anderen Allotransplantaten, zur Erkennung des Konzeptus
als fremd und zur AbstoBung kommen. In der Mitte des vergangenen Jahrhunderts kam es durch die
Arbeiten von Medawar zur Erkenntnis der immunologischen Toleranz und nach Entdeckung des
humanen Leukozyten-Antigen-Systems durch Dausset (Dausset 1958) zu grundlegenden

Fortschritten auf dem Gebiet der Transplantationsimmunologie.

Der bei allen S&ugern vorhandene Haupthistokompatibilitaitskomplex (Major histocompatibility
complex, MHC) wird beim Menschen als ,,Human Leukozyten Antigen-System* (HLA-System)
bezeichnet. Der HLA-Gen-Komplex auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 enthalt tiber 200 Gene,
etwa 40 dieser Gene kodieren HLA-Antigene. Die auf nahezu allen Koérperzellen vorhandenen HLA-
Antigene der Klasse | dienen dem Immunsystem zur Erkennung der eigenen Zellen als ,,Selbst*,
daraus resultiert ihre Bedeutung fur die Transplantationsimmunologie. HLA-Antigene der Klasse 11
finden sich auf einer Untergruppe von Immunzellen (B-Zellen, aktivierte T-Zellen, Makrophagen,

dendritische Zellen und Epithelzellen des Thymus).

Zur Klasse | gehoren ca. 20 Gene, drei davon — HLA-A, -B und -C — sind von besonderer
Bedeutung, sie werden als ,klassische* oder HLA-la-Gene bezeichnet. Im Gegensatz zum A,B,0-
Blutgruppensystem sind die HLA-la-Gene hoch polymorph, d. h. fir jedes Gen sind zahlreiche
verschiedene Allele bekannt (Delves und Roitt 2000). Die zur Klasse HLA-Ib gehdrenden Antigene
HLA-G, -E und -F haben dagegen nur wenig Allele (s. 1.4.1).

Die Wahrscheinlichkeit der HLA-la-Ubereinstimmung zwischen nicht verwandten Personen ist sehr
gering. Es stellt sich daher die Frage, wie der Fet als Hemiallotransplantat dem Angriff des

mutterlichen Immunsystems entgehen kann.

Im Jahr 1953 publizierte Medawar erste Hypothesen zur Toleranz des Embryos durch das
matterliche Immunsystem. Danach sei die Plazenta eine wirksame immunologische Barriere
zwischen der Mutter und dem Feten. Der Konzeptus sei also nicht immunogen. Des Weiteren wiirde

die matterliche Immunantwort durch die Schwangerschaft abgeschwécht (Medawar 1953).

Diese Hypothesen haben sich z. T. als falsch herausgestellt. Die Plazenta ist keine Barriere zwischen
Mutter und Fet. Der Konzeptus ist allerdings nur sehr eingeschréankt immunogen.
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1.41 HLA-Antigene des Trophoblasten

Wéhrend der ersten Teilungen ist der Embryo bis zum Schllpfen durch die Zona pellucida geschiitzt
(Ewoldsen et al. 1987). Wahrend der nun folgenden Implantation entstehen zunachst der primitive
Synzytiotrophoblast und der primitive Zytotrophoblast. Synzytiotrophoblast und der darunter
befindliche Zytotrophoblast bilden die Zytotrophoblastschale (Abb. 1.3).
Zytotrophoblastzellen infiltrieren in die Dezidua und das Myometrium. Sie dringen auch in die
dezidualen Spiralarterien ein und bilden dort den endovaskuléren Trophoblasten. Der endovaskulére
Trophoblast ersetzt das maternale Endothel und sichert die plazentare Durchblutung.
Der Trophoblast kann somit folgendermafRen unterteilt werden (Abb. 1.4):

e villéser Trophoblast,

e Synzytiotrophoblast

e extravilloser Trophoblast.
Synzytiotrophoblast und extravilléser Trophoblast stehen in direktem Kontakt mit dem mdtterlichen
Blut.
Es hat sich gezeigt, dass der Trophoblast nur ein HLA-la-Antigen exprimiert (Sutton et al. 1983,
Coady et al. 1999, van den Elsen et al. 2001). Es fand sich lediglich das zur HLA-la-Klasse
gehorende wenig polymorphe HLA-C auf dem extravillésen Trophoblasten (Loke e al. 1995, King et
al. 1996, King et al. 2000b). Auf dem extravillésen Trophoblasten wurden dagegen alle zur HLA-
Klasse Ib gehdrenden Antigene gefunden: HLA-G (Ellis et al. 1986) und HLA-E und HLA-F (King
et al. 2000a). Auf dem villésen Trophoblasten und auf dem Synzytiotrophoblasten sind diese
Antigene nicht nachweisbar.
HLA-Ib-Gene haben im Gegensatz zu HLA-la-Genen nur wenig Allele: HLA-E hat zwei, HLA-G
finf Allele. Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass HLA-la-Antigene stets membrangebunden
sind, HLA-G kann dagegen sowohl membrangebunden als auch geldst (SHLA-G) vorkommen. Von
den sieben beschriebenen spliced transcripts sind vier membrangebunden, drei kommen gelost vor.
SchlieBlich unterscheiden sich HLA-la- und HLA-Ib-AG durch ihr Vorkommen. HLA-la-Antigene
sind ubiquitar, HLA-Ib-Antigene dagegen gewebs- bzw. organspezifisch (Hunt et al. 2005).
HLA-G scheint bei der Implantation durch Beeinflussung peripherer Immunzellen eine wichtige
Rolle zu spielen. Zytotoxische T-Lymphozyten (Tc-Lymphozyten) kénnen z. B. durch sHLA-G
supprimiert werden. sHLA-G ist bei friihen Aborten gegenlber normalen Schwangerschaften
erniedrigt (Pfeiffer et al. 2000). HLA-G kann die Proliferation von T-Lymphozyten hemmen und Tc-
Lymphozyten und uterine naturliche Killerzellen (uNK-Zellen) durch Veranderung der
Zytokinsekretion im Sinne eines Shifts von Typl zu Typ 2 beeinflussen. Fuzzi et al. untersuchten
SHLA-G im Kulturmedium von Embryonen nach extrakorporaler Befruchtung.
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Zu Schwangerschaften kam es nur dann, wenn sich im Kulturmedium sHLA-G nachweisen liel}
(Fuzzi et al. 2002).

1.4.2  Uterine natirliche Killerzellen (UNK-Zellen)

Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) zerstoren infizierte und maligne Zellen. Zur Erkennung und
Zerstorung der Zielzellen besitzen NK-Zellen killeraktivierende und killerinhibierende Rezeptoren.
Die Kkilleraktivierenden Rezeptoren (KAR) erkennen unterschiedliche Molekile, die auf allen
kernhaltigen Zellen vorkommen, wahrend die Killerinhibierenden Rezeptoren (KIR) HLA-I-
Molekile erkennen. Das Killersignal der KAR wird normalerweise durch das inhibierende Signal der
KIR unwirksam gemacht, fehlende HLA-I-Antigene fiihren zur Zerstérung der Zelle (Delves und
Roitt 2000).

Etwa 60 % der im Endometrium vorhandenen Leukozyten sind NK-Zellen. In der
Frihschwangerschaft kommt es zu einer deutlichen Zunahme dieser Zellpopulation. Uterine NK-
Zellen (uNK-Zellen) dhneln den peripheren NK-Zellen, sie sind jedoch spezifisch fur den Uterus und
unterscheiden sich von den peripheren NK-Zellen durch ihre Oberflachenantigene. In der
Frihschwangerschaft proliferieren die uNK-Zellen unter dem Einfluss von Zytokinen und
Steroidhormonen (King et al. 1999, Henderson et al. 2003).

Im Hinblick auf die immunologische Toleranz der Schwangerschaft erscheint die Zunahme der
UNK-Zellen in der Fruhschwangerschaft paradox, da zundchst angenommen wurde, dass der
Trophoblast vor dem Angriff der uNK-Zellen geschiitzt werden misse. Quenby und Farquharson
fanden bei infertilen Frauen und bei Frauen nach habituellen Aborten, im Vergleich zu fertilen
Frauen, prakonzeptionell erhohte uNK-Zellen im Endometrium (Quenby und Farquharson 2006). Es
hat sich allerdings herausgestellt, dass uNK-Zellen durch regulierende Mechanismen einen
wesentlichen Beitrag zum Schutz der Schwangerschaft leisten. Obwohl sie sehr zahlreich in der
Dezidua vorkommen, greifen sie den Trophoblasten normalerweise nicht an. Dies ist in erster Linie
auf die Expression inhibitorischer Rezeptoren zuriickzufiihren. Diese Rezeptoren, z. B.
Immunglobulin-like KIR und lectin-like KIR, binden an HLA-C, HLA-E und HLA-G des
Trophoblasten und hemmen damit die lytische Aktivitat der uNK-Zellen. Auf peripheren NK-Zellen
sind diese inhibitorischen Rezeptoren nicht nachweisbar. Durch Bindung an die inhibitorischen
Rezeptoren bilden uNK-Zellen eine Vielzahl von Zytokinen:
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Macrophage-colony-stimulating factor (M-CSF) und Leukemia-inhibitory-factor (LIF)
stimulieren das Trophoblastwachstum. Colony-stimulating Faktoren foérdern zusétzlich die
Trophoblastzellproliferation und -differenzierung (Loke et al. 1992). LIF unterstltzt die
Implantation (Stewart et al. 1992).

Transforming growth factor-f (TGF-f) hemmt dagegen die Trophoblastproliferation und
-differenzierung (Morrish et al. 1991).

Weiterhin bilden uNK-Zellen auch Typ-1-Zytokine wie TNF-alpha und IFN-gamma.

Diese Zytokine haben eine negative Wirkung auf die Implantation und die
Trophoblastinvasion

(s. 1.4.3).



1.43  T-Lymphozyten und das Th1/Th2-Paradigma

Miitterliche T-Zellen haben in der Dezidua engen Kontakt zum Trophoblasten. Da der Trophoblast
jedoch mit Ausnahme von HLA-C keine HLA-la-Antigene exprimiert, wird er von den

zytotoxischen T-Zellen nicht angegriffen (Abb. 5). HLA-C ist nur wenig polymorph, offenbar spielt

es als Ursache der immunologischen AbstoRung keine Rolle (Hunt et al. 2005).

Abb. 5:

IL-4
IL-10
TGF-B

Treg-Zelle

Schutz des Trophoblasten vor dem miutterlichen Immunangriff. Trophoblastzellen
exprimieren HLA-E, HLA-G und HLA-C. Durch Bindung an uNK uber inhibitorische Re-
zeptoren (KIR) wird die uNK-Aktivitat moduliert. U. a. bilden die uNK-Zellen schitzende,
bzw. implantationsférdernde (G-CSF, M-CSF, VEGF und LIF) und implantationshemmen-
de (TGF-B, TNF-qa, IFN-y) Zytokine. Die Bindung von HLA-G an dendritische Zellen for-
dert die Bildung regulatorischer T-Zellen (Treg-Zellen). Treg-Zellen bilden u. a. IL-4, IL-10
und ebenfalls TGF-B. Uber den vom Trophoblasten gebildeten Fas-Liganden (FasL)
kommt es zur Apoptose aktivierter T-Lymphozyten. Weiterhin bildet der Trophoblast
Indolaminoessigséaure (IDO). IDO katabolisiert das fiir die Proliferation von T-Zellen erfor-

derliche Tryptophan (Substratentzug).



17

Von Bedeutung ist die Zytokinproduktion der T-Helferzellen. T-Helferzellen werden in
Abhé&ngigkeit von ihrer Zytokinbildung in Th-1- und Th-2-Zellen unterschieden:

e Th-1-Zytokine, z. B. TNF-o, IL-2 und IFN-y wirken inflammatorisch. Sie fiihren zur
Apoptose  der menschlichen  Trophoblastzellen und  fordern  weiterhin  die
Makrophagenaktivitét in der Dezidua.

e Th-2-Zytokine, z. B. IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 wirken anti-inflammatorisch. Sie stimulieren
das Trophoblastwachstum und die Invasion.

In normal verlaufenden Schwangerschaften dominieren die Th-2-Zytokine, da sie offenbar
schwangerschaftsprotektive Eigenschaften besitzen (Lin et al. 1993, Wegmann et al. 1993, Chaouat
et al. 1995). Th-1-Zytokine flhren dagegen zur plazentaren Nekrose und zur Aktivierung anderer
immunkompetenter Zellen und rufen somit eine AbstolRung hervor (Chaouat et al. 1990, Lin et al.
1993, Raghupathy 1997).

Bei Frauen mit ungekléarten habituellen Aborten findet sich gegenlber Frauen mit intakten
Schwangerschaften eine Dominanz der Th-1-Zytokine (Piccinni et al. 1998). Weiterhin hat sich
gezeigt, dass die Injektion von Typ-1-Zytokinen bei graviden Méausen zur Resorption der
Schwangerschaft fuhrt (Chaouat et al. 1990). Die intakte Schwangerschaft ist somit vorwiegend ein
Th-2-Phédnomen, da es zu einer Reduzierung der Th-1- zugunsten der Th-2-Reaktion kommt. IL-4,
IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13 haben auf die embryonale Entwicklung einen positiven Einfluss.
Zytotoxische T-Lymphozyten kdnnen mit den von ihnen produzierten Zytokinen, wie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-y (IFN-y), die embryonale
Entwicklung behindern. Bei Persistenz oder Dominanz der zytotoxischen Zytokine drohen dem
Trophoblasten Apoptose und Wachstumshemmung (Wegmann et al. 1993).

Eine inflammatorische Th-1-Reaktion ist andererseits fir die Implantation unerlésslich. Es wird eine
sich selbst regulierende inflammatorische Antwort ausgeldst, die den Defekt an der mdtterlich-
fetalen Grenzflache limitiert. Das Th-1-Zytokin TNF-a veranlasst den Trophoblasten zur vascular
endothelial growth factor (VEGF) Produktion. VEGF reguliert die Permeabilitdt der plazentaren
Gefdlle und die Angiogenese. Beides ist fur die Implantation und die Plazentation erforderlich
(Chung et al. 2000). Weiterhin induziert TNF-a die Produktion von Interleukin-10 (IL-10), welches
die inflammatorische Antwort unterdriickt (Lio et al. 2001). Offenbar schiitzen die Th-1-Zytokine
vor einem exzessiven Eindringen des Trophoblasten in die Dezidua. Chaouat et al. postulieren daher,
dass die verschiedenen Zytokine waéhrend der Schwangerschaft jeweils zu spezifischen Zeiten
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prasent sind und somit regulative Funktionen tibernehmen (Chaouat et al. 2002, Chaouat et al. 2003).
Somit Gbernimmt zum Beispiel der transforming growth factor f (TGF-B) mit der Unterdriickung der
NK-Zellaktivierung eine Th-2-Aktion, jedoch mit der Regulation der Trophoblastproliferation eine
Th-1-Aktion. Es zeigt sich also, dass der reguldre Ablauf einer Kaskade von Zytokinen eine
bedeutende Rolle spielt. Die Zytokine werden jeweils zu spezifischen Zeiten freigesetzt, und ihre
Wirkung hangt unter anderem von dem Zeitpunkt der Freisetzung anderer Zytokine und deren
jeweiligem Vorhandensein ab.

1.4.4  Regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen)

In neuerer Zeit haben die fruher als Suppressor-T-Zellen bezeichneten regulatorischen T-Zellen
(Treg-Zellen) zunehmendes Interesse gefunden. Treg-Zellen weisen die Oberflachenmarker CD4 und
CD25 auf. Es lassen sich mindestens drei Untergruppen von CD4’-regulatorischen T-Zellen
unterscheiden: Typ-1-regulatorische T (Trl)-Zellen, T-Helfer-3 (Th3)-Zellen und CD4'CD25"-
regulatorische T-(Treg)-Zellen. Alle drei Untergruppen haben die Fahigkeit zur Hemmung der
Proliferation und Effektorfunktion anderer T-Zellen. An reproduktiven Vorgangen sind vor allem
Treg-Zellen beteiligt (Guerin et al. 2009).

Treg-Zellen konnen die Zytokine IL-4, 1I-10 und TGFp bilden. Zur Proliferation werden sie durch
IL-2 und durch Stimulation tiber den T-Zellrezeptor angeregt (Sakaguchi et al. 1995).

Treg-Zellen sind an der Unterdriickung autoimmunologischer Vorgénge und der Allograftabstoung
beteiligt. Sie kontrollieren T-Zellen, die der negativen Selektion im Thymus entgangen sind, aber
dennoch mit Autoantigenen reagieren. Weiterhin begrenzen sie die Dauer und das Ausmal} der T-
Zellreaktion mit exogenen Antigenen, unter anderem auch Alloantigenen.

