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1 Einleitung

1.1 Unerfiillter Kinderwunsch

Unfruchtbarkeit ist in den meisten Kulturen, auch in westlichen Industrielandern
wie Deutschland, noch immer ein tabuisiertes Thema (BZgA 2013; Khetarpal
und Singh 2012; Toth et al. 2019; Whiteford und Gonzalez 1995). Die Zahlen
zur ungewollten Kinderlosigkeit variieren in amtlichen Statistiken und der Fach-
literatur deutlich, da auf verschiedene Datensatze und Definitionen Bezug ge-
nommen wird (Stobel-Richter et al. 2013). Definitionen sind deshalb diffizil, da
die Ubergange zwischen gewollter und ungewollter Kinderlosigkeit flieRend sein
konnen (Brahler et al. 2001), und die meisten Paare keine 100 % einge-
schrankte, sondern eine nicht genau bezifferbar eingeschrankte Fertilitat auf-
weisen (Ludwig et al. 2020a). Vermutlich 20-30 % der Paare sind zumindest
temporar vermindert fruchtbar (lttner et al. 2000). Bei etwa 25 % der Paare ist
die Frau nach einem Jahr mit regelmaligem ungeschutztem Geschlechts-
verkehr noch nicht schwanger geworden (Stébel-Richter et al. 2013) und somit
gemald der WHO-Definition eingeschrankt fertil (Zegers-Hochschild et al. 2009).
Altere wie auch neuere Literatur schatzt die Pravalenz der Subfertilitdt auf etwa
10 % (ESHRE Capri Workshop Group 2001; Mascarenhas et al. 2012).

Laut einer Querschnittsbefragung in Grof3britannien suchen ca. 55 % der von
eingeschrankter Fertilitat gemal WHO-Definition Betroffenen medizinische Hilfe
(Datta et al. 2016). Der ungewollten Kinderlosigkeit der Paare liegen verschie-
dene Ursachen zugrunde, wobei sich diese haufig bei beiden Partnern finden
und eher selten eine eindeutige alleinige Ursache vorliegt (Ludwig et al. 2020a).
Je nach zugrunde liegender Ursache stellt eine extrakorporale Befruchtung im
Rahmen einer In-vitro-Fertilisations(IVF)-Behandlung und ggf. kombiniert eine

Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) die Therapie der Wahl dar.

Im Jahr 2019 wurden Uber 100.000 IVF-Behandlungszyklen in deutschen
Kinderwunschzentren durchgefiihrt (Deutsches IVF-Register e.V. 2020). Uber
21.000 Kinder wurden aus den Behandlungen des Jahres 2018 geboren, und

seit 1997 insgesamt Uber 319.000 Kinder nach extrakorporaler Befruchtung



(Deutsches IVF-Register e.V. 2020). Bereits im Jahr 2016 wurden nahezu 3 %
aller lebend geborenen Kinder nach einer extrakorporalen Befruchtung geboren,
sodass umgerechnet in fast jeder Schulklasse ein Kind sitzt, welches sein Leben
einer kinstlichen Befruchtung verdankt (Deutsches IVF-Register e.V. 2018, S.
9). Das mittlere Alter der behandelten Frauen war im Jahr 2019 35,5 Jahre und
der zugehdrigen mannlichen Partner 38,9 Jahre (Deutsches IVF-Register e.V.
2020). Mit dem sich fortsetzenden Trend im demographischen Wandel in
Deutschland, dass Frauen ihre Kinder in einem immer hoheren Alter bekommen
(Statistisches Bundesamt 2020), und daher abnehmenden Schwangerschafts-
chancen (Ludwig et al. 2020b), wird der Bedarf an reproduktionsmedizinischen
Therapien in Zukunft steigen. Auch die steigende Rate von Adipositas und asso-
ziierten metabolischen Storungen in der Bevolkerung macht dies wahrscheinlich
(Gu et al. 2015). Gleichzeitig durfte es angesichts des demographischen
Wandels flr die Gesellschaft noch wichtiger werden, ungewollt kinderlose Paare

zu unterstitzen (Bundesministerium des Innern 2012).