Der Dialog mit spezifischen dendritischen Zellen ,tolerogenen dendritischen Zellen* ist fiir die
Aktivierung und Vermehrung der Treg-Zellen von entscheidender Bedeutung. Verschiedene
costimulatorische Signale an dendritische Zellen (DC) konnen die Treg-vermittelte Suppression
hemmen. Entscheidend fiir die Kontrolle der Treg-Zellen ist die Zytokinumgebung. Wenn DC sich in
Gegenwart von TGFR, 11-10, GM-CSF und IL-4 differenzieren, haben sie die Eigenschaften von
unreifen DC und induzieren Treg-Zellen mit immunsupprimierender Funktion.

Es hat sich weiterhin gezeigt, dass Treg-Zellen bei der immunologischen Toleranz der Spermatozoen
und des Trophoblasten eine wichtige Rolle spielen. Wahrend der Schwangerschaft sind Treg-Zellen
im Blut, in der Dezidua und in den Lymphknoten der Abflussgebiete des Uterus erhéht. Stérungen
der Treg-Zellfunktion kdnnen zu ungeklarter Sterilitdt, zu Fehlgeburten und zur Praeklampsie
fuhren. Im Mausmodell werden bei Abwesenheit von Treg-Zellen allogene Feten abgestolien,

syngene Feten bleiben dagegen intakt (Aluvihare et al. 2004). Weiterhin fanden sich im Mausmodell
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bei zu Aborten neigenden Paarungen weniger Treg-Zellen in der Dezidua. Die Zugabe von Treg-
Zellen gesunder gravider Maduse an die zu Aborten neigenden Mause verhinderte den Abort
(Zenclussen et al. 2005). Aus diesen Befunden lasst sich die Bedeutung der Treg-Zellen fur den
Erhalt der Schwangerschaft ableiten.

Beim Menschen fanden Sasaki und Mitarbeiter in der Frihgraviditat einen Anstieg der dezidualen
Treg-Zellen (Sasaki et al. 2004). In anderen Studien fand sich ein Anstieg der peripheren Treg-Zellen
in der Frihgraviditdt mit einem Maximum im zweiten Trimester und einem Abfall post partum
(Heikkinen et al. 2004).

Zahlreiche Studien berichten (ber eine Beziehung zwischen Treg-Zell-Mangel und
Schwangerschaftskomplikationen. Im Abortgewebe nach Spontanaborten fanden sich weniger Treg-
Zellen als im Gewebe von induzierten Aborten oder im Endometrium nicht schwangerer Frauen
(Sasaki et al. 2004, Yang et al. 2008). In einer weiteren Studie fanden sich bei Frauen mit
rezidivierenden Spontanaborten (RSA) weniger Treg-Zellen im peripheren Blut und eine erniedrigte
Suppressoraktivitidt gegeniiber normal schwangeren Frauen (Jasper et al. 2006). Im Endometrium
von Frauen mit ungeklarter Sterilitat war die mRNA fiir Treg-Zellen erniedrigt. Dies lasst vermuten,
dass die Konzeptionsféhigkeit durch verminderte Bildung von Treg-Zellen beeintréchtigt wird

(Abb. 6). Da antigenprasentierende Zellen — die gleichzeitig HLA-G exprimieren — in CD4"-Zellen
vorzugsweise Suppressoraktivitat induzieren (LeMaoult et al. 2004), besteht die Mdglichkeit, dass
HLA-G des Trophoblasten ebenfalls die Zahl der Treg-Zellen am Ort der Implantation beeinflusst.

k
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Tolerance immunity

normal pregnancy infertility / miscarriage / preeclampsia

Abb. 6:  Ein Mangel an Treg-Zellen oder eine zu geringe suppressive Funktion der Treg-Zellen ist mit Sterili-
tat, habituellen Aborten und Praeklampsie verbunden. Im Mausmodell fuhrt die adaquate Treg-
Zellfunktion wahrend normaler Graviditdten zu einem verminderten Thl-vermittelten maternalen
Angriff auf den allogenen Konzeptus, Treg-Zell-Mangel fuhrt zur insuffizienten Suppression und zu
Thl-vermitteltem Abort. Guerin et al. (2009, S. 524).
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1.45 Hemmung zytotoxischer T-Zellen durch Substratentzug

Eine mdogliche AbstoBung der Schwangerschaft durch zytotoxische T-Zellen wird durch einen
weiteren Mechanismus gehemmt: T-Zellen sind auf Tryptophan als Substrat angewiesen. Das Enzym
Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) katabolisiert Tryptophan und hemmt die T-Zellaktivitat durch
Substratentzug. Munn und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass IDO sowohl von Makrophagen als
auch vom Trophoblasten gebildet wird. Eine experimentelle Hemmung der IDO lasst den
Tryptophanspiegel ansteigen, so dass die als Folge dessen ungehemmte T-Zellaktivitat bei Méusen
zur Resorption der Feten fuhrt (Munn et al. 1998).

1.4.6  Apoptoseinduzierende Mechanismen des Trophoblasten

Fas oder CD95 wird auf mitterlichen Immunzellen (T-Zellen und NK-Zellen) exprimiert. Da der
Trophoblast apoptoseinduzierende Liganden (Fas Ligand = FasL) exprimiert, kommt es sehr
wahrscheinlich zur Apoptose eindringender Lymphozyten. Dies wirkt als immunprivilegierender
Mechanismus (Runic et al. 1996) und es ist anzunehmen, dass die FasL-Expression des

Trophoblasten den Trophoblasten gegen aktivierte Leukozyten schiitzt (Hammer et al. 1999).

15 Ursachen friher Embryonenverluste

In erster Linie kommen folgende Ursachen von Embryonenverlusten nach Embryotransfer in
Betracht:

e  Uterine Ursachen

e  Technische Probleme wahrend des Transfers

e  Ursachen auf Seiten des Embryos

e  Gestortes Hatching

e  Ursachen auf Seiten des Endometriums

° Unzureichende Immuntoleranz.

1.5.1  Uterine Ursachen

Fehlformen des Uterus sowie Polypen oder Myome koénnen die Einnistung des Embryos stéren. Die
meisten Auffalligkeiten lassen sich sonographisch erkennen, dennoch wird nach mehrfachem
Implantationsversagen eine Hysteroskopie empfohlen, um auch weniger deutliche Auffalligkeiten —
vor allem Uterussepten — zu erkennen. In der Mehrzahl der Félle kdnnen submukdse Myome,
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Polypen und auch Uterussepten hysteroskopisch entfernt werden. Hinckley et al. berichteten ber
1.000 Hysteroskopien vor IVF. Sie fanden u. a. bei 323 Frauen Endometriumpolypen, bei 27 Frauen
submukdse Myome, bei 25 Frauen intrauterine Adh&sionen und bei 5 Frauen ein Uterusseptum
(Hinckley et al. 2004). Ob alle auffélligen Befunde ein Nidationshindernis darstellen, ist umstritten
(Grimbizis et al. 2001).

1.5.2  Technische Probleme wahrend des Transfers

Nach extrakorporaler Befruchtung werden die vorhandenen Embryonen transzervikal mit einem
diinnen Katheter in das Cavum uteri transferiert. Als optimaler Ort fur das Einsetzen der Embryonen
gilt ein Bereich kranial des inneren Muttermundes bis zu einer Distanz von ca. 10 mm kaudal des
Fundus. Die Uteruslange wird vor dem Transfer sonographisch ermittelt. Dennoch kénnen
Fehlinterpretationen eine fehlerhafte Position der Katheterspitze zur Folge haben.

Ein atraumatischer Transfer gilt als Voraussetzung flr gute Schwangerschaftsraten. Traumatische
Transfers sind vor allem auf stark retro- oder anteflektierte Uteri sowie auf Zervikalstenosen
zurlickzufuhren. Verletzungen des Endometriums kénnen zu myometranen Kontraktionen fiihren
und damit die Implantation beeintrachtigen. Ferner kann reichlich vorhandener zervikaler Mucus mit
dem Katheter in das Cavum uteri vorgeschoben werden. Ein auf Grund dessen in den Mucus
abgesetzter Embryo wird unter Umstanden beim Zuriickziehen des Katheters mit dem Mucus in den
Zervikalkanal verlagert. Ein Teil der Probleme kann durch einen Probetransfer und/oder eine

abdominale Ultraschallkontrolle vermieden werden (Brown et al. 2007).

1.5.3  Ursachen auf Seiten des Embryos

Embryonen unterscheiden sich in ihrem Entwicklungspotential. Es gibt daher zahlreiche Ansétze zur
Beurteilung der Embryonenqualitit mit dem Ziel, die Embryonen mit den besten
Entwicklungschancen auszuwéhlen und zu (bertragen. Eine suffiziente Beurteilung der
Embryonenqualitat gelingt am besten nach dem 4-8-Zellstadium (Desai et al. 2000).

Nach dem Deutschen Embryonenschutzgesetz dirfen nur maximal drei Embryonen pro Zyklus
entstehen. Alle entstandenen Embryonen missen im gleichen Zyklus transferiert werden (ESchG
1990). In Deutschland missen daher bereits die am ersten Tag nach der Fertilisation entstandenen
Vorkernstadien (Pronukleus- oder PN-Stadien) hinsichtlich ihrer potentiellen Entwicklungsfahigkeit
ausgewahlt werden.

Ein eindeutiges Kriterium fur die Beurteilung der PN-Stadien ist die Zahl der VVorkerne. Mehrfach

befruchtete Oozyten sind polyploid, dies ist an der Zahl der Vorkerne erkennbar. Polyploide PN-
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Stadien werden nicht weiter kultiviert. Allerdings weisen auch diploide PN-Stadien nicht selten
Chromosomenanomalien auf. Plachot und Mitarbeiter fanden bei 16 % diploider IVF-Embryonen
Chromosomenanomalien (Plachot et al. 1987). In einer Untersuchung von Jamieson und Mitarbeitern
betrug die Rate chromosomal aberranter Embryonen ca. 22 % (Jamieson et al. 1994).

Voullaire et al. untersuchten Chromosomenanomalien bei Frauen mit wiederholtem
Implantationsversagen, keiner Schwangerschaft nach mindestens 10 Ubertragenen Embryonen,
mittels komparativer Genomhybridisierung an Prdimplantationsembryonen. Von insgesamt 142
untersuchten Embryonen wiesen 56,3 % Chromosomenanomalien auf (Voullaire et al. 2007).

In einer aktuellen Studie von Vanneste et al. werden Hinweise auf Chromosomeninstabilitaten in der
frihen Embryonalentwicklung beschrieben. Es fanden sich h&ufig segmentale Deletionen,
Duplikationen und Amplifikationen reziprok zu Schwesterblastomeren. Dies deutet auf das
Vorkommen von Bruch-Fusions-Briickenzyklen hin und lasst postzygote Chromosomeninstabilitat
als eine entscheidende Ursache von konstitutionellen Chromosomenanomalien vermuten (Vanneste
et al. 2009).

In der friihen Embryonalentwicklung findet eine stringente Selektion gegen Chromosomenanomalien
statt (Engel et al. 1998). Es ist somit anzunehmen, dass ein wesentlicher Teil der frihen
Embryonenverluste  chromosomal bedingt ist. Fur diese Annahme sprechen u. a.
Untersuchungsergebnisse von Materialien aus klinischen Aborten des I. Trimenons. Weitgehend
ubereinstimmend fanden sich bei etwa 50 % der untersuchten Spontanaborte chromosomale
Auffalligkeiten (Boue et al. 1975, Eiben et al. 1990). Im Vordergrund der Chromosomenanomalien
stehen Trisomien, Triploidien, Monosomie X, Tetraploidien und strukturelle Chromosomen-
anomalien (Eiben et al. 1990).

Wenngleich somit ein wesentlicher Anteil von Implantationsversagen durch Chromosomen-
anomalien erklart werden kann, stellt sich doch die Frage nach den weiteren Ursachen der
Embryonenverluste, die laut DIR mit ca. 83 % anzunehmen sind. Diese Verluste sind zu nicht exakt
abschétzbaren Anteilen auf Stérungen in der frihen Embryonalentwicklung zuriickzufiihren
(Balaban und Urman 2006). Weiterhin sind Stérungen des Endometriums und vermutlich auch

immunologisch bedingte AbstoRungsreaktionen verantwortlich.

1.5.4  Gestortes Hatching

Fur den Embryo ist das Verlassen der Zona pellucida (Schlipfen oder Hatching) eine essentielle
Voraussetzung fur die Implantation. Stérungen dieses VVorgangs werden fiir Implantationsversagen

verantwortlich gemacht. Es wird vermutet, dass es vor allem bei &lteren Patientinnen zu einer
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Verhartung der Zona pellucida kommt. Das Hatching kann somit unterbleiben, die Implantation des

Embryos wird dadurch verhindert.

155  Gestorte Implantation

Die Implantation des Embryos in das Endometrium findet nur wahrend eines definierten Zeitraums
und nur unter bestimmten physiologischen Bedingungen statt. Nur innerhalb dieses
Implantationsfensters besteht eine Rezeptivitat des Uterus, und nur dann ist die Einnistung der
Blastozyste in das Endometrium mdglich. In einem normalen menschlichen Zyklus beginnt die
Apposition der Blastozyste sechs Tage nach dem LH-Peak und ist etwa 10 Tage nach dem LH-Peak
abgeschlossen (Lessey 2000).

Zur Erhéhung der Erfolgsraten einer extrakorporalen Befruchtung werden die Ovarien mit hohen
Gonadotropindosen stimuliert. Diese Stimulation fiihrt zu unphysiologisch hohen Ostradiol- und
Progesteronspiegeln. Das Endometrium reagiert darauf mit vorzeitigen postovulatorischen
sekretorischen Veranderungen und einer asynchronen Entwicklung des Drusen- und Stromagewebes
in der mittleren Lutealphase (Fanchin et al. 1995, Basir et al. 2001, Bourgain et al. 2002). Es folgt
eine embryo-endometriale Asynchronitdt mit einer gegenuber naturlichen Zyklen reduzierten
Implantationsrate (Macklon und Fauser 2000).

Wahrend des Implantationsfensters bildet das Endometrium Pinopodien. Diese Ausstiilpungen
befinden sich an der apikalen Oberflache des luminalen Endometriumepithels (Nikas 1999b). Bei
fertilen Frauen zeigte sich, dass die Pinopodienbildung und -regression vom Progesteroneinfluss
abhangt (Stavreus-Evers et al. 2001). Verzogerte oder ungentigende Ausbildung von Pinopodien
konnte Folge eines hormonell inadédquaten Endometriums sein, beziehungsweise Folge einer
Asynchronizitat im endometrialen Reifungsprozess. Unter ovarieller Stimulation im IVF-Zyklus
erscheinen die Pinopodien etwa ein bis zwei Tage friher als im unstimulierten Zyklus, d. h. es
kommt zu einer Verschiebung des Implantationsfensters in IVF-Zyklen (Nikas 1999a). Somit wirde
ein frihzeitig gereiftes rezeptives Endometrium einem noch unfertig entwickelten Embryo

gegentberstehen.

1.5.6  Immunologische Ursachen

Transplantiertes Gewebe eines genetisch fremden Individuums (Allograft) wird von den T-Zellen
des Empféangers als fremd erkannt. Die Erkennung der fremden HLA-I-Molekile fihrt zu einer
abstoBenden Immunreaktion und damit zur Zerstérung des Allografts. Da es sich bei der

Schwangerschaft um ein Hemiallotransplantat handelt — die vom Vater stammenden Antigene sind
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fir das matterliche Immunsystem fremd — wurde nach den Uberlegungen von Medawar eine der
Transplantatabstoung vergleichbare Reaktion fur die AbstoRung der Schwangerschaft bei
habituellen Aborten verantwortlich gemacht (Medawar 1953, Beer et al. 1981, Taylor und Faulk
1981). Die inzwischen vorliegenden Untersuchungen tber HLA-Antigene des Trophoblasten haben
diese Vorstellung allerdings in den Hintergrund treten lassen.