Ein unerflllter Kinderwunsch wird von Betroffenen haufig als einschneidende
Lebenskrise empfunden (Khetarpal und Singh 2012; Weblus et al. 2019;
Whiteford und Gonzalez 1995). Paare aus stark pronatalistisch gepragten, z. B.
muslimischen Gesellschaften, wo Kinderlosigkeit fur eine Frau im Allgemeinen
ein soziales Stigma darstellt (Abbasi-Shavazi et al. 2008; Hasson et al. 2017;
Vanderlinden 2009), sind psychisch noch starker belastet als Paare aus den
westlichen Industrielandern (Hasson et al. 2017; Schmid et al. 2004; van Rooij
et al. 2007; Weblus et al. 2019). Bei onkologischen Patientinnen/Patienten wird
bereits die Mdglichkeit einer spater therapierefraktaren Infertilitat als ahnlich

belastend eingestuft wie die maligne Erkrankung selbst (Dittrich et al. 2017).

Das Durchlaufen einer reproduktionsmedizinischen Behandlung stellt fur die
Paare ebenfalls eine Belastung dar (Cwikel et al. 2004; Verhaak et al. 2007).
Etwa 15-20 % der behandelten Paare nehmen eine psychosoziale Beratung in
Anspruch (Neulen und Neise 2011). Vermutlich ist Angst vor einem Misserfolg
der wesentliche Grund fur den durch die Therapie begrindeten Stress (Verhaak
et al. 2007). Die Schwangerschaftsrate liegt aktuell bei ca. 27 % pro Behand-
lungszyklus. Durch Wiederholungen der Behandlung lasst sie sich erhdhen, mit

einer kumulativen Schwangerschaftsrate von ca. 80 % bei Uber 4 Behandlungen
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(Deutsches IVF-Register e.V. 2020). Insbesondere ein Misserfolg wie auch eine
daher nétige wiederholte, somit mehrere Monate lange, Behandlung ist fur die
Paare belastend (Ha et al. 2020; Stdbel-Richter et al. 2013; Thiering et al. 1993;
Volgsten et al. 2010). Daruber hinaus erhéhen sich mit der Anzahl der Behand-
lungszyklen die Kosten, die von den Paaren und bei Erfillung der Voraus-
setzungen anteilig von den Krankenkassen zu tragen sind (G-BA 2017), was
insbesondere fur finanziell schwachere Paare eine Limitation darstellen durfte.
Um die Anzahl erfolgloser Behandlungszyklen zu reduzieren, muss eine
Optimierung der Therapien und ihrer Erfolgsraten, und somit auch der damit

zusammenhangenden Diagnostik, angestrebt werden.

1.2 Die Ovarialfollikel

1.2.1 Funktion und Lokalisation

Die Ovarialfollikel stellen die anatomisch-physiologische Grundlage der Fertilitat
der Frau dar. Sie beinhalten die Eizellen, wobei jeweils eine einzelne Eizelle von
somatischen Begleitzellen umgeben ist (Lullmann-Rauch und Asan 2019; Ross
und Pawlina 2011). Ihre zwei Hauptfunktionen sind die Bereitstellung der Ei-
zellen und die Produktion der weiblichen Geschlechtshormone (Lullmann-
Rauch und Asan 2019; Ross und Pawlina 2011). Sie befinden sich in den paarig
angelegten, intraperitoneal an den Seiten des kleinen Beckens gelegenen
Ovarien, den weiblichen Keimdrisen (Mesiano und Jones 2017b; Welsch

2010a). Dort liegen sie in deren peripherer Rinde (Ross und Pawlina 2011).