Zahlreiche Mechanismen zum Schutz des Embryos vor dem mutterlichen Immunangriff wurden
bereits dargestellt. Angesichts der Komplexitét ist jedoch ein Versagen der Schutzmechanismen mit
der Folge einer immunologischen AbstofRungsreaktion nicht auszuschliefen. Diese Moglichkeit
wurde zunéachst flr Frauen mit wiederholten (habituellen) Aborten angenommen. Es wurde vermutet,
dass die Erkennung der immunologisch fremden paternalen Antigene durch das miutterliche
Immunsystem zur AbstoRung fiihren misse, die Abstolung jedoch durch eine gleichzeitig

erfolgende Schutzreaktion verhindert wirde (s. Abb. 7).

abstoRende Immunreaktion abstoBende Immunreaktion

schitzende Immunreaktion

Unvollstandige Erkennung durch
das miitterliche Immunsystem

Vollsténdige Erkennung durch das miitterliche Immunsystem

Abstolung
Trophoblast Trophoblast
a b

Abb. 7:  Schematische Darstellung des Schutzes der Schwangerschaft vor der mutterlichen Immunreaktion.
a: Die Schwangerschaft wird vollstandig erkannt und fuhrt zur Induktion einer abstoRenden und
schitzenden Immunreaktion.

b: Die Schwangerschaft wird unvollstdndig erkannt, die Bildung der schiitzenden Reaktion unter-
bleibt, und die Schwangerschaft wird abgestoRen. Hinney (2001, S. 348).

Zu einer fehlerhaften Erkennung der Schwangerschaft sollte es insbesondere dann kommen, wenn
die HLA-Merkmale beider Partner eine hohe Ubereinstimmung, d. h. ein tiberzufillig hohes HLA-
Sharing, aufwiesen. In derartigen Fallen sollte die zu hohe Ahnlichkeit der HLA-Antigene die

Bildung der erforderlichen Schutzreaktion verhindern. Altere Untersuchungen hatten bei Paaren mit
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habituellen Aborten ein hohes HLA-Sharing nachweisen konnen, welches die Annahme

immunologischer Ursachen habitueller Aborte unterstitzte (Gerencer et al. 1979).

1.6 Maoglichkeiten zur Erh6hung der Implantationsrate
1.6.1  Assisted Hatching

Im Jahr 1989 berichteten erstmals Malter und Cohen Uber eine steigende Implantationsrate durch
assistiertes Hatching bei IVF-Embryonen. Die Zona pellucida wurde vor den Transfer mechanisch,
enzymatisch oder durch einen Laser er6ffnet (partial-zona-dissection). Das partielle Eréffnen sollte
den folgenden Schlipfprozess verbessern (Malter und Cohen 1989). Seif et al. untersuchten in einer
Cochrane Analyse 28 Studien zum assisted hatching. Zwischen der Therapie- und Kontrollgruppe
gab es keinen Unterschied der Raten an Lebendgeburten. Sieben kontrollierte Studien ergaben eine
OR fir Lebendgeburten von 1.13, (95 % CI 0.83 bis 1.55). In diesen sieben Studien waren auch die
Schwangerschaftsraten gleich (OR 1.13, 95 % CI 0.83 bis 1.54).

Unter Einschluss von 16 Studien "more robust in methodology” fand sich eine knapp signifikante
Erhoéhung der Schwangerschaftsraten durch assisted hatching (OR 1.20, 95 % CI 1.00 bis 1.45,

P = 0.05) (Seif et al. 2006).

1.6.2  Nichtsteroidale Antiphlogistika

Nichtsteroidale Antiphlogistika hemmen die Prostaglandinsynthese aus Arachidonsdaure durch die
Hemmung der Cyclooxygenase. Die Hemmung der Thrombozyten-Cyclooxygenase flhrt zu einer
Verschiebung des Prostacyclin-Thromboxanverhéltnisses zugunsten von Prostacyclin. Prostacyclin
ist ein Gegenspieler von Thromboxan, da es eine Vasodilatation und keine Aggregation der
Thrombozyten bewirkt. Es vermindert somit die Vasokonstriktion und die Thrombozytenaggregation
mit der Folge einer verbesserten Uterusperfusion. Weiterhin kann der durch nichtsteroidale
Antiphlogistika verminderte Prostaglandinspiegel die durch den Embryotransfer méglicherweise
ausgeldsten Kontraktionen vermindern und zu einer Relaxation des Uterus fiihren.

Eine prospektive, randomisierte Studie von Waldenstrom et al. untersuchte 2004 den Einfluss von
low-dose ASS auf die Implantationsrate bei I\VF-Behandlungen. Den Patientinnen wurden jeweils
75 mg ASS vom Tag des Embryotransfers bis zum Schwangerschaftstest verabreicht. Die
Geburtenrate stieg bei den mit ASS therapierten Patientinnen um 4% an (Waldenstrom et al. 2004).
In einer prospektiven, randomisierten, doppelblinden placebokontrollierten Studie untersuchten

Moon et al. 2004 die Auswirkungen einer Piroxicam-Therapie vor Embryotransfer (einmalige Gabe
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von 10 mg). Es fand sich im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg der
Implantations- und Schwangerschaftsraten unter Piroxicam (Moon et al. 2004). Untersucht wurden
188 Embryotransfers und 78 Kryoembryotransfers. In der Therapiegruppe mit 94 Embryotransfers
bzw. 39 Kryoembryotransfers wurde 10 mg Piroxicam oral ein bis zwei Stunden vor dem
Embryotransfer verabreicht. In der Kontrollgruppe mit der gleichen Anzahl an Embryotransfers
wurde ein Placebo gegeben. In der Therapiegruppe zeigten sich eine Implantationsrate von 18,7%
und eine Schwangerschaftsrate von 46,8%, im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einer
Implantationsrate von 8,6% und einer Schwangerschaftsrate von 27,6%.

In einer weiteren Studie von Pakkila et al. (2005) wurden insgesamt 374 Patientinnen unter IVF-
Therapie eingeschlossen. Die Therapiegruppe mit 186 Patientinnen erhielt 100mg ASS oral, die
Kontrollgruppe mit 188 Patientinnen erhielt Placebo. Die medikamentGse Therapie begann am ersten
Tag der ovariellen Stimulation und wurde bei positivem Schwangerschaftstest bis zur Geburt
fortgefuhrt. Es zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied der klinischen
Schwangerschaftsraten von 23,7% versus 25,5% zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. In einer
Studie von Lambers et al. (2009) wurden insgesamt 169 Patientinnen unter IVF-Therapie mit
rezidivierendem Implantationsversagen behandelt. Ausgeschlossen wurden Patientinnen mit tubarer
Sterilitat. In der Therapiegruppe erhielten 84 Patientinnen mit Beginn der ovariellen Stimulation
100mg ASS oral, die Kontrollgruppe mit 85 Patientinnen erhielt ein Placebo. Es ergab sich eine
klinische Schwangerschaftsrate von 35,4% in der Therapie- und eine von 31% in der Kontrollgruppe.
Es kam zu keiner signifikanten Verbesserung der Schwangerschaftsrate unter low-dose-ASS-
Medikation bei Patientinnen mit rezidivierendem Implantationsversagen. In einem Cochrane-Review
aus dem Jahre 2007 zur Gabe von low-dose Aspirin vor ET wurden Daten von 1.240 Patientinnen
aus sieben Studien ausgewertet. In dieser grof3en Studie fand sich kein signifikanter Unterschied der
klinischen Schwangerschaftsraten zwischen Therapie- und Kontrollgruppen. Die Autoren kommen
daher zu der Schlussfolgerung, dass eine ASS-Therapie vor Embryotransfer nicht empfohlen werden
kann (Poustie et al. 2007).

1.6.3  Corticoidtherapie

Eine Verbesserung der Implantation wird auch durch Gabe von Corticoiden angestrebt. Als Folge
der Corticoidgabe werden eine immunmodulatorische Wirkung zur Reduktion der NK-Zellzahl, eine
Normalisierung der Zytokinexpression im Endometrium und eine Suppression der endometrialen
Entzundungsreaktion angenommen. In einer Cochrane-Analyse von 13 Studien, in denen die Gabe
von Glucocorticoiden nach IVF oder ICSI zum Zeitpunkt der Implantation mit dem Verzicht auf

Corticoide verglichen wurde, zeigte sich bei der Lebendgeburtenrate kein Unterschied zwischen den
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beiden Gruppen (OR 1.21, 95 % CI 0.67 bis 2.19). Beim Vergleich der Schwangerschaftsraten zeigte
sich ebenfalls kein Vorteil der Glucocorticoidtherapie (13 Studien; OR 1.16, 95 % CI 0.94 bis 1.44).
Vorteilhaft erwies sich die Medikation allein in einer Subgruppenanalyse von 650 Frauen nach IVF
(6 Studien, OR 1.50, 95 % CI 1.05 bis 2.13). Die Autoren schlieRen aus diesem Ergebnis, dass die
Glucocorticoidgabe nach extrakorporaler Befruchtung keine signifikante Verbesserung des
klinischen Erfolgs erwarten l&sst, wenngleich die Therapie bei IVF-Patientinnen (im Gegensatz zu
ICSI-Patientinnen) eine grenzwertige Erhdhung der Schwangerschaftsraten erkennen liel3 (Boomsma
et al. 2007).

1.6.4  Zytokintherapie

LIF: Das Zytokin Leukemia inhibitory factor (LIF) moduliert reproduktive Funktionen auf
verschiedenen Ebenen. Wahrend der embryonalen Entwicklung reguliert es die Migration von
GnRH-Neuronen, beim Erwachsenen ist es an der GnRH-Freisetzung und der Regulation der LH-
und Prolaktinsekretion beteiligt. Eine besondere Rolle wird LIF bei der Implantation zugeschrieben.
Das wahrend des Implantations-Fensters von den Pinopodien gebildete LIF beeinflusst offenbar den
sich implantierenden Embryo, da der Embryo LIF-Rezeptoren exprimiert. Bei Méausen flhrt LIF-
Mangel zu Implantationsstérungen. Bei fertilen Frauen gilt eine hohe LIF-Expression als Indikator
fur ein rezeptives Endometrium. Recombinant hergestellter LIF (r-LIF, Emfilermin®) wurde zur
Verbesserung der Implantationsrate bei wiederholtem Implantationsversagen eingesetzt (Aghajanova
2010). Nach ermutigenden Ergebnissen von Pilotstudien folgte eine randomisierte, doppelblinde
Multicenterstudie. Frauen mit mindesten zwei erfolglosen extrakorporalen Befruchtungen erhielten
vom Zeitpunkt des Embryotransfers sieben Tage lang tgl. 150 ug r-LIF. Diese Studie konnte keinen
Vorteil der r-LIF-Therapie nachweisen. Bei 102 mit r-LIF behandelten Frauen kam es zu 18
Schwangerschaften (17,6 %), von 47 mit Placebo behandelten Frauen wurden 16 schwanger (34 %)
(Brinsden et al. 2009).

TNF-o-Blocker: Thl-Zytokine — u. a. TNF-a — gelten nach dem Th1/Th2-Konzept als implantations-
hemmend. Zur Therapie von Frauen mit wiederholtem Implantationsversagen und erhohtem
Th1/Th2-Verhdltnis wurde daher in einer kleinen Studie ein TNF-a-Blocker (Adalimumab,
Humira®) verabreicht. Winger et al. behandelten 6 dieser Patientinnen vor erneuter IVF mit 2 x
40 mg Humira®. Im folgenden IVF-Zyklus wurden 3 Patientinnen schwanger, alle
Schwangerschaften wurden ausgetragen. In einer Kontrollgruppe ohne Adalimumab-Behandlung

wurde von 5 Frauen keine schwanger. Die beiden Gruppen waren jedoch nur teilweise vergleichbar,
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aullerdem erfolgten Zusatzbehandlungen mit Heparin und ASS. Die zahlreichen mdglichen

Nebenwirkungen der TNF-a-Blocker-Behandlung werden nicht erwahnt (Winger et al. 2009).

G-CSF: Durch Bindung von HLA-C und -E (ber inhibitorische Rezeptoren an uterine NK-Zellen
(KIR) wird unter anderem G-CSF gebildet (s. Abb. 1.5). G-CSF scheint eine besondere Bedeutung
fir die Implantation zu haben. Wiurfel et al. untersuchten eine Gruppe von Patientinnen mit
wiederholtem Implantationsversagen bzw. ungeklarter Sterilitat. Bei 78 % dieser Patientinnen
fehlten aktivierende Rezeptoren (2 DS I, 2 DS 3 und 3 DS 5) fir KIR. Diese Patientinnen wurden
mit G-CSF (Lanogrostim, Granocyte®) behandelt. Die Autoren erzielten in dieser Gruppe durch G-
CSF-Therapie hohe Schwangerschaftsraten: Nach Blastozystentransfer (Tag 5 nach Befruchtung)
kam es in 42 Behandlungszyklen zu 31 klinischen Schwangerschaften (73,8 %), die Abortrate betrug
38,7%. Nach friherem Embryotransfer (Tag 2 nach Befruchtung) wurden 8 von 19 Patientinnen
schwanger (42 %), es kam zu drei Aborten (Wirfel et al. 2001). Mdoglicherweise wird die
Implantation durch die G-CSF-bedingte Erhohung der Treg-Zellzahl geférdert (Scarpellini und
Sbracia 2009). (s. Kap. 1.6.5.1)

1.6.5  Aktive Immuntherapie mit Partnerlymphozyten

Unter der Annahme immunologischer Ursachen habitueller Aborte wurden in den vergangenen
Jahrzehnten verschiedene Strategien zur Abortprophylaxe entwickelt. Die Parallelen zur
Organtransplantation fuhrten zur Immuntherapie mit Partnerlymphozyten. Unter anderem hatte es
mit der zunehmenden Durchfiihrung von Nierentransplantationen Hinweise darauf gegeben, dass
vorausgegangene Bluttransfusionen von Fremdspendern an Empfénger von Nierentransplantaten zur
Verlangerung der Uberlebenszeit von Nierentransplantaten filhren (Festenstein et al. 1976).

Beer et al. behandelten 1981 in einer Pilotstudie drei Frauen bei Zustand nach habituellen Aborten
prakonzeptionell mit Partnerlymphozten. Indikation zur Therapie war ein ungewdéhnlich hohes HLA-
Sharing beider Partner (mehr als drei (bereinstimmende HLA-Antigene). Zwei der drei Frauen
wurden anschlieBend schwanger und trugen die nachfolgende Schwangerschaft aus. Beer begriindete
seine Therapie mit der Hypothese, die Partner seien sich hinsichtlich ihrer HLA-Antigene zu dhnlich,
so dass das Immunsystem der Schwangeren die Schwangerschaft daher nicht als immunologisch
fremd erkennen wiirde. Eine von ihm postulierte Schutzreaktion wiirde daher nicht induziert. Somit
kédme es zur AbstoRung der Schwangerschaft (s. auch Abb. 7, S. 24). Die ,,Drittortimmunisierung‘
mit Partnerlymphozyten sollte die erforderliche Schutzreaktion induzieren (Beer et al. 1981, Beer et
al. 1985).
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Taylor und Faulk behandelten zur gleichen Zeit ebenfalls drei Patientinnen mit fremden
Lymphozyten. Auf Grund des von ihnen entwickelten Konzepts der ,, trophoblast-lymphocyte-
crossreactive antigens (TLX-Antigene) behandelten sie die Frauen wahrend der Schwangerschaft
mit Drittspenderlymphozyten. Alle drei Frauen trugen die Schwangerschaft aus (Taylor und Faulk
1981).

Weite Verbreitung fand die aktive Immuntherapie durch eine 1985 im Lancet publizierte Studie.
Mowbray et al. hatten in einer randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten Studie 49
Frauen mit ungeklarten habituellen Aborten in der Frihschwangerschaft behandelt. Nach Ausschluss
bekannter Abortursachen galt die Abwesenheit zytotoxischer Antikoérper gegen T- und B-
Lymphozyten des Partners als Hauptkriterium fir die Aufnahme in die Studie. Im Therapiearm
erhielten die Frauen Lymphozyten des Partners, im Placeboarm Lymphozyten aus Eigenblut. Von

den mit Partnerlymphozyten therapierten Frauen trugen 17 von 22 die néchste Schwangerschaft aus,

im Placeboarm waren es nur 10 von 27. Der Unterschied war im > -Test signifikant

(x¢ = 6,39; p = 0,01) (Mowbray et al. 1985).

1.6.5.1 Vermutete Wirkmechanismen der aktiven Immuntherapie

Der exakte Mechanismus der Immuntherapie mit paternalen Lymphozyten ist unklar. Unter der
Annahme eines ungewohnlich hohen HLA-Sharings der Partner wurde zunéchst angenommen, dass
niedrige Spiegel von anti-paternal cytotoxic antibodies (APCA), anti-idiotypic antibodies (Ab2) und
mixed lymphocyte reaction blocking antibodies (MLR-Bf) bei RSA Paaren fur die Hyporeagibilitét
verantwortlich seien (Mowbray et al. 1985). Manche Autoren vermuteten, dass die aktive
Immuntherapie als Immunogen zur Verstarkung der mdtterlichen Immunreaktion und zur Induktion
verschiedener humoraler AK als immunologische Regulatoren zum Erhalt der Schwangerschaft
dient. Es wurde ferner angenommen, dass humorale AK (APCA, Ab2 and MLR-Bf), die als
Ergebnis der aktiven Immuntherapie gebildet werden, die fetalen HLA-Antigene maskieren und sie
vor dem Angriff der maternalen T-Zellen schiitzen. Bei den als Folge der aktiven Immuntherapie
gebildeten MLR-Bf handelt es sich um 1gG3. Diese AK sind mit dem Erfolg der Schwangerschaft
bei RSA assoziiert (Pandey et al. 2003).