1.2.2 Follikulogenese

Aus einem ruhenden Bestand an sog. Primordialfollikeln gehen wahrend der
reproduktionsfahigen Lebensphase regelmallig Follikel in die wachsenden
Follikelstadien der Primar-, Sekundar- und Tertiarfollikel iber (Lullmann-Rauch
und Asan 2019; Welsch 2010a). Die Stadien folgen in einem Kontinuum zeitlich
aufeinander, wobei aus jedem Stadium heraus ein spontanes atretisches
Zugrundegehen mit Apoptose der Eizelle erfolgen kann (Lullmann-Rauch und
Asan 2019; Ross und Pawlina 2011; Welsch 2010a). Die zu Pubertatsbeginn
vorhandenen ca. 0,4 Millionen Follikel werden aufgrund eines kontinuierlichen

Verlusts durch Atresie, und insgesamt hochstens 400 Ovulationen von
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sprungreif gewordenen Follikeln, etwa bis zum 50. Lebensjahr aufgebraucht
(Lallmann-Rauch und Asan 2019). Eine Neubildung an Follikeln findet nicht statt
(Pfisterer 2011).

Die Follikelstadien unterliegen strukturellen und funktionellen Veranderungen.
Die Eizelle vergrofRert sich und sezerniert eine sie umgebende Glykoprotein-
Hille (Ross und Pawlina 2011; Welsch 2010a). Uber Zellauslaufer mit Zell-Zell-
Kontakten bleibt sie mit den umgebenden Follikelepithelzellen verbunden (Ross
und Pawlina 2011). Das Follikelepithel proliferiert. Im Bindegewebe aulierhalb
der das Follikelepithel umgebenden Basalmembran bildet sich eine Hullschicht
aus zirkular angeordneten Rindenstromazellen, die Theca folliculi, und eine
dichte GefalRversorgung (Lullmann-Rauch und Asan 2019; Welsch 2010a).

Das Follikelwachstum bis zum Tertiarfollikel erfolgt unabhangig vom weiblichen
Zyklus, u. a. Uber komplexe parakrine und autokrine Signalwege (Deutzmann
2016; Jones und Shikanov 2019; Lullmann-Rauch und Asan 2019). Zu Beginn
jedes Monatszyklus wird eine Kohorte von 10-20 frihen Tertiarfollikeln sexual-
hormonabhangig erhalten. Sie vergroRern sich rasch und bilden zentral eine
flussigkeitsgefullte Follikelhdhle aus (Lullmann-Rauch und Asan 2019; Rodgers
und Irving-Rodgers 2010). Diese ist von Follikelepithel ausgekleidet, das aus
etwa 5 -10 Schichten von sog. Granulosazellen besteht (Welsch 2010a).
Aufgrund ihrer Existenz kann die maximale Diffusionsstrecke der Zellen zur Blut-
versorgung eingehalten werden (Bachler et al. 2014; Rodgers et al. 2001). Die
Eizelle liegt randstandig innerhalb einer in die Follikelhdhle ragenden Epithel-
verdickung aus spezialisierten Granulosazellen, dem Cumulus oophorus
(Rodgers et al. 1995; Welsch 2010a). Die Theca folliculi entwickelt eine Zwei-
schichtigkeit, wobei die Theca interna mehrere Schichten epithelahnlicher

Zellen aufweist (LUllmann-Rauch und Asan 2019; Ross und Pawlina 2011).

1.2.3 Der dominante Follikel

Von der Kohorte eines Zyklus wird i. d. R. nur ein Follikel dominant und
sprungreif (LUllmann-Rauch und Asan 2019). Ausnahmsweise kann es durch
die Ovulation zweier Follikel zur Entstehung zweieiiger Zwillinge kommen
(Buselmaier und Tariverdian 2007). Der dominante Follikel wachst auf eine
Grolie von ca. 15-25 mm (Welsch 2010a). Er verursacht eine Vorwoélbung auf
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der Ovaroberflache (Ross und Pawlina 2011), welcher der Cumulus oophorus i.
d. R. gegenuber liegt (Lullmann-Rauch und Asan 2019). Kurz vor der Ovulation
I6st sich die Eizelle mitsamt angelagerten Cumuluszellen aus der Follikelwand.
Dieser sog. Cumulus-Eizell-Komplex flottiert alsdann in der FF (LUllmann-Rauch
und Asan 2019; Ross und Pawlina 2011). Die FF macht schlieldlich bis zu Uber
95 % des Follikelvolumens aus (Rodgers et al. 2001; Rodgers und Irving-
Rodgers 2010).

1.3 Der weibliche Zyklus

1.3.1 Funktion und Gliederung des Zyklus

Der Reproduktionstrakt einer Frau im reproduktionsfahigen Alter unterliegt
periodisch wiederkehrenden Veranderungen, dem weiblichen Zyklus (Lullmann-
Rauch und Asan 2019). Ziel ist die Bereitstellung einer einzelnen befruchtungs-
fahigen Eizelle sowie die Vorbereitung des Uterus auf die eventuelle Einnistung
des Embryos (Rieger et al. 2018). Die mittlere Zyklusdauer betragt 28 Tage. Sie
wird nicht durch einen zentralen Zeigeber, sondern die Vorgange in den Ovarien
bestimmt. Der Beginn der ca. 5-tagigen Menstruationsblutung wird als Tag 1
definiert (Rieger et al. 2018). Die als Ovulation bezeichnete Freisetzung der Ei-
zelle aus dem Ovar erfolgt im Mittel an Tag 14. Anhand dieser wird der Zyklus
in eine praovulatorische Follikel- und eine postovulatorische Lutealphase

gegliedert (Lullmann-Rauch und Asan 2019).

1.3.2 Hypophysér-ovarieller Regelkreis

Vom Hypothalamus-Hypophysen-System wird der ovarielle Zyklus gesteuert,
welcher wiederum von synchronen Anderungen in den Zielgeweben der
ovariellen Hormone begleitet wird (Lullmann-Rauch und Asan 2019). Die auf die
Ovarien wirkenden Gonadotropine Follikelstimulierendes Hormon (FSH) und
Luteinisierendes Hormon (LH) werden aus dem Hypophysenvorderlappen ins
Blut freigesetzt (Deutzmann 2016). Ihre Ausschittung wird u. a. durch das
Steuerhormon Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) des Hypothalamus
reguliert (Deutzmann 2016; Lullmann-Rauch und Asan 2019; Rieger et al.
2018), wobei multiple physiologische und Umwelt-Signale integriert werden

(Mesiano und Jones 2017b). Die Pulsfrequenz der GnRH-Ausschuttung beein-
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flusst den FSH- bzw. LH-Anteil an der Gonadotropinproduktion (Rieger et al.
2018). FSH und LH werden beide Uber den gesamten Zyklus gebraucht,
beherrschen aber die Phasen verschieden stark (Lullmann-Rauch und Asan
2019). Sie werden Uber den Blutkreislauf zu den Follikeln transportiert, wo sie
auf die Follikelzellen wirken (Rieger et al. 2018). Die daraufhin dort gebildeten
Steroide (Estrogene und Gestagene) und Peptide (Inhibine und Aktivine)
bewirken wiederum eine Ruckkopplung auf die hypothalamisch-hypophysare
Achse (Mesiano und Jones 2017b).