Die aktive Immuntherapie flhrt weiterhin zu einer T-Zell-Suppression (Behar et al. 1993,
Matsubayashi et al. 2000) und zu einer Abnahme des muitterlichen IL-2-Rezeptors (Kilpatrick 1992)
mit der Folge einer VVerschiebung der Thl- zur Th2-Typ Immunitéat (Hayakawa et al. 2000).
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Check et al. berichteten Uber einen Anstieg von progesteroninduzierten BF (PIBF) bei Frauen mit
RSA nach aktiver Immuntherapie. PIBF spielen mdglicherweise durch Regulation des Th2-Shifts
eine signifikante Rolle beim Erhalt der Schwangerschaft (Check et al. 1997).

Ein weiterer Ansatz zur Verbesserung der Implantationsraten und zur Senkung der Abortraten ist
durch Erhéhung der Treg-Zellzahl, bzw. durch Aktivierung der Treg-Zellen zu erwarten. Es ist
anzunehmen, dass die Exposition mit Trophoblastantigenen bei Frauen mit ungeklarter Sterilitat oder
RSA zur Boosterung der Treg-Zellzahl und damit zu einer erhohten Immuntoleranz fihrt (Guerin et
al. 2009). Tierexperimentelle Studien unterstitzen dieses Konzept: Bei zu Aborten neigenden
Méusen (CBA/J x DBA/2) verhindern erhohte Treg-Zellzahlen die Resorption (Zenclussen et al.
2005). Zum Zeitpunkt der Konzeption verabreichtes TGFp erhoht die vaginale Treg-Zellzahl und
fuhrt damit ebenfalls zu einer Senkung der Resorptionsrate im Mausmodell (Clark et al. 2008). In
einer ersten klinischen Studie wurde RSA-Patientinnen G-CSF (Filgrastim®) zur Erhéhung der Treg-
Zellzahl in den ersten 30 Tagen der Schwangerschaft verabreicht. Diese Therapie fiihrte zu einer
hoheren Rate ausgetragener Schwangerschaften (Scarpellini und Sbracia 2009). Ein anderer Ansatz
besteht darin, dendritische Zellen in vitro mit den HLA-Antigenen des Partners zu primen. Dieser
Ansatz wurde bereits im Mausmodell erfolgreich zur Vermeidung der Graft versus host disease
angewandt (Sato et al. 2003).

Ob es durch die aktive Immuntherapie zu einer Erhéhung der Treg-Zellzahl im Endometrium
kommt, wurde bisher nicht untersucht. Die dargestellten Ergebnisse lassen jedoch darauf schlieRen,
dass verschiedene Stérungen der Schwangerschaft durch gleichartige immunologische Veranderun-
gen verursacht werden konnen. Zu diesen Storungen gehdren Implantationsversagen, wiederholte
Aborte und Praeklampsie.

Es lag daher nahe, die zur Prophylaxe habitueller Aborte etablierte aktive Immuntherapie auch zur

Therapie des wiederholten Implantationsversagens einzusetzen.

1.6.6  Passive Immuntherapie
1.6.6.1 Immuntherapie mit polyvalenten Immunglobulinen

Der mit der aktiven Immuntherapie verbundene Aufwand und die moglichen Risiken — vor allem die
maogliche Ubertragung von Infektionen — flihrten zur Entwicklung der passiven Immuntherapie.
Unter der Annahme, dass die postulierten ,,schiitzenden Antikorper” auch in polyvalenten
Immunglobulinen enthalten sein sollten, fihrten Muller-Eckhardt et al. eine Pilotstudie an 20
Patientinnen mit habituellen Aborten durch. In einer Folgeschwangerschaft wurden die Frauen ab der

5. SSW alle drei Wochen intravends mit polyvalenten Immunglobulinen (IVIG) behandelt.
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Zum Zeitpunkt der Publikation waren elf gesunde Kinder geboren, 5 Frauen waren noch schwanger,
drei davon im Ill. Trimenon. Es war zu lediglich drei Aborten und einer Extrauteringraviditat
gekommen (Miiller-Eckhardt et al. 1989).

Auf Grund der ermutigenden Ergebnisse folgte nachfolgend in Deutschland eine doppelblinde,
randomisierte, placebokontrollierte Multicenterstudie. Insgesamt wurden 64 Frauen mit Zustand
nach drei und mehr Aborten und keiner ausgetragenen Graviditat (primare habituelle Aborte) in die
Studie eingeschlossen. 33 Frauen erhielten wahrend einer Folgeschwangerschaft IVIG als Verum, 31
Frauen erhielten 5 %iges Humanalbumin als Placebo. In der Verumgruppe trugen 20 Frauen die
Schwangerschaft aus (60,6 %), in der Placebogruppe waren es 21 Frauen (67,7 %). Nachfolgende
Studien flhrten zu &hnlichen Ergebnissen, ein signifikanter Vorteil der 1VIG-Therapie konnte in
keiner Studie festgestellt werden. Diese Ergebnisse bestatigten sich auch in der 2003 von Scott

publizierten Cochrane-Analyse von 8 kontrollierten Studien (s. Abb. 8).

Fig. 03 Intravenous immune globulin

04.01 Live birth rate
Review: Immunotherapy for recurrent miscarriage
Comparison: 04 Intravenous immune globulin

Outcome: 0l Live birth rate

Study Treatment Control Peto Odds Ratio Weight Peto Odds Ratio
n/N n/N 95% Cl (96) 95% Cl
Cauchi 1991 0/1 0/1 0.0 Not estimable
Christiansen 1995 8/14 2/8 - 7.8 345063, 1895]
Christiansen 2002 3/29 3/29 — 216 100 [036,279]
Coulam 1995 0721 7019 — 1438 154045531 ]
German RSA/IVIG 1994 20/33 21731 — - 221 074[027,203]
Jablonowska 1999 7122 5/19 " 10.6 031[021,393]
Perino 1997 6/22 20124 . 1.8 054[0.14,218]
Stephenson 1998 817 7013 — T 13 077[0.19,3.18]
Total 59 44 - 100.0 098 [06l, 1.58]
Total events: 92 (Treatment), 85 (Contral)
Test for heterogeneity chi-square=3.72 df=6 p=0.7 | > =0.0%
Test for overall effect z=0.08 p=09

Abb. 8: Lebendgeburten nach passiver Immuntherapie mit IVIG und nach Placebobehandlung. Auswertung
von 8 kontrollierten Studien. Scott (2003, S. 18).
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1.6.6.2 Immuntherapie mit leukozytdrem Ultrafiltrat

1999 wurde ein Ultrafiltrat aus Leukozyten (LeukoNorm®, Firma Cytochemia) u. a. zur Therapie
von Frauen nach habituellen Aborten und zur Forderung der Implantation nach extrakorporaler
Befruchtung zugelassen. Als wirksame Bestandteile wurden die von den Leukozyten gebildeten
Wachstumsfaktoren —angegeben. Eine erste Studie zur Therapie des wiederholten
Implantationsversagens nach extrakorporaler Befruchtung wurde 2001 von Waurfel et al. publiziert.
In die Studie aufgenommen wurden Patientinnen, bei denen mindestens drei erfolglose
Embryotransfers durchgefuhrt wurden. Ausgeschlossen wurden Endokrinopathien, uterine

Fehlbildungen sowie Autoantikdrpersyndrome.

Insgesamt flihrte Wirfel drei Studien durch. Die Studien unterschieden sich im Hinblick auf die
Héufigkeit und den Zeitpunkt der Gabe von LeukoNorm® im Rahmen der IVF/ICSI-Behandlung.
Die Schwangerschaftsraten lagen bei niedrigen Patientenzahlen in allen drei Studienprotokollen
hoher als im Vergleichskollektiv. Von der dritten Studie liegen nur vorlaufige Ergebnisse vor. Das
Praparat wurde ab der Eizellentnahme an finf folgenden Tagen appliziert. Bei insgesamt 20
behandelten Patientinnen kam es zu 11 Schwangerschaften, davon 8 klinische. Bei den 20
unbehandelten Patientinnen resultierten dagegen nur 4 klinische Schwangerschaften (Wirfel et al.
2001).

Nach einer Entscheidung des Paul-Ehrlich-Instituts aus dem Jahr 2006 ist der therapeutische Nutzen

des Praparats nicht ausreichend belegt. Das Préparat wurde deshalb vom Markt genommen.

1.7 Ziele der Arbeit

Im Zeitraum von 1987 bis 2002 wurde den in der Universitatsfrauenklinik Gottingen behandelten
Kinderwunschpaaren nach drei oder mehr erfolglosen extrakorporalen Befruchtungen eine aktive
Immuntherapie mit Partnerlymphozyten zur Erhohung der Konzeptionswahrscheinlichkeit
angeboten.

Das Angebot wurde nur von einem Teil der Paare wahrgenommen. Es ergab sich dadurch die
Maoglichkeit, die Schwangerschaftsrate der Frauen, die eine Immuntherapie erhalten hatten, mit der
Schwangerschaftsrate der Frauen, die auf die Immuntherapie verzichtet hatten, zu vergleichen.

In einer retrospektiven Untersuchung sollen die Schwangerschaftsraten beider Kollektive

miteinander verglichen werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Durchfihrung der extrakorporalen Befruchtung

Zur Erzielung ausreichender Schwangerschaftsraten wird die extrakorporale Befruchtung im
hormonell stimulierten Zyklus durchgefuhrt, d. h. durch hormonelle Stimulation der Ovarien werden
mehrere Follikel zur Reife gebracht. Die extrakorporale Befruchtung ist zwar auch im naturlichen
Zyklus mdoglich, da jedoch im Spontanzyklus nur jeweils eine Oozyte gewonnen werden kann, sind

die Schwangerschaftsraten mit 7,6 % pro Zyklus unzureichend (Fahy et al. 1995).

2.1.1 Hormonelle Stimulation

Die Stimulation der Ovarien erfolgt mit urindren oder rekombinanten Gonadotropinen. Zunéchst war
lediglich urindres hMG (humanes Menopausengonadotropin) — eine Mischung aus etwa gleichen
Teilen LH und FSH — verfligbar. In der Folgezeit ergab sich eine bessere Wirksamkeit von reinem
FSH. Diese FSH-Praparate werden durch Separation von FSH aus urindarem hMG und seit 1995
gentechnologisch hergestellt (rekombinantes FSH, Gonal-F®, Merck Serono, Darmstadt; Puregon®,
Organon/Essex Pharma, Minchen).

Unter der hormonellen Stimulation kommt es bei ansteigendem Ostradiolspiegel in etwa 10 — 20 %
der Behandlungszyklen zur vorzeitigen Ausschiittung von LH bei noch nicht ausgereiften Follikeln.
In diesen Fallen muss die Behandlung abgebrochen werden. Zur Vermeidung des vorzeitigen LH-
Anstiegs hat sich die rechtzeitige Downregulation der Hypophyse durch GnRH-Analoga bewahrt
(DIR 2007). Verwendet wird Triptorelin (Decapeptyl®, Ferring Arzneimittel GmbH, Kiel); 0,1 mg
werden taglich subcutan verabreicht. Mit der Therapie wird in der Lutealphase des Vorzyklus
begonnen (langes Protokoll). Der ,.flare-up-Effekt”, d. h. die nach Gabe des Analogons zuné&chst
erhdhte Gonadotropinausschittung, findet somit vor Beginn der hormonellen Stimulation statt.

Die Dosierung der Gonadotropine beginnt nach sonographischem Ausschluss von Ovarialzysten
zwischen dem 2. und 4. Tag des Folgezyklus unter GnRH-Therapie und erfolgt individuell. Im Mittel
werden 150 IE FSH téglich subkutan verabreicht. Bei sehr jungen Frauen und vor allem bei Neigung
zu polyzystischen Ovarien (PCO) wird eine geringere Dosis verwendet. Bei Frauen jenseits des 38.
Lebensjahres wird mit einer héheren Dosis begonnen. Zusatzliche Parameter fir die Wahl der Dosis
sind das sonographische Bild der Ovarien und ggf. die Erfahrungen aus einem vorausgegangenen
Zyklus. Bei der sonographischen und hormonellen Kontrolle des Follikelwachstums nach ca. 6
Stimulationstagen wird die FSH-Dosis ggf. korrigiert (s. Abb. 9).
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Abb. 9: Schema der hormonellen Stimulation zur extrakorporalen Befruchtung. In der Lutealphase des Vor-
zyklus (Zyklus vor hormoneller Stimulation) beginnt die tagliche Gabe eines GnRH-Analogons. Am
3. Tag des Behandlungszyklus beginnt die zusatzliche hMG- oder FSH-Therapie. Bei einer Follikel-
gréRe von ca. 18 mm wird hCG i. m. injiziert. 36 Stunden nach hCG-Gabe erfolgt die Follikel
punktion. Zwei oder drei Tage nach IVF- oder ICSI-Therapie werden zwei (maximal drei) Embryo-
nen transferiert.

2.1.2  Follikelpunktion

Die Follikelpunktion erfolgt unter Ultraschallkontrolle in Kurznarkose. Mit einer Einmalnadel
(Innendurchmesser 1,4 mm) werden die Follikel unter vaginalsonographischer Sicht mit -300 mbar
(Vakuumpumpe Fa. Labotect Gottingen, Deutschland) abgesaugt. Die gewonnene Follikelflissigkeit
wird unmittelbar anschliefend durchgemustert. Unter dem Stereomikroskop (Carl Zeiss GmbH,
Jena, Deutschland) ist der Oozyten-Kumuluskomplex bei 50facher Vergrofierung gut erkennbar. Der
Komplex wird in die Kulturlssung (IVF Universalmedium, Medicult®, MediCult, Jyllinge,
Déanemark) Gberfuhrt und in 4-Loch-Schalen (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) im Brutschrank
(Heraeus Christ, Osterode, Deutschland) bei 37 °C unter 5 % CO, in Luft begast und kultiviert. Pro

Punktion werden im Mittel 9,3 Oozyten gewonnen.
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2.1.3.  Spermienpraparation

Nach der Gewinnung durch Masturbation wird das Ejakulat zur Verflissigung fiir ca. 10 Minuten in
den Wéarmeschrank gestellt. Mit einer Tuberkulinspritze (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) werden
dann ca. 10 pl Ejakulat auf eine Makler-Zahlkammer (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel)
Ubertragen und unter dem Mikroskop beurteilt (Gesamtzahl an Spermatozoen; Zahl pro ml Ejakulat;
Gesamtmotilitat in %; progressive Motilitat in %).

Das Ejakulat wird anschlieBend mit Universalmedium (Medicult®) gemischt und zentrifugiert.
Danach wird der Uberstand verworfen und das Pellet mit 0,5 ml Universalmedium tberschichtet und
fur 30 min im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit schwimmen die motilen Samenzellen in das
uberschichtete Medium auf (Swim-up-Verfahren). Das Medium mit den darin enthaltenen
Spermatozoen wird dann vorsichtig abgenommen und fiir die IVF bzw. ICSI benutzt.

2.1.4. IVF-Behandlung

VVon dem nach der Eizellpunktion gewonnenen und mit Hilfe der Swim-up-Technik aufgearbeiteten
Ejakulat werden 2-5 Stunden nach der Follikelpunktion 1 x 10° motile Spermatozoen mit steriler
Eppendorf-Spritze (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) in die mit Kulturmedium (Merck,
Darmstadt, Deutschland) und den Eizell-Kumulus-Komplexen gefillten Lécher der 4-Loch-Schale
pipettiert. Danach erfolgt eine Kulturperiode von 24 h im Brutschrank bei 37 °C unter 5 % CO; in
Luft.