1.3.3 Die Follikelphase

Der in der spaten Lutealphase des vorherigen Zyklus ansteigende FSH-Spiegel
sorgt fur die Erhaltung einer Kohorte von Tertiarfollikeln flir den neuen Zyklus
(Deutzmann 2016; Lullmann-Rauch und Asan 2019). FSH dominiert auch die
ersten 8-10 Tage der anschlieRenden Follikelphase (Lullmann-Rauch und Asan
2019; Ross und Pawlina 2011). Die rasch wachsenden Follikel der Kohorte
produzieren Estrogene und Inhibin (Lillmann-Rauch und Asan 2019), die neben
Veranderungen des Uterus eine negative Ruckkopplung auf die Gonadotropin-
Sekretion bewirken (Lullmann-Rauch und Asan 2019; Mesiano und Jones
2017b). Die resultierende Abnahme des FSH-Spiegels fuhrt zum Zugrunde-
gehen aller Kohorten-Follikel mit Ausnahme des dominanten Follikels
(Deutzmann 2016). Dieser am weitesten entwickelte Follikel hat einen Uber-
lebensvorteil, da er mehr Granulosazellen, eine groRere FSH-Rezeptordichte
und bereits beginnend LH-Rezeptoren besitzt (Bachler et al. 2014; Collatz und
Meier 2018; Lullmann-Rauch und Asan 2019). Durch die sich erhdhende Emp-
findlichkeit gegenuber FSH und LH steigt seine Estrogenproduktion sogar an
(Rieger et al. 2018). Er ist fur den Anstieg des Estrogenspiegels in der 2. Woche
des Zyklus verantwortlich (LUllmann-Rauch und Asan 2019). Zum Ende der
ersten Zyklushalfte vollendet er den Reifungsprozess (Deutzmann 2016). Es
wird eine Estradiol-Schwellenkonzentration Uberschritten (Rieger et al. 2018),
wodurch eine Umkehrung der sonstigen negativen Ruckkopplung von Estradiol
auf die GnRH-Sekretion in eine positive Ruckkopplung erfolgt (Deutzmann
2016).



1.3.4 Die Ovulation

Die drastisch gesteigerte GnRH-Ausschuttung fuhrt in Kombination mit gefullten
LH-Speichern zu einem steilen, gipfelartigen LH-Spiegelanstieg (Cordes 2020;
Lillmann-Rauch und Asan 2019). Dieser stof3t die Vorgange in Eizelle und
Follikel an, die spater zu Ovulation und Gelbkdrperbildung fuhren (LGllmann-
Rauch und Asan 2019). Die primare Eizelle, die bisher innerhalb der ersten
Reifeteilung der Meiose arretiert war (Lullmann-Rauch und Asan 2019), voll-
endet ihre erste Reifeteilung (Ross und Pawlina 2011). Die entstehende sekun-
dare Eizelle enthalt nur noch einen halbierten Chromosomensatz (Welsch
2010b). Dabei tritt die primare Eizelle aus dem unreifen sog. Germinalvesikel-
zunachst in das noch nicht ausgereifte Metaphase I(Ml)-Stadium Uber, das sie
nach ca. 32 Stunden erreicht. Mit Abschluss der ersten Reifeteilung nach ca. 36
Stunden wird der erste sog. Polkorper ausgestol3en. Sie beginnt direkt mit der
zweiten Reifeteilung, die in der Metaphase Il (Mll) anhalt und erst im Falle einer
Befruchtung vollendet wird. Die Eizelle hat somit das zur Befruchtung bereite
MIl-Stadium erreicht (Cordes 2020). Durch den LH-Gipfel wird auerdem die
Progesteron-Bildung im dominanten Follikel induziert (Deutzmann 2016). U. a.
progesteron- und flissigkeitsdruckabhangig kommt es zur Eréffnung des
Follikels (Deutzmann 2016; Rodgers und Irving-Rodgers 2010). Ca. 34-36
Stunden nach Beginn des LH-Gipfels wird der Cumulus-Eizell-Komplex mit FF

in die ipsilaterale Tuba uterina freigesetzt (Ross und Pawlina 2011).