2.1.5 ICSI-Behandlung

Bei der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI) werden die Oozyten vier Stunden nach
Gewinnung mit Hilfe des Enzyms Hyaluronidase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland) und Gber dem Bunsenbrenner ausgezogenen Pasteurpipetten von den sie umgebenden
Granulosazellen befreit und in Mediumtropfen tbertragen. Nach der Préparation kann der Reifegrad
der Oozyten am Vorhandensein des ersten Polkorpers festgestellt werden. Unreife Eizellen
(fehlender Polkorper) werden nicht weiter behandelt. Die auf dem Boden einer Petrischale (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) liegenden Mediumtropfen sind mit einer Schicht von Mineral6l (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) tberdeckt, die das Medium vor Auskihlung und pH-Veranderungen
schitzt. In einen weiteren Tropfen werden Samenzellen des Ehemannes nach Ejakulataufarbeitung
gegeben. Unter dem Mikroskop erfolgt bei 200facher VergrofRerung mit Hilfe eines
Mikromanipulators (Luigs & Neumann GmbH, Ratingen, Deutschland) das Einfangen eines

Spermatozoons und dessen Injektion durch eine Mikropipette (& 5 pm) (Eppendorf, Hamburg,
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Deutschland) in das Ooplasma. Nach der Injektion werden die Oozyten, wie bei der IVF, fur weitere
24 Stunden kultiviert.

2.1.6  Kontrolle nach 24 Stunden

24 Stunden nach Fertilisation werden die Oozyten bei 50facher VergroRerung unter dem
Stereomikroskop beurteilt. Als Zeichen der stattgefundenen Fertilisation lassen sich zu diesem
Zeitpunkt zwei Vorkerne (Pronuklei) nachweisen, triploide Vorkernstadien werden verworfen.
Maximal drei Pronukleusstadien dirfen weiter kultiviert werden. Die daraus entstehenden
Embryonen missen nach dem Deutschen Embryonenschutzgesetz im gleichen Zyklus, in dem sie
entstanden sind, in den Uterus der Frau, von der die Oozyten stammen, (ibertragen werden. Um das
Mehrlingsrisiko zu reduzieren, werden vorzugsweise nur zwei Embryonen pro Zyklus tbertragen,

d. h. es diirfen daher auch nur zwei PN-Stadien weiter kultiviert werden. Uberzahlige PN-Stadien
kénnen auf Wunsch des behandelten Paares kryokonserviert und in spateren Zyklen wieder aufgetaut

und transferiert werden. ,,Uberzihlige Embryonen® entstehen nicht.
2.1.7  Embryotransfer

48, bzw. 72 Stunden nach Gewinnung der Eizellen werden die entstandenen Embryonen in den
Uterus der Patientin transferiert. Dazu werden alle vorhandenen Embryonen in die Spitze eines mit
Kulturlosung gefullten Katheters (Wallace Transferkatheter, Smith Medical, Grasbrunn,
Deutschland) aufgenommen. Der Katheter wird méglichst schonend in die Gebarmutter eingefiihrt.
Die Gebarmutterlange wird zuvor sonographisch ermittelt. Die Spitze des Katheters wird zur Mitte
der Gebarmutterhohle vorgeschoben, dabei wird darauf geachtet, dass der Fundus nicht berihrt wird.
Die Embryonen werden anschlieBend mit maglichst geringem Flissigkeitsvolumen (ca. 20 pl) in das

Cavum uteri entlassen.
2.1.8  Lutealphase

Auf Grund der vorausgegangenen Downregulation der Hypophyse mit dem GnRH-Analogon ist
wegen der unterdrickten LH-Ausschittung eine gestorte Lutealfunktion mit erniedrigten
Progesteronwerten zu erwarten. Zur Verbesserung der Einnistungsbedingungen wird daher
Progesteron substituiert. Die Substitution erfolgt als vaginale Applikation von 3 x 2 Kapseln
Utrogest® taglich (600 mg Progesteron) (Dr. Kade/Besins Pharma GmbH, Berlin) oder Crinone® 8%
taglich (90 mg Progesteron) (Merck/Serono, Darmstadt) wéhrend der gesamten Lutealphase (14
Tage). Die beiden Praparate haben eine unterschiedliche Galenik. Die Wirksamkeit ist daher trotz

unterschiedlicher Progesteronmengen gleich.
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2.2 Indikationsstellung zur aktiven Immuntherapie

Die Indikation zur aktiven Immuntherapie mit Partnerlymphozyten wird nach mindestens
dreimaligem erfolglosem Transfer von jeweils zwei bis drei als gut beurteilten Embryonen gestellt.
Unter diesen Umstanden wird die Mdglichkeit einer immunologischen Stérung der Implantation
vermutet.

In der Universitatsfrauenklinik Gottingen und der Abteilung fur Immunologie der Universitat
Gottingen werden seit 1984 aktive Immuntherapien bei Patientinnen mit habituellen Aborten
durchgefuhrt (Neumeyer et al. 1985), seit 1987 werden auch Paare mit mehrfachem Implantations-
versagen nach Embryotransfer behandelt.

Fir die Indikationsstellung zur aktiven Immuntherapie mit Partnerlymphozyten stehen die Anamnese
der Patientin sowie die Ergebnisse labormedizinischer Parameter im Vordergrund. Ein spezifischer
immunologischer Test zur Auswahl der Paare existiert nicht. Die Indikation zur Therapie stitzt sich

somit auf eine Ausschlussdiagnostik.

2.3 Aktive Immuntherapie
2.3.1  Diagnostik vor aktiver Immuntherapie

Zur Diagnostik vor Immuntherapie gehort die Untersuchung des Serums beider Partner auf
Virusinfektionen wie Hepatitis, HIV, Lues und CMV (HbsAg, HCV-Ak, HIV-1, -2-Ak, CMV-IgG,
-lgM) und auf systemische Autoimmunerkrankungen bzw. Kollagenosen der Patientin. Des Weiteren
werden zytotoxische antilymphozytdre HLA-Antikorper, erhohte Anticardiolipinantikdrper und
Lupus-Antikoagulanz bei der Patientin ausgeschlossen.

Als weitere Voruntersuchung werden die HLA-Molekile der Klasse |1 (HLA-A, -B, -C) und die
Molekile der Klasse Il (HLA-DR, -DQ) bei der Patientin und ihrem Partner typisiert. Bei HLA-
Homozygotie des Partners und HLA-Haplotyp-Ubereinstimmung mit der Patientin wird die aktive
Immuntherapie wegen eines nicht vollig auszuschlieBenden Risikos der transfusionsassoziierten
Graft-versus-Host-Disease (GvHD) — einer Reaktion immunologisch kompetenter Zellen in einem
Transplantat gegen das Gewebe eines genetisch nicht identischen Empfangers (Katz et al. 1992) —
nicht durchgefuhrt. Zusatzlich wird die Patientin auf lymphozytotoxische HLA-Antikorper
(antipaternale Antikorper) getestet (Mikro-Lymphozytotoxizitats-Test nach Terasaki), (Terasaki und
McClelland 1964). Der Nachweis dieser Antikorper ist ein Ausschlusskriterium fir die aktive
Immuntherapie, da in diesem Fall nicht von einer immunologisch bedingten Ursache des

Implantationsversagens ausgegangen wird.
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Zu den Risiken der Therapie zdhlen die Risiken jeder Ubertragung von Blut- und Blutbestandteilen.
So kann auch bei der Immunisierung mit Lymphozyten eine anaphylaktische Reaktion auftreten.

Der Partner weist in der Regel nicht die gleiche Blutgruppe wie die Partnerin auf und ist zudem oft
Rh-inkompatibel. Eine sorgfaltige Abtrennung der Erythrozyten vor Ubertragung der Lymphozyten
ist daher erforderlich. Weiterhin erhalten Rh-negative Frauen nach einer Immuntherapie mit
Lymphozyten eines Rh-positiven Partners eine Anti-D-Immunprophylaxe.

Ein weiteres immunologisches Problem stellt die Bildung von irreguldren erythrozytéaren,
leukozytaren beziehungsweise thrombozytaren Antikdrpern dar sowie die transfusionsassoziierte
GvHD. Dariiber hinaus besteht ein Risiko in der Ubertragung von Infektionskrankheiten.

Bevor die Lymphozytensuspension zur Verwendung freigegeben wird, mussen die in Tab. 1
aufgelisteten Laboruntersuchungen durchgefiihrt werden.



Anti-HIV 1/2

Anti-HCV

HbsAg

Lues-Serol.

Anti-CMV

Blutbild

Blutgruppe (ABO/Rh/K)

HLA I/

Antikorpersuchtest (Erythrozyten)
Antikorpersuchtest (Thrombozyten)
HLA-Antikérpersuchtest nach

Terasaki

Anti-HIV 1/2

Anti-HCV

HbsAg

Lues-Serol.

Anti-CMV

Blutbild

Blutgruppe (ABO/Rh/K)
HLA /I

HLA-Antikérpersuchtest nach

Terasaki
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Anti-HIV 1/2
Anti-HCV
HbsAg
Lues-Serologie
Anti-CMV
HIV-RNA
HCV-RNA
HBV-DNA
Blutbild
Blutgruppe

Schwangerschaftstest

HLA-Antikérpersuchtest nach
Terasaki

Cross-match

Antikorpersuchtest (Erythrozyten)

Antikorpersuchtest (Thrombozyten)

Blutgruppe

Tab. 1:

Diagnostik vor und nach aktiver Immuntherapie: Beide Partner werden einer serologischen HLA-

Typisierung unterzogen. Die Testung auf antipaternale HLA-Antikdrper ist Bestandteil des

Mikrolymphozytotoxizitatstests nach Terasaki. Diese Testung erfolgt vor der aktiven Immunthera-

pie und vier Wochen danach. Weiterhin erfolgt die Testung auf Virusinfektionen.
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2.3.2  HLA-Antikorpernachweis

Der Mikro-Lymphozytotoxizitats-Test nach Terasaki (Terasaki und McClelland 1964) beruht auf der

Komplement-vermittelten Zytolyse wvon Lymphozyten durch HLA-spezifische Antikorper.

Voraussetzung fur die Bindung des Antikorpers ist das Vorhandensein des entsprechenden Antigens

auf der Lymphozyten-Zellmembran. Die Durchfihrung des Mikrolymphozytotoxizitétstest, Abb. 10,

ist komplementabhéngig und bildet die Grundlage fir die serologische Bestimmung von HLA-

Klasse I/11-Merkmalen sowie des Nachweises von HLA-Antikorpern. Hierbei werden die

Komplementfaktoren durch Immunkomplexe von IgG und IgM aktiviert und vermitteln nachfolgend

eine Zytolyse von Lymphozyten durch HLA-spezifische Antikorper. Die zytotoxisch geschadigte

Zellmembran wird durchléssig fir bestimmte Farbstoffe.

HLA-Antikorper konnen sowohl gegen HLA-KIlasse-I, als auch gegen HLA-KIlasse-11-Merkmale

gebildet werden und sind in der Regel 1gG-Antikdrper. Der Nachweis solcher Antikorper ist ein

Ausschlusskriterium fir die aktive Immuntherapie.

Prinzip: Vitale Lymphozyten werden bei Inkubation mit zytotoxischen Antikérpern in
Gegenwart von Komplement lysiert, wenn sie das korrespondierende HLA-Antigen
an der Zelloberflache besitzen. Der Nachweis der zytotoxischen Reaktion erfolgt im
Féarbeausschlussverfahren. Die lysierten Lymphozyten nehmen den Farbstoff auf
(positive Reaktion), wahrend die vitalen Zellen ungefarbt bleiben (negative
Reaktion).

Material: Lymphozyten aus 5ml CPD-Vollblut (Citrat-Phosphat-Dextrose).

Durchfiihrung: Terasaki-Platten (72 Kavitdten) (NUNC Brand Products, Langenselbold,
Deutschland) mit Ol beschichten. In jede Kavitat wird 1 pl Antiserum getropft. Die
Isolierung der zu untersuchenden Lymphozyten erfolgt durch Dichtegradienten-
zentrifugation (Heraeus Christ, Osterode, Deutschland) mit 2000 UpM.
AnschlieRend werden 1 ul (ca. 2.000 Lymphozyten) der Zellaufschwemmung in jede
Kavitat gegeben und fir 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgt die Zugabe
von 5 ul Komplement (Merck, Darmstadt, Deutschland) und eine Inkubation bei
Raumtemperatur fir 60 min. Danach werden 5 ul Farbstoff Eosin (Merck,
Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben und die Reaktion durch 5 pl Formalin
(Merck, Darmstadt, Deutschland) gestoppt. Unter einem Umkehr-Phasenkontrast-
Mikroskop (Carl Zeiss GmBH, Jena) mit Objektiv 10 x, Okular 10 x, erfolgt die
Ablesung in 100facher VergréRerung. Es werden die vitalen  Zellen  (nicht

angefarbt) von den toten Zellen (angeférbt durch Eosin, welches nach Zerstérung der
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Zellmembran in die Zellen penetriert), unterschieden. Der prozentuale Anteil der

toten Zellen wird ermittelt und in einem Scorewert angegeben, s. Tab. 2.

Zytolyse in % Scorewert
0-20 1 negativ

20-40 2 schwach positiv
40-60 4 positiv

60-80 6 positiv

80-100 8 positiv

Tab. 2: Auswertung des LCT-Test: der prozentuale Anteil der toten Zellen wird ermittelt und als Scorewert

angegeben
{ Lymphozytenisolierung
Vollblu
| Ficoll-
gradient
.//_)
I.-
I Komplemant—|
H [interpretaticn J \_\\)
h‘legat'ive Heaktiun"i |pos'rtive Heakti_-:ﬁ_ﬁ_|
Abb. 10: Darstellung des Mikrolymphozytotoxizitéatstest (LCT): Vitale Lymphozyten werden bei

Inkubation mit zytotoxischen Antikdrpern in Gegenwart von Komplement lysiert, wenn

sie das korrespondierende HLA-Antigen an der Zelloberflache besitzen. Der Nachweis der
zytotoxischen Reaktion erfolgt im Farbeausschlussverfahren. Die lysierten Lymphozyten
nehmen den Farbstoff auf (positive Reaktion), wahrend die vitalen Zellen ungefarbt bleiben

(negative Reaktion).
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2.3.3  Ausschluss von der Immuntherapie

Ausschlusskriterien fur eine aktive Immuntherapie sind ein positiver Nachweis zytotoxischer
antilymphozytarer HLA-Antikorper, bekannte systemische Autoimmunerkrankungen bzw.
Kollagenosen der Patientin, Virusinfektionen, maligne Grunderkrankung sowie HLA-
Ubereinstimmung zwischen den Partnern. Im Rahmen dieser Diagnostik mussten 4 Patientinnen
aufgrund von Autoimmunerkrankungen (Multiple Sklerose, M. Basedow, Glomerulonephritis sowie
Antiphospholipidsydrom) ausgeschlossen werden. Bei 2 Partnern wurde eine Virushepatitis neu

diagnostiziert. Bei einer Patientin lagen zytotoxische antilymphozytare HLA-Antikdrper vor.

2.3.4  Durchfuhrung der aktiven Immuntherapie

Die Infektionsdiagnostik erfolgt bei beiden Partnern entsprechend den Richtlinien zur Gewinnung
von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten. Aus 50 ml CPD-Vollblut
(Citrat-Phosphat-Dextrose) des Partners werden Uber einen Ficollgradienten (Amersham
Biosciences, Freiburg, Deutschland) in der Laminarflowbox (Spetec GmbH, Erding, Deutschland)
30-50 Millionen Lymphozyten separiert und in 1ml 0,9 % NaCl-Lésung suspendiert. Die
Applikation erfolgt nach Vorliegen der aktuellen infektionsdiagnostischen Befunde des Spenders
innerhalb weniger als 24 Stunden nach der Blutspende durch intrakutane Injektion an 10-15
Punktionsstellen an einem der Unterarme der Patientin. Danach wird die Patientin Uber einen
Zeitraum von mindestens einer Stunde beobachtet. Nach ca. vier Wochen erfolgt die Kontrolle des
Immuneffektes anhand des HLA-Antikdrpernachweises unter Verwendung von Spender-
Lymphozyten. Bei stark positivem Nachweis von HLA-AK entfallt eine weitere Behandlung. Bei
schwachem oder negativem Testergebnis wird eine zweite Immuntherapie 6-10 Wochen nach der
ersten Behandlung durchgefuhrt. Die Behandlung ist nach der zweiten Immuntherapie
abgeschlossen. Danach sollte im Verlauf des néchsten halben Jahres eine Graviditat angestrebt
werden. Eine kurze schematische Darstellung des Immunisierungsprotokolls und der

Vorgehensweise bei Immuntherapie zeigen Abbildungen 11 und 12.
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50 ml CPD-Vollblut des Partners

A\ 4

A 4

Separation von 30-50 Millionen Lymphozyten unter
Laminarflow

A 4
Suspendierung der Lymphozyten in 1ml 0,9 % NaCl

A 4

Applikation nach Vorliegen der
infektionsdiagnostischen Befunde

A\ 4
i.c. Injektion der Lymphozyten

v
Beobachtung der Patientin wahrend 1 Stunde

A 4

Kontrolle und erneute Testung auf HLA-AK
nach 4 Wochen

\ 4
bei negativem Testergebnis einmalige Wiederholung der

Therapie nach 6-10 Wochen

Abb. 11: Immunisierungsprotokoll: Am Tag der Immuntherapie wird bei der Patientin ein Schwanger-

schaftstest durchgefuhrt. Bei bestehender Schwangerschaft wird keine Immuntherapie durchgefuhrt.
Bei negativem Ausfall des Schwangerschaftstestes wird der Partner gemaf den Kriterien fir eine
Blutspende nochmals untersucht. Bei Eighung zur Spende werden dem Mann 100 ml Vollblut ent-
nommen. Aus diesem Blut werden die Lymphozyten isoliert. Nach Freigabe des
Lymphozytenpraparates wird bei der Frau die Immuntherapie durchgefiihrt. Unter Herz-Kreislauf-
und Temperaturiiberwachung erfolgt die intracutane Injektion mit ca. 1 - 2,5 ml
Lymphozytensuspension auf 10-20 Injektionsstellen am Unterarm verteilt. Die Kontrolle der AK-
Bildung erfolgt ca. 4 Wochen nach der ersten Immuntherapie. Bei stark positivem Nachweis von
HLA-AK entfallt eine weitere Behandlung. Bei schwachem oder negativem Ausfall des HLA-AK-
Nachweises wird eine zweite Immuntherapie 6 - 10 Wochen nach der ersten Behandlung durchge-
fuhrt. Sie erfolgt entsprechend der ersten Behandlung. Die Behandlung ist nach der zweiten Immun-

therapie abgeschlossen.
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Abb. 12: Vor der aktiven Immuntherapie erfolgt eine Blutgruppenbestimmung und HLA-Typisierung. Aul3er-

dem werden das Vorliegen von HLA-Antikbpern sowie weiterer Antikbrper gegen Blutgruppenmerk-

male untersucht. Liegen bei dieser Voruntersuchung bereits HLA-Antikdrper vor, so wird auf eine

Immuntherapie verzichtet. Bei Fehlen dieser Antikérper ist eine Behandlung angebracht. 4 Wochen

nach der ersten Behandlung wird das Blut der Patientin auf das Auftreten einer Immunreaktion an-

hand von HLA-Antikdrpern untersucht. Bei positivem Ausfall soll eine Graviditat angestrebt werden,

bei negativem oder schwachem Testausfall wird eine zweite Behandlung durchgefihrt, wahrend bei

einem deutlichen Testergebnis nach der ersten Therapie keine weitere Immunisierung notwendig

ist.
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2.4 Statistische Auswertungen

Fur die Statistik wurde das Computerprogramm STATISTICA fur Windows, Version 9.0. StatSoft,
Inc. Tulsa, USA verwendet. Zum Vergleich der Erfolgsraten im Therapiekollektiv mit der im

Kontrollkollektiv wurde der Chi-Quadrat-Test genutzt.

3 Ergebnisse
3.1 Vergleich des Therapiekollektivs mit dem Kontrollkollektiv

In Abbildung 13 ist das Patientinnenkollektiv der retrospektiven Auswertung dargestellt. Von 72
Patientinnen mit 3 oder mehr erfolglosen Embryotransfers hatten 39 Frauen vor der nachsten IVF-
oder ICSI-Behandlung eine Immuntherapie erhalten, 33 Frauen mit gleichen Voraussetzungen
erhielten keine Immuntherapie, sie gelten daher als Kontrollgruppe.

In den Tabellen 3 und 4 sind alle Patientinnen der Therapie- bzw. Kontrollgruppe aufgefuhrt.
Angegeben sind das Alter der Patientin zu Beginn der Behandlung, die Indikation zur IVF-, bzw.
ICSI-Behandlung, die Anzahl der vor dem Index-ET (d. h. des ersten ET nach Immuntherapie, bzw.
des letzten ET, falls keine Immuntherapie durchgefiihrt wurde) durchgefiihrten Transfers mit Angabe
der Zahl Ubertragener Embryonen, der Zahl der beim Index-ET Ubertragenen Embryonen und des
Ergebnisses des Index-ET (Schwangerschaft eingetreten oder nicht eingetreten).

In Tabelle 5 werden beide Kollektive miteinander verglichen. 39 Patientinnen wurden nach
mindestens drei erfolglosen ET mit einer Immuntherapie behandelt. 33 Patientinnen hatten ebenfalls
vor dem letzten ET mindestens drei erfolglose ET, wurden aber nicht behandelt. Die Altersverteilung
ist in beiden Gruppen nahezu gleich (s. Abb. 14). Die Zahl der vor dem Index-ET (bertragenen
Embryonen ist in beiden Kollektiven vergleichbar (s. Abb. 15). Vergleichbar sind auch die
Indikationen zur IVF- bzw. ICSI-Behandlung. Alle Unterschiede sind nicht signifikant.

72 Kinderwunschpatientinnen mit Zustand nach 3 -7
erfolglosen Embryotransfers nach IVF oder ICSI

PN

Immuntherapie Keine Immuntherapie
39 Patientinnen 33 Patientinnen

Abb. 13: Aufteilung des Patientinnenkollektivs in Therapie- und Kontrollgruppe.



Tab. 3:

Alter Indikation ET1 ET2 ET3 ET4 ET5 ET6 ET7 ITher. ETX Grav.

[J]

32 |tubar 1 3 3 ja 3 0
35 |[tubar 3 2 3 ja 3 0
40 |tubar 3 3 2 ja 3 0
30 |[idiopathisch 3 3 2 ja 3 1
32 |idiopathisch 2 1 3 ja 3 1
35 |idiopathisch 3 3 3 ja 3 0
34 |idiopathisch 1 2 3 ja 3 1
34 |idiopathisch 3 3 2 ja 2 1
38 |idiopathisch 1 3 3 ja 3 0
35 |Endometriose| 3 3 3 ja 3 0
34 |andrologisch 2 2 2 ja 2 1
37 |andrologisch 3 3 3 ja 3 0
36 |andrologisch 1 2 3 ja 1 0
34 |andrologisch 3 3 3 ja 3 0
35 |tubar 2 3 3 3 ja 3 0
38 |tubar 3 2 1 2 ja 2 0
27 |tubar 1 2 2 2 ja 2 0
34 |tubar 2 2 2 2 ja 2 0
31 |[tubar 3 3 3 3 ja 3 0
31 |[tubar 1 3 2 3 ja 3 0
37 |tubar 2 2 1 3 ja 1 0
30 |tubar 3 1 3 2 ja 2 0
37 idiopathisch 3 3 3 3 ja 3 1
39 idiopathisch 1 2 3 2 ja 1 1
31 idiopathisch 3 3 3 3 ja 3 0
36 Endometriose | 2 2 1 2 ja 3 1
37 |andrologisch 3 3 3 3 ja 3 0
31 |andrologisch 2 2 2 2 ja 3 0
29 |andrologisch 3 3 2 3 ja 2 0
27 | andrologisch 1 3 3 3 ja 3 1
32 | andrologisch 1 3 3 3 ja 3 0
28 |tubar 2 3 3 2 3 ja 3 0
36 |tubar 3 3 3 2 3 ja 3 0
39 |tubar 3 3 3 2 3 ja 3 0
33 |andrologisch 3 3 1 3 3 ja 3 0
36 |tubar 2 3 2 3 2 3 ja 2 1
35 |tubar 2 1 3 2 2 2 ja 1 0
28 |idiopathisch 3 3 3 3 3 1 ja 3 0
35 |idiopathisch 3 3 3 3 1 2 3 ja 3 0

Therapiegruppe (n = 39). Patientinnen, bei denen nach mindestens drei vorausgegangenen, er-
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folglosen Embryotransfers vor einem weiteren Embryotransfer eine aktive Immuntherapie durchge-

fuhrt wurde. Angegeben sind Alter der Patientin zu Beginn der Behandlung, die Indikation zur ex-

trakorporalen Befruchtung, die Anzahl der pro Embryotransfer Gibertragenen Embryonen, die Zahl

der im Indexzyklus (nach Immuntherapie) Gbertragenen Embryonen und das Ergebnis des Index-

zyklus (1 = Schwangerschaft, 0 = keine Schwangerschatft).
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Alter Indikation ET1 ET2 ET3 ET4 ET5 ET6 ET7 ITher. ETX Grav.

[J]

36 |tubar 3 2 3 nein 3 1
33 |tubar 3 3 3 nein 3 1
37 |tubar 3 3 3 nein 3 0
34 |tubar 1 2 1 nein 3 0
32 |tubar 3 3 3 nein 2 1
30 |tubar 3 3 1 nein 3 1
36 |tubar 2 3 3 nein 3 0
34 |tubar 3 3 2 nein 3 1
36 |tubar 3 2 3 nein 3 0
39 |tubar 3 3 3 nein 3 1
35 |tubar 2 2 2 nein 3 1
36 tubar 1 1 1 nein 1 0
40 idiopathisch 2 2 2 nein 2 0
40 andrologisch 1 1 3 nein 3 1
32 andrologisch 3 2 3 nein 1 1
38 |andrologisch 2 2 3 nein 3 0
33 |andrologisch 1 3 2 nein 2 0
28 |andrologisch 2 3 2 nein 2 1
38 |tubar 1 1 1 2 nein 3 0
31 tubar 1 3 3 3 nein 3 0
32 tubar 3 3 3 3 nein 1 0
39 tubar 2 2 2 2 nein 1 0
31 tubar 2 2 3 2 nein 3 0
35 |idiopathisch 3 2 3 3 nein 2 0
35 |idiopathisch 1 3 3 1 nein 3 0
35 |idiopathisch 2 2 2 2 nein 1 0
29 |andrologisch 2 3 3 3 nein 3 1
36 andrologisch 2 2 3 2 nein 3 0
30 tubar 2 2 3 1 2 nein 3 1
34 tubar 3 3 3 3 3 nein 2 0
38 andrologisch 2 2 3 3 3 nein 2 0
35 |tubar 3 3 3 3 3 1 3 nein 3 1
34 |tubar 3 1 2 3 2 2 1 nein 3 0

Tab. 4: Kontrollgruppe (n = 33). Patientinnen, bei denen nach mindestens drei vorausgegangenen, erfolglo-

sen Embryotransfers vor einem weiteren Embryotransfer keine aktive Immuntherapie durchgefiihrt

wurde. Angegeben sind Alter der Patientin zu Beginn der Behandlung, die Indikation zur extrakorpo-

ralen Befruchtung, die Anzahl der pro Embryotransfer Gibertragenen Embryonen, die Zahl der im In-

dexzyklus (Vergleich zur Therapiegruppe) Uibertragenen Embryonen und das Ergebnis des Indexzyk-

lus (1 = Schwangerschaft, 0 = keine Schwangerschatft).




Tab. 5:

39
34

14

17

2,49

2,57

16 (41,0 %)
10 (25,6 %)
2 (5,1 %)

11 (28,2 %)

33
35

18

10

2,37

2,50

21 (63,6 %)
8 (24,2 %)
0

4 (12,1 %)

Vergleich von Therapiegruppe und Kontrollgruppe beziiglich des Patientinnenalters, der Anzahl

Ubertragener Embryonen und der Indikationen
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Alter (J)

42

40
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36

34

32

30

28

26

Box-Whisker-Plot fur Alter der Patientinnen

n=39 n=233

Immuntherapie keine Immuntherapie

Abb. 14: Altersvergleich der beiden Patientinnenkollektive

49

T Max.
Min.
= 75%
25 %

0O Median
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Therapie- Kontroll- Therapie- Kontroll- Therapie- Kontroll-
gruppe gruppe gruppe gruppe gruppe gruppe
3vorausgeg. ET 4 vorausgeg. ET >4 vorausgeg. ET

Abb. 15: Gegenuberstellung der Anzahl in der Therapie- und Kontrollgruppe tbertragener

Embryonen vor dem Indexzyklus.
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3.2 Schwangerschaftsraten

In der Therapiegruppe wurden 10 von 39 Frauen schwanger. Dies entspricht einer
Schwangerschaftsrate von 25,6 %. In der Kontrollgruppe wurden von 33 Frauen 13 schwanger

(39,4 %) (s. Tab. 6 und Abb. 16). Der Unterschied ist im Chi2-Test statistisch nicht signifikant

(p =0,21).

In Tab. 6 und in Abb. 17 sind weiterhin die Schwangerschaftsraten nach der Anzahl zuvor

durchgefuhrter ET untergliedert. Es gibt keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen.

72 Kinderwunschpatientinnen mit Zustand nach 3 -7
erfolglosen Embryotransfers nach IVF oder ICSI

N

Immuntherapie Keine Immuntherapie
39 Patientinnen 33 Patientinnen
Index Embryotransfer Index Embryotransfer
Schwanger Nicht schwanger Schwanger Nicht schwanger
10 Patientinnen 29 Patientinnen 13 Patientinnen 20 Patientinnen

Abb. 16: Schwangerschaftsraten nach Index Embryotransfer mit und ohne vorausgegangene Immuntherapie



Therapiegruppe  Kontrollgruppe Chi2-Test
Gesamt
n 39 33
Schwangerschaften (%) | 10 (25,6 %) 13 (39,4 %) p =0,2124
3 vorausgegangene ET
n 14 18
Schwangerschaften (%) | 5 (35,7 %) 10 (55,5 %) p = 0,2645
4 vorausgegangene ET
n 17 10
Schwangerschaften (%) | 4 (23,5 %) 1 (10 %) p =0,3821
>4 vorausgegangene ET
n 8 5
Schwangerschaften (%) 1(12,5 %) 2 (40 %) p = 0,2523

Tab. 6: Schwangerschaften in der Therapie- und Kontrollgruppe
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In Tabelle 7 sind die Schwangerschaftsraten in Therapie- und Kontrollgruppe nach Indikationen

getrennt ausgewertet. Bei tubarer Sterilitt wurde in der Therapiegruppe lediglich eine von 16 Frauen

schwanger, in der Kontrollgruppe waren es dagegen 9 von 21. Dieser Unterschied ist im Chi?-Test

signifikant (p = 0,0130). Die Schwangerschaftsraten bei andrologischer und idiopathischer Sterilitat

weisen zwischen Therapie- und Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede auf, allerdings

sind die GruppengroRen sehr klein. Dies gilt insbesondere auch fir die Indikation Endometriose.

Angesichts des nicht erwarteten Unterschieds der

Schwangerschaftsraten mit und ohne

Immuntherapie bei tubarer Sterilitdt werden die beiden Gruppen hinsichtlich des Alters der

Patientinnen und der Anzahl der vor und beim Index-ET Ubertragenen Embryonen in Tab. 8

miteinander verglichen. Es finden sich keine Unterschiede.

nicht

Indikation Immuntherapie | schwanger | schwanger Chi2
tubar ja 15 1

nein 12 9 p =0,0130
andrologisch ja 8 2

nein 4 4 p=0,1797
idiopathisch ja 5 6

nein 4 0 p = 0,0565
Endometriose ja 1 1

nein 0 0

Tab. 7: Schwangerschaftsraten in der Therapie- und Kontrollgruppe nach Indikationen getrennt.
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Immuntherapie | Mittelwerte
Alter der Patientinnen mit ja 34,0 Jahre
tubarer Sterilitat nein 34,4 Jahre
Ubertragene Embryonen ja 10,2
vor Index-ET nein 9
beim Index-ET ja 2,4
Ubertragene Embryonen nein 2,6

Tab. 8: Vergleich der Patientinnen mit tubarer Sterilitdt hinsichtlich des Alters der Patientinnen und

der Anzahl der vor und beim Index- ET Ubertragenen Embryonen.

20
- 1 Schwanger
Nicht schwanger

16
14 -
12 -
S -

s —

6 :

4

2

0 T T T T T T T

Immunth. Keine Immunth Immunth. Keine Immunth Immunth. Keine Immunth
nach 3 Embryotransfers nach 4 Embryotransfers nach >4 Embryotransfers

Abb. 17: Darstellung der Schwangerschaftsraten in der Therapie- und Kontrollgruppe.

In Tab. 9 und Abb. 18 sind die Schwangerschaftsraten beider Patientenkollektive in Abhangigkeit
vom Alter der Patientinnen dargestellt. Es wurden drei Gruppen gebildet: < 30 Jahre, 30-35 Jahre
und 36-40 Jahre. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind gering. Die zu erwartende Abnahme
der Schwangerschaftsraten mit zunehmendem Alter ldsst sich an beiden Kollektiven nicht

nachweisen.



25

- Schwanger

20

[ Nicht schwanger

15

10

| "

Immunth. Keine Immunth

27 - 30 Jahre

Immunth. Keine Immunth
30 — 35 Jahre

Immunth. Keine Immunth
36 — 40 Jahre

Abb. 18: Schwangerschaftsraten in Abhangigkeit vom Alter der Patientin.