1.3.5 Die Lutealphase

Neben der spaten Follikelphase wird auch die Lutealphase von LH dominiert
(Ldllmann-Rauch und Asan 2019). Allerdings ist durch die enorm hohe pra-
ovulatorische LH-Konzentration die LH-Empfindlichkeit der Follikelzellen
reduziert, und damit auch die Androgen- und Estrogenbildung (Rieger et al.
2018; Ross und Pawlina 2011). Daher wird die Rickkopplung auf die Gonado-
tropinproduktion wieder negativ (Rieger et al. 2018). Aus den verbliebenen
Anteilen des gesprungenen Follikels bildet sich der Gelbkdrper, das sog. Corpus
luteum. Dessen umfunktionierte Granulosa-Luteinzellen bilden insbesondere
Progesteron (Lullmann-Rauch und Asan 2019). Progesteron ist fur die Vor-
bereitung der Uterusschleimhaut im Hinblick auf eine potentielle Embryo-

implantation verantwortlich (Deutzmann 2016). Aul3erdem bedingt Progesteron
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eine deutliche Abnahme der GnRH-Sekretion und infolgedessen der FSH- und
LH-Spiegel (Deutzmann 2016; Mesiano und Jones 2017b).

1.3.6 Ausgang und Neuanfang des Zyklus

Im Falle einer Schwangerschaft wird vom Keim das LH-artig wirkende Hormon
humanes Choriongonadotropin (hCG) gebildet, welches das Corpus luteum
erhalt (Lullmann-Rauch und Asan 2019). Ohne Embryoimplantation kommt es
zur Rickbildung des Corpus luteum (Rieger et al. 2018). In diesem Fall ist es
nur wahrend der 14 Tage der zweiten Zyklushalfte aktiv (Ross und Pawlina
2011) und die Progesteron- und Estrogenspiegel sinken ab dem 22. Zyklustag
(Welsch 2010a). Die oberflachliche Schicht der Uterusschleimhaut wird nekro-
tisch und mit der am ersten Tag des nachsten Zyklus einsetzenden
Menstruationsblutung ausgeschieden (Lullmann-Rauch und Asan 2019;
Mesiano und Jones 2017b). Da Estradiol, Inhibin und Progesteron als inhibito-
rische Signale wegfallen, steigt gegen Ende des Zyklus die GnRH-Ausschuttung
wieder an. Der resultierende erneute Anstieg der FSH-Sekretion flhrt zur
Rekrutierung einer Follikel-Kohorte fur den nachsten Zyklus der Frau (Rieger et
al. 2018).

1.4 Die Befruchtung

Fur die Befruchtung, auch Fertilisation genannt, missen reife mannliche und
weibliche Keimzellen zusammentreffen (Basuino und Silveira 2016). Unbe-
fruchtet degeneriert die Eizelle nach 12-24 Stunden (Welsch 2010a). Die Be-
fruchtung und die ersten etwa 4 Tage der Keimentwicklung finden in der Tuba
uterina statt (Lallmann-Rauch und Asan 2019), bevor der Weitertransport in das
Uteruslumen erfolgt (Neulen und Neise 2011). Physiologisch ist dazu eine
Aszension von Spermien aus der Vagina, Uber Zervikalkanal und Uteruslumen,
in die Tuba uterina notwendig. Nur bis zu einige Hundert von den ca. 200
Millionen Spermien des Ejakulats Uberleben diese (Rieger et al. 2018). I. d. R.
konnen nach der Fusion eines Spermiums mit der Eizelle keine weiteren
Spermien eintreten, sodass eine Mehrfachbefruchtung verhindert wird. Ein
andernfalls entstehender polyploider Embryo kann sich nicht Uber frihe Stadien

hinaus entwickeln (Mesiano und Jones 2017a). Ebenfalls durch die Fusion der
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Keimzellen ausgeldst wird die Beendigung der zweiten Reifeteilung der Eizelle.
Erst zu diesem Zeitpunkt entsteht somit die definitive weibliche Keimzelle mit
dem weiblichen Vorkern (Ross und Pawlina 2011; Welsch 2010b). Durch die
Verschmelzung des weiblichen und mannlichen Vorkerns ist die Befruchtung
beendet. Es ist eine gemeinsame Zelle, die Zygote, entstanden (Mesiano und
Jones 2017a). Mit ihrer ersten mitotischen Furchungsteilung beginnt die

Embryonalentwicklung (Ross und Pawlina 2011).