Therapiegruppe Kontrollgruppe
< 30Jahren 5 2
Schwangerschaften (%) 1 (20 %) 2 (100,0 %)
30 —35Jahren 21 18
Schwangerschaften (%) 5 (23,8 %) 8 (44,4 %)
36 — 40 Jahre 13 13
Schwangerschaften (%) 4 (30,8 %) 3 (23,1 %)

Tab. 9: Schwangerschaftsraten in Abhangigkeit vom Alter der Patientin.
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3.3 Akute Nebenwirkungen der aktiven Lymphozyten-lmmunisierung

In Bezug auf die Nebenwirkungen ist die aktive Lymphozyten-Immunisierung mit einer
Schutzimpfung vergleichbar, zumal beide MaRnahmen bei gesunden immunkompetenten Personen
durchgefuhrt werden. Die Immunisierung kann zu ortlichen und systemischen Beschwerden flihren.

Die vorliegenden Daten basieren auf subjektiven Angaben der 39 behandelten Patientinnen sowie
auf &arztlichen Kontrolluntersuchungen nach erfolgter Immuntherapie. Typischerweise pragte sich im
Laufe der ersten Woche nach der Behandlung eine entziindliche Lokalreaktion aus, die vorwiegend
in Rotung, Juckreiz und Schwellung bestand und binnen drei Wochen abflaute. Hiervon betroffen
zeigten sich 30 der 39 Patientinnen (77%). Bei einer Patientin (2,6%) zeigten sich noch einige
Wochen nach Therapie im Bereich der Injektionsstellen leicht livide, kleine Makulae, die jedoch
ohne Narbenbildung abheilten. Zu den normalen Impfreaktionen gehdren auBerdem Fieber bis 38°C
(rektal gemessen), Kopfschmerzen, Abgeschlagenheit, Gliederschmerzen, Schwellung der regionalen
Lymphknoten sowie gastrointestinale Symptome. Sie werden auf die Bildung von Immunkomplexen
oder Ausschuttung von Zytokinen zuriickgefiihrt und sind bei 2 - 10% der Impflinge zu erwarten
(ACIP 1996). In unserem Patientinnenkollektiv wurden einzelne dieser Symptome bei 2 Patientinnen
(5 %) beobachtet. Eine anaphylaktische Reaktion, ebenso wie eine Graft versus Host-Reaktion,

wurde in unserem Kollektiv nicht beobachtet.
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4 Diskussion

Die extrakorporale Befruchtung hat sich seit der ersten erfolgreichen Behandlung im Jahre 1977
(Steptoe und Edwards 1978) zu einer Standardtherapie der weiblichen und maénnlichen Sterilitét
entwickelt. In Deutschland werden derzeit etwa 1,2 % aller Kinder nach extrakorporaler Befruchtung
geboren. Die mittlere Schwangerschaftsrate lag im Jahr 2007 bei 28,9 % pro Embryotransfer (DIR
2007). Trotz dieser scheinbar guten Ergebnisse sind die Schwangerschaftsraten pro tbertragenen
Embryo nicht zufriedenstellend. Im Mittel entwickeln sich nur 17 % aller tbertragenen Embryonen
zu einer Schwangerschaft (DIR 2006). Die Griinde fur die geringen Schwangerschaftsraten sind
vielschichtig. Genannt seien u. a. Probleme beim Embryotransfer, chromosomale Auffalligkeiten des
Embryos, Probleme beim Verlassen der Zona pellucida (gestortes Hatching), mangelhafte oder nicht

zeitgerechte Entwicklung des Endometriums und Stérungen bei der Implantation.

Bereits zu Beginn der Implantation kommt der Embryo in engen Kontakt zum mitterlichen
Immunsystem. Dieser Kontakt ist nicht unproblematisch, da die Gene des Embryos nur zur Hélfte
von der Mutter stammen. Die andere Halfte stammt dagegen von dem fur das Immunsystem der

Mutter fremden Vater.

Die Auseinandersetzung des Embryos mit dem mditterlichen Immunsystem ist seit den ersten
Arbeiten zu dieser Frage von Medawar (Medawar 1953) Thema kontroverser Diskussionen.
Zunachst wurden die fir das Immunsystem der Mutter fremden HLA-Antigene des Embryos fiir
maogliche AbstoRungsreaktionen verantwortlich gemacht. Die ersten Studien betrafen Paare, bei
denen es zu wiederholten (habituellen) Aborten gekommen war. In verschiedenen Untersuchungen
hatte sich gezeigt, dass die HLA-Antigene der Partner bei diesen Paaren Uberzuféllig haufig
ubereinstimmen. Dieses HLA-Sharing wurde nachfolgend als mdgliche immunologische Ursache
habitueller Aborte angenommen. Eine Hypothese zur immunologischen Ursache habitueller Aborte
ist in Abb. 6, S. 19 dargestellt. Die zu groRe Ahnlichkeit der HLA-Antigene sollte die Bildung einer
zum Schutz der Schwangerschaft erforderlichen Immunreaktion verhindern. Als Folge dessen
wirden die als fremd erkannte HLA-Antigene — wie bei der TransplantatabstoBung — zur Abstol3ung
der Schwangerschaft fiihren. Die Art der ,,schiitzenden Immunreaktion® war weitgehend unklar, u. a.

wurde die Bildung ,,schiitzender Antikorper* postuliert.

Unter der Annahme, dass die komplette Erkennung der Schwangerschaft bei zu hohem HLA-Sharing
unterbleibt, wurden zur Induktion der Schutzreaktion verschiedene Therapieansatze entwickelt. Beer
und Mitarbeiter fiihrten die Immunisierung mit Partnerlymphozyten als ,,Drittortimmunisierung*
durch (Beer et al. 1981), Taylor und Faulk (Taylor und Faulk 1981) behandelten Patientinnen mit
Drittspenderlymphozyten. Beide Therapieansatze waren zunéchst erfolgreich.



57

Weite Verbreitung fand die Immuntherapie mit Partnerlymphozyten durch die 1985 publizierte
Arbeit von Mowbray et al. In einer plazebokontrollierten Doppelblindstudie an Patientinnen mit
habituellen Aborten, die entweder mit Partnerlymphozyten (Verum) oder Eigenblut (Plazebo)
behandelt worden waren, konnte ein positiver Effekt der Partnerlymphozytentherapie gezeigt
werden: Wahrend in der Verumgruppe 77,3 % der Schwangerschaften ausgetragen wurden, waren es

in der Plazebogruppe nur 37 % (Mowbray et al. 1985).

Eine 1994 publizierte Metaanalyse zur aktiven Immuntherapie bei Paaren mit habituellen Aborten
zeigte fur 7 von 8 Doppelblindstudien einen nicht signifikanten Vorteil der Immuntherapie gegen-
uber Plazebo. Die Gesamtauswertung der Metaanalyse ergab jedoch einen knapp signifikanten Vor-
teil der Immuntherapie (Daya und Gunby 1994), (Abb. 19).

London S
Taipei S
Melbourne p—————
Aalborg S —
Newtown ;.ffirdj. —
Paris ‘Lli, T
Edinburgh —t—————
Hamilton f i - !
Common odds ratio —o—
0.01 o1 : 10 100

Odds ratio for live birth

Abb. 19: Metaanalyse von acht plazebokontrollierten Studien zur Immuntherapie mit Partnerlymphozyten.
7 von 8 Studien zeigen eine hdéhere — aber nicht signifikant hdhere — Rate ausgetragener Schwan-
gerschaften nach aktiver Immuntherapie gegenuber einer Plazebotherapie. Die Metaanalyse ergibt
im Vergleich zur Plazebobehandlung einen knapp signifikanten Vorteil der aktiven Immuntherapie.
Daya und Gunby (1994, S. 298).

Eine spatere Cochraneanalyse konnte die positiven Ergebnisse der aktiven Immuntherapie allerdings
nicht bestatigen (Abb. 20, Scott 2003). In dieser Metaanalyse fuhrte vor allem die Arbeit von Ober

1999 zu einer negativen Bewertung.
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Fig. 00 Paternal white cell immunization vs placebo

01.01 Live birth rate
Review: Immunatherapy for recurrent miscarriage
Comparison: Q| Paternal white cell  immunization vs placebo
Qutcome: 01 Live birth rate

Study Treatment Control Peto Odds Ratio Weight Peto Odds Ratio
n/M /N 95% Cl (%8) 95% Cl

Cauchi 1991 1320 16/22 I I 6.8 070[0.19,256]
Christiansen 1994 48 1628 I E— 47 075[ 016,359 ]
Gatenby 1993 13/19 1220 T 68 1143 [ 039,520]
Ho 1921 33142 3249 T 138 1.80[ 077,471 ]
lleni 1994 /16 /14 R 48 048[0.10,222]
Kilpatrick 1994 8/12 &/10 - 39 132[024,724]
Mowbray 1985 25/37 14/30 T 121 233[088 6.14]
Ober 1999 31/68 41763 R 240 046[023,091]
Reznikoff 1994 17726 14/26 B R 24 1.60 [ 053,479 ]
Scott 1994 &/10 5/12 T 42 201[039 1038]
Stray-Pederson 1994 24/33 22/31 [ a— 27 .09 [037,3.21]

Total 291 305 - 100.0 1.05 [ 075, 147 ]

Total events: |84 (Treatment), 189 (Control)

Test for heterogeneity chi-square=12.88 di=10 p=023 | =224%

Test for overall effect =027 p=0.8

o1 02 05 1 2 5 10

Abb. 20: Metaanalyse der Cochrane-Foundation zur Immuntherapie mit Partnerlymphozyten bei habituellen
Aborten. Scott (2003, S. 17).

Auf Grund der zunéchst beschriebenen Erfolge einer aktiven Immuntherapie bei Paaren mit
habituellen Aborten entstand der Gedanke, dass Stérungen der Implantation nach extrakorporaler
Befruchtung ebenfalls auf immunologische Ursachen zurlckzufuhren und durch eine aktive
Immuntherapie behandelt werden kdnnten. Eine immunologisch bedingte Implantationsstérung wird
angenommen, wenn es nach drei oder mehr Transfers von offenbar gut entwickelten Embryonen
nicht zum Eintritt einer Schwangerschaft gekommen ist (Rinehart 2007). Seit etwa 25 Jahren werden
daher aktive Immuntherapien auch bei wiederholtem Implantationsversagen durchgefiihrt. Bisher

fehlen jedoch kontrollierte Studien zur Wirksamkeit dieser Therapie.

Die vorliegende Studie diente dem Vergleich von zwei Patientenkollektiven. Im Zeitraum von 1987
bis 2002 wurde allen in der Sterilitdtssprechstunde der Universitats-Frauenklinik Gottingen
behandelten Paaren nach mindestens drei vorausgegangenen erfolglosen Embryotransfers vor
erneuter IVF- oder ICSI-Behandlung eine Immuntherapie mit Partnerlymphozyten angeboten. 39
Patientinnen lieRen die Behandlung durchfiihren, 33 Patientinnen lehnten die Behandlung ab.

Ein Vergleich beider Gruppen ergab keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich des Alters der

Patientinnen und hinsichtlich der Zahl zuvor Ubertragener Embryonen. Verglichen wurde die
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Schwangerschaftsrate beider Gruppen im ersten IVF- oder ICSI-Behandlungszyklus nach der

durchgefiihrten oder nicht durchgefuhrten Immuntherapie.

Der Embryotransfer nach Immuntherapie flhrte bei 10 von 39 Patientinnen (25,6%) zur Schwanger-
schaft, in der Kontrollgruppe mit 33 Patientinnen kam es zu 13 Schwangerschaften (39,4%). In dem
hier untersuchten Kollektiv von 72 Paaren ergibt sich somit eine geringfugig héhere Schwanger-

schaftsrate in der Kontrollgruppe, dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant.

Die Aufgliederung der Schwangerschaftsraten nach der Zahl der zuvor durchgefiihrten

Embryotransfers lieR ebenfalls keine Unterschiede zwischen den beiden Kollektiven erkennen.

Uberraschend war allerdings das Ergebnis der Auswertung nach Differenzierung der Kollektive
hinsichtlich der Indikation zur extrakorporalen Befruchtung. Wahrend sich bei der andrologischen
und der idiopathischen Sterilitat keine signifikanten Unterschiede der Schwangerschaftsraten nach
erfolgter und nicht erfolgter Immuntherapie nachweisen lie3en, war der Unterschied bei der tubaren
Sterilitat signifikant zuungunsten der Immuntherapie. Die Daten deuten darauf hin, dass die aktive

Immuntherapie bei der tubaren Sterilitat zur Senkung der Schwangerschaftsraten fiihrt.

Angesichts dieses unerwarteten Ergebnisses wurden die mit Immuntherapie behandelten und die
nicht behandelten Patientinnen mit tubarer Sterilitdt gesondert hinsichtlich des Alters und der Zahl
zuvor ubertragener Embryonen verglichen. Es fanden sich dabei keine Unterschiede. Es muss also
vermutet werden, dass die aktive Immuntherapie bei Frauen mit tubarer Sterilitit eine Senkung der

Schwangerschaftsraten bewirkt.

Die Griinde flr diesen ungunstigen Einfluss der Immuntherapie bei tubarer Sterilitat sind unklar. Es
kénnen lediglich Hypothesen formuliert werden. Die Patientinnen mit tubarer Sterilitat unterscheiden
sich vor allem durch vorausgegangene genitale Infektionen von Patientinnen mit andrologischer oder
idiopathischer Sterilitdt. Im Vordergrund stehen Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoea,
Mycoplasma genitalis und Keime der bakteriellen Vaginose, in erster Linie Anaerobier (Soper
2010). Als Folge dieser Infektionen kann es zu beiderseitigen Tubenl&sionen und zum
Tubenverschluss kommen. Falls die Eizelle trotzdem befruchtet wird, kann eine Tubargraviditat
entstehen. Bei den genitalen Infektionen handelt es sich nahezu immer um aufsteigende Infektionen,
d. h. die Keime gelangen von der Vagina lber den Uterus — den Zervikalkanal und das Endometrium
— in die Tuben. Im Uterus kommt es sehr selten zu bleibenden Folgen der Infektion. Mdglicherweise
werden jedoch die eventuell noch latent vorhandenen Infektionen des Endometriums durch die
Immuntherapie reaktiviert. Dies kdnnte sich ungunstig auf die Nidation auswirken und eine Ursache

fiir den negativen Effekt der Immuntherapie bei tubarer Sterilitét sein.
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Zur Therapie von immunologisch bedingten Implantationsstérungen liegen bisher nur wenige
Untersuchungen vor. Der klinische Erfolg ist kaum beurteilbar, weil in den bisher vorliegenden
Publikationen nur die Schwangerschaftsraten nach aktiver Immuntherapie dargestellt wurden. Es

fehlte jedoch ein unter gleichen Bedingungen behandeltes Kontrollkollektiv.

In einer Studie aus dem Jahr 1993 wurden an zwei verschiedenen IVF Zentren (Gottingen und
Leuven) 20 bislang erfolglos therapierte Sterilitats-Patientinnen mit Partner Lymphozyten
immunisiert, um eine Verbesserung der Schwangerschaftsrate im weiteren Verlauf der
Sterilitatstherapie zu erzielen (Kuhn et. al. 1993). Einschlusskriterien war der fehlende
Schwangerschaftserfolg nach mindestens acht Inseminationszyklen bzw. mindestens drei IVF
Zyklen mit Transfer von drei morphologisch guten Embryonen und fehlendem Nachweis von
antipaternalen zytotoxischen Antikorpern (negativer Mikrolymphozytotoxizitatstest). Jeweils zehn
Patientinnen wurden an den beiden teilnehmenden IVF Zentren behandelt. Das mittlere Alter der
Patientinnen bei Eintritt in die Studie betrug 32,7 +/- 3,8 Jahre. Bei zehn Patientinnen lag eine tubare
Sterilitat vor, die anderen zehn hatten nachgewiesen durchgangige Tuben. In einem der beiden IVF-
Zentren (Gottingen) wurden die Lymphozyten durch Dichtegradientenzentrifugation aus einem
Buffy Coat, im anderen IVF Zentrum (Leuven) mittels Dichtegradientenzentrifugation aus 50ml
heparinisiertem Vollblut gewonnen. Die Testung auf antipaternale Antikorper erfolgte zwei Wochen
nach der Immunisierung. Die Immunisierung verlief bei 19 Patientinnen erfolgreich, eine Patientin
reagierte nicht. Innerhalb von 3,1 +/- 2,3 Monaten nach Immunisierung mit Partnerlymphozyten
wurden 10 Patientinnen schwanger. In 3 Féllen trat die Schwangerschaft spontan ein, 2 Patientinnen
konzipierten nach zwei bzw. vier Inseminationszyklen. Die anderen 5 Schwangerschaften kamen
nach jeweils einem IVF Zyklus zustande. Von den 10 erzielten Schwangerschaften fuhrten 9 zur
Geburt gesunder Kinder; eine Patientin erlitt einen Abort. Aus den Ergebnissen dieser Studie wurde
auf einen positiven Einfluss der Immuntherapie mit Partnerlymphozyten auf die

Schwangerschaftsrate bei Implantationsversagen geschlossen.

Im Jahr 1994 untersuchten Carp et al. drei Gruppen von Patientinnen. Ziel der Arbeit war es
herauszufinden, welchen Einfluss die aktive Immuntherapie auf die Friihschwangerschaft hat, und ob
sie in der Lage ist, die Implantationsrate zu erhohen. Hierzu wurden drei verschiedene
Patientenkollektive im Alter von 20-40 Jahren gebildet: die erste Gruppe mit insgesamt 12
Patientinnen schloss nur Frauen mit wiederholten — mindestens drei — biochemischen
Schwangerschaften ein. Die zweite Gruppe mit insgesamt 10 Patientinnen hatte in der VVorgeschichte
mindestens drei erfolglose IVF-Behandlungen mit Transfer von jeweils drei morphologisch guten

Embryonen; die dritte Gruppe beinhaltete 23 Patientinnen mit mindestens drei Aborten in der
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Vorgeschichte. Ausschlusskriterium fiir die Durchfuhrung der aktiven Immuntherapie war der
positive Nachweis zytotoxischer antipaternaler Antikdrper. In der ersten Gruppe mit 12 Patientinnen,
welche aufgrund von rezidivierenden biochemischen Schwangerschaften mit einer aktiven
Immuntherapie behandelt wurden, resultierten 10 Schwangerschaften (83,3%). In Gruppe zwei und
drei mit insgesamt 33 Patientinnen wurden 79 IVF Zyklen durchgefiihrt. Hieraus resultierten
insgesamt 20 Schwangerschaften, das entspricht einer Schwangerschaftsrate von 25,3% pro IVF
Zyklus. VVon den 20 Schwangerschaften traten 8 im ersten IVF Zyklus auf, 4 im zweiten Zyklus. Die
restlichen Schwangerschaften verteilten sich auf den vierten, fiinften, sechsten und achten Zyklus. In
der zweiten Gruppe, mit mindestens drei erfolglosen IVF-Behandlungen in der Vorgeschichte,
resultierte eine Schwangerschaftsrate von 20,0%: Von 10 Patientinnen wurden 6 in insgesamt 30
IVF Zyklen schwanger. In der dritten Gruppe mit 23 Patientinnen, mit mindestens drei habituellen
Aborten, ergab sich eine Schwangerschaftsrate von 28,6%, 14 Schwangerschaften in insgesamt 49
IVF Zyklen.

Umfangreiche Patientenzahlen wurden in retrospektiven Analysen der Jahre 1996-1998 (Kling et al.
2002) und 1999-2002 (Kling et al. 2007) aus dem Institut fir Immunologie am Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein, Campus Kiel, publiziert. Im Zeitraum 1996-1998 erhielten insgesamt 769 Paare
nach mindestens zwei — im Mittel 3-4 — erfolglosen Embryotransfers (ET nach Follikelpunktion oder
ET nach Ubertragung zuvor eingefrorener PN-Stadien) eine aktive Immuntherapie mit
Partnerlymphozyten. Die IVF-Behandlung setzten 686 Paare fort. Die Auswertung erfolgte zwei bis
drei Jahre spater nach im Mittel 2,6 weiteren Embryotransfers. In diesem Zeitraum hatten 289 Paare
(42,3%) ihren Kinderwunsch erfullt. Davon 251 durch IVF- bzw. ICSI-Behandlung, 33 nach
spontaner Konzeption und 5 nach heterologer Insemination. Im Laufe von zwei bis drei Jahren
wurden 459 Frauen (68%) einmal, 211 Frauen (30%) zweimal und 16 Frauen (2%) dreimal
immunisiert. Einschlusskriterien zur Durchfihrung der Immuntherapie waren mindestens zwei
erfolglose Embryotransfers nach IVF-Behandlung oder nach dem Auftauen zuvor eingefrorener PN-
Stadien mit morphologisch gut beurteilten Embryonen. Ausschlusskriterien waren der positive
Nachweis zytotoxischer antilymphozytarer HLA-Antikdrper sowie Autoimmunerkrankungen und
Infektionskrankheiten. Die Lymphozyten des Partners wurden aus 50ml heparinisiertem Vollblut
uber Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Nach vier Wochen erfolgte die Testung auf
Antikorper. Bei negativem Ergebnis wurde eine Wiederholung der Immunisierung vor erneuter 1IVF
Behandlung empfohlen. Im Hinblick auf das Alter der Patientinnen zeigte sich die Fertilitat bis zum
Alter von 36 Jahren anndhernd konstant, danach sanken die Schwangerschafts- und Geburtenraten
deutlich ab. Ab einem Alter von 42 Jahren verlief keine Schwangerschaft mehr erfolgreich. An den
686 Paaren konnte nach 966 Embryotransfers eine Schwangerschaftsrate von 29,8% ermittelt
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werden. Die Schwangerschaftsrate pro Embryotransfer war in den ersten sechs Monaten nach aktiver
Immunisierung mit 33,3% am hochsten. Im zweiten Jahr nach Immunisierung sank die

Schwangerschaftsrate auf 27% pro Transfer.

Die nach aktiver Immuntherapie erzielten Ergebnisse wurden mit den Daten des Deutschen IVF-
Registers (DIR 1998) verglichen. Gegeniiber den DIR-Daten lagen die Schwangerschaftsraten nach
aktiver Immuntherapie um 10% hoher. Dies galt allerdings nur fur Patientinnen bis zu einem Alter

von 39 Jahren.

Die DIR-Ergebnisse sind jedoch aus verschiedenen Griinden nicht als Kontrollgruppe geeignet. Bei
dem DIR-Kollektiv handelt es sich um die Gesamtdarstellung der Behandlungsergebnisse aller
Deutschen IVF-Zentren. Die Streubreite der Ergebnisse ist daher sehr grof}. Die von Kling
behandelten Paare entstammen nur einigen dieser Zentren. Ein Vergleich mit dem Gesamtkollektiv
ist auf Grund dessen unzuldssig. Weiterhin wird im DIR-Register jede Behandlung als
Erstbehandlung dargestellt, die wiinschenswerten kumulativen Ergebnisse der einzelnen Patientinnen

kdnnen bisher — u. a. auf Grund des Datenschutzes — nicht erfasst werden.

In der zweiten retrospektiven Analyse wurden 1.435 Paare, welche sich im Zeitraum von 1999-2002
einer aktiven Immunisierung unterzogen hatten, ausgewertet. Wiederum handelte es sich um Paare,
bei denen durchschnittlich 3,7 Punktionszyklen und 4,3 Embryotransfers, inklusive Transfers von
zuvor kryokonservierten PN-Stadien, vorausgegangen waren. Eine Kontrollgruppe ohne aktive
Immunisierung lag auch hier nicht vor. In dem behandelten Kollektiv resultierte eine Geburtenrate

von 25 %,.

Die beiden Auswertungen von Kling et al. sind mit der hier durchgefiihrten Untersuchung aus
verschiedenen Grinden nicht vergleichbar. Die Fallzahlen der Kieler Auswertung sind sehr hoch,
allerdings fehlt ein vergleichbares Kontrollkollektiv. Der Vergleich mit dem DIR-Gesamtkollektiv
ist angesichts der Heterogenitét der Ergebnisse einzelner Gruppen nicht aussagekréftig (DIR 2006).
In unserer Untersuchung wurden beide Kollektive im gleichen Zeitraum unter weitgehend gleichen
Bedingungen behandelt. Einschlusskriterien in beiden Gruppen waren mindestens drei
vorausgegangene erfolglose Embryotransfers. Die Altersverteilung in beiden Gruppen ist nahezu
gleich, die Zahl der vor dem Index ET ubertragenen Embryonen ist in beiden Kollektiven
vergleichbar, ebenso die Indikation zur IVF/ICSI Behandlung. Die Bildung einer Kontrollgruppe
bzw. eines Vergleichskollektives war moglich, da diese Patientinnen nach ausfihrlicher Aufklarung
eine aktive Immuntherapie abgelehnt hatten. Angemerkt werden muss jedoch, dass die Paare nicht

zufallig ausgewahlt wurden. Weiterhin wurde die Kontrollgruppe nicht auf zytotoxische
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antilymphozytare HLA-Antikorper getestet, da die aktive Immuntherapie bereits im Vorfeld
abgelehnt wurde.

In den beiden Studien von Kling galten mindestens zwei erfolglose ET nach IVF- oder ICSI-
Behandlung und/oder nach Transfer von zuvor kryokonservierten PN-Stadien als
Einschlusskriterium. In der vorliegenden Arbeit wurden ET von zuvor kryokonservierten PN-Stadien
ausgeschlossen, da sich die Schwangerschaftsraten nach dem Embryotransfer im Punktionszyklus
von den Raten nach dem Transfer von zuvor kryokonservierten PN-Stadien unterscheiden. Nach
sofortigem Embryotransfer betrdgt die Rate Klinischer Schwangerschaften 28,87%, nach
Ubertragung zuvor kryokonservierter PN-Stadien 18,34% (DIR 2007). Die Gleichsetzung der
Ubertragung von direkt nach Entstehung (ibertragener Embryonen mit dem Transfer von zuvor
kryokonservierten PN-Stadien ist daher unzul&ssig.

Die menschliche Reproduktion ist hochst komplex. Die flr die TransplantatabstoBung bedeutsamen
Erkenntnisse sind offenbar nicht auf die Immunologie der Schwangerschaft U(bertragbar.
Insbesondere ist die Rolle der unterschiedlichen HLA-Antigene der Eltern nicht mit der
Transplantatimmunologie vergleichbar. In den letzten Jahren ist es gelungen zahlreiche
Mechanismen aufzudecken, die zum Schutz der Schwangerschaft vor einer immunologischen
AbstoRung beitragen. Die Wirksamkeit der von verschiedenen Autoren (Beer et al. 1985, Taylor und
Faulk 1981, Mowbray et al. 1985) entwickelten Strategien zur Abortprophylaxe nach habituellen
Aborten (aktive Immuntherapie mit Partnerlymphozyten) konnte in gréReren Studien nicht bestatigt

werden.

Die analog zur aktiven Immuntherapie bei Paaren mit habituellen Aborten angewandte
Immuntherapie mit Partnerlymphozyten bei Paaren mit mehrfachem Implantationsversagen nach
extrakorporaler Befruchtung schien allerdings einen positiven Effekt zu haben. Bisher liegt jedoch
keine plazebokontrollierte Studie zu dieser Behandlung vor. Fir die von Kling et al. publizierten
positiven Ergebnisse eines groRen Patientinnenkollektivs fehlt ein unter gleichen Bedingungen

behandeltes Kontrollkollektiv.

In der hier vorgestellten Untersuchung konnte kein positiver Effekt der Immuntherapie auf die

Schwangerschaftsraten bei wiederholtem Implantationsversagen nachgewiesen werden.
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Bei der tubaren Sterilitat scheint die Immuntherapie sogar eher nachteilig zu sein. Die Ursachen fir
diesen Effekt sind unklar. Bei der idiopathischen Sterilitdt hat die Immuntherapie moglicherweise
einen positiven Effekt auf die Einnistung, allerdings sind die Fallzahlen zu Kklein, um eine

diesbezugliche Empfehlung auszusprechen.

Die in den letzen Jahren gewonnenen Erkenntnisse zur Immunologie der Frihschwangerschaft haben
zu neuen Therapieansatzen gefiihrt. Besonderes Interesse hat dabei die Therapie mit schitzenden
Zytokinen gefunden. Die vor etwa 10 Jahren als erfolgversprechend geltende Therapie mit LIF
(leukemia inhibitory factor) hat sich in einer plazebokontrollierten Multicenterstudie als nicht
wirksam erwiesen. Kleine, nicht kontrollierte Studien wurden zur Therapie mit TNF-a-Blocker und
G-CSF publiziert. Auf Grund der bisher vorliegenden Ergebnisse kann jedoch diesbezuglich keine

Therapieempfehlung ausgesprochen werden.
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5 Zusammenfassung

Die extrakorporale Befruchtung hat sich bei der Behandlung von Paaren mit ungewollter
Kinderlosigkeit zu einer Routinemethode entwickelt. In Deutschland werden heute etwa 1,2 % aller
Kinder nach IVF- oder ICSI-Behandlung geboren. Die Schwangerschaftsraten pro Embryotransfer
liegen im Mittel bei etwa 26,6 %. Da normalerweise zwei bis drei Embryonen Ubertragen werden,
liegt die Schwangerschaftsrate pro ubertragenen Embryo bei lediglich 17 %, d. h. 83 % der
transferierten Embryonen gehen zugrunde. Ein wesentliches Ziel der reproduktionsmedizinischen

Forschung ist daher die Reduzierung der Embryonenverluste nach Embryotransfer.

Die Grunde fur Embryonenverluste nach Embryotransfer sind vielschichtig. Unter anderem werden
in Analogie zur TransplantatabstoBung immunologische AbstolRungsreaktionen bei der
Auseinandersetzung des muatterlichen Immunsystems mit dem Hemiallotransplantat Embryo
vermutet. Um 1980 wurde die aktive Immuntherapie mit Partnerlymphozyten zur Behandlung von
Frauen nach mehreren Fehlgeburten (habituellen Aborten) eingefiihrt. Die zun&chst positiven
Ergebnisse dieser Therapie flhrten zu der Annahme, dass auch die frihen Embryonenverluste nach
Embryotransfer auf immunologische AbstoBung zuriickzufiihren sein kdnnten, und dass die aktive
Immuntherapie auch diese friilhen Aborte verhindern kénne. Seit 1987 wurden in der Arbeitsgruppe
fur Reproduktionsmedizin der Universitats-Frauenklinik Gottingen in Zusammenarbeit mit der
Abteilung fur Transfusionsmedizin Frauen nach mehrfachem erfolglosem Embryotransfer aktive

Immuntherapien mit Partnerlymphozyten angeboten.

In einer retrospektiven Analyse wurden 72 Patientinnen identifiziert, bei denen von 1987 bis 2002 in
der Arbeitsgruppe Reproduktionsmedizin der Universitatsfrauenklinik Gaéttingen mindestens dreimal
erfolglos ein Embryotransfer nach IVF oder ICSI durchgefiihrt worden war. Allen Patientinnen war
in diesen Féllen eine aktive Immuntherapie mit Partnerlymphozyten angeboten worden. 39
Patientinnen hatten die Therapie durchfiihren lassen, 33 Patientinnen hatten die Therapie abgelehnt.
Beide Gruppen waren hinsichtlich der wichtigsten Voraussetzungen fiir den Eintritt einer
Schwangerschaft vergleichbar.

Verglichen wurden beide Gruppen hinsichtlich der Schwangerschaftsraten nach Immuntherapie
(Behandlungsgruppe) bzw. nach dem vergleichbaren Behandlungszyklus ohne vorausgegangene

Immuntherapie (Kontrollgruppe).
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In der Therapiegruppe wurden 10 von 39 Frauen schwanger. Dies entspricht einer
Schwangerschaftsrate von 25,6 %. In der Kontrollgruppe wurden von 33 Frauen 13 schwanger

(39,4 %) (s. Tab. 6, S. 52). Der Unterschied ist im Chi2-Test statistisch nicht signifikant (p = 0,21).
Die Subanalysen flr unterschiedliche Zahlen vorausgegangener Embryotransfers und flr
unterschiedliche Altersgruppen lieRen ebenfalls keine Unterschiede erkennen. Bei einem Vergleich
der Indikationen zur IVF- bzw. ICSI-Behandlung fand sich uberraschenderweise ein signifikant
ungunstiger Effekt der Immuntherapie auf die Schwangerschaftsraten bei Patientinnen mit tubarer
Sterilitat (p = 0,01). Die Griinde daftir sind unklar.

Das Ergebnis dieser Studie lasst den Schluss zu, dass die aktive Immuntherapie mit
Partnerlymphozyten zu keiner Erhthung der Schwangerschaftsraten nach Embryotransfer fuhrt.
Insbesondere auf Grund des in unserer Studie nachteiligen Effekts der Immuntherapie bei tubarer

Sterilitat sollte die Indikation zur aktiven Immuntherapie kritisch Uberdacht werden.
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