1.5 Assistierte Reproduktionstechniken mit extrakorporaler Befruchtung

1.5.1 In-vitro-Fertilisation

Bei der IVF handelt es sich um ein Verfahren, bei dem einer Frau Eizellen ent-
nommen und im Labor extrakorporal befruchtet werden (Mesiano und Jones
2017a; Rieger et al. 2018). Indikationen sind u. a. ein Funktionsverlust der Tuba
uterina (auch bei der Erkrankung Endometriose), eine immunologisch bedingte
oder idiopathische Sterilitat sowie eine Subfertilitat des Mannes — sofern diese
nicht durch sonstige therapeutische Moglichkeiten behandelbar sind (G-BA
2017).

1.5.1.1 Kontrollierte ovarielle Stimulation

Nicht aus jedem sprungreifen Ovarialfollikel kann eine reife oder tGberhaupt eine
Eizelle gewonnen werden (Mesiano und Jones 2017a; Sunkara et al. 2011). In
nahezu allen IVF-Behandlungszyklen werden aus einigen Follikeln keine Ei-
zellen gewonnen (Stevenson und Lashen 2008). Ein Grund dafur kann eine
noch nicht erfolgte Ablésung des Cumulus-Eizell-Komplexes von der Follikel-
wand sein (Meniru und Craft 1997). Ein weiterer mdglicher Grund ist umstritten,
und zwar, ob Follikel existieren, die keine Eizelle enthalten. Eine normale
Ausbildung der restlichen Follikelstrukturen bei nicht angelegter Eizelle
erscheint unwahrscheinlich (Mossman und Duke 1973). Als Erklarung fur
eizellleere Follikel wurde stattdessen ein frihes atretisches Zugrundegehen der

Eizelle vorgeschlagen (Stevenson und Lashen 2008).

Auch die folgenden Teilschritte haben jeweils keine Erfolgsrate von 100 %.
Deshalb werden beim konventionellen IVF-Verfahren nach Mdglichkeit 8-18

Eizellen gewonnen (Mesiano und Jones 2017a; Sunkara et al. 2011). Fur die
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simultane Reifung mehrerer Follikel bedarf es einer kontrollierten ovariellen
Stimulation (COS, controlled ovarian stimulation) durch die wiederholte exogene
Gabe hoher Gonadotropin-Dosen (Mesiano und Jones 2017a). Es wird FSH
verabreicht, und insbesondere bei Frauen mit sehr niedrigen LH-Spiegeln
zusatzlich LH zur Verbesserung der Follikelreifung (Griesinger 2020). Da
mehrere Follikel parallel Estrogene produzieren, wirde die flir den LH-
Spiegelgipfel verantwortliche Estradiol-Schwellenkonzentration bereits wahrend
eines unreifen Follikelzustands erreicht und endogen eine vorzeitige Ovulation
ausgelost (Rieger et al. 2018). Um dies zu verhindern und den Ovulations-
zeitpunkt exogen steuerbar zu machen, werden die Patientinnen zur Durch-
brechung des hypophysar-ovariellen Regelkreises mit GnRH-Analoga
behandelt. Es werden je nach Stimulationsprotokoll GnRH-Agonisten oder
GnRH-Antagonisten verwendet. Die GnRH-Antagonisten blockieren die Hypo-
physe mit raschem Wirkeintritt, wahrend eine Behandlung mit GnRH-Agonisten
aufgrund ihres verzogerten Wirkeintritts i. d. R. bereits in der Lutealphase des
vorherigen Zyklus der Frau begonnen werden muss (Griesinger 2020). Ein
nicht-pulsatiles, kontinuierliches Einwirken eines GnRH-Agonisten Uber 10-14
Tage desensitisiert die Hypophyse und unterdriickt somit die Gonadotropin-

Freisetzung (Griesinger 2020; Mesiano und Jones 2017c).

Das Follikelwachstum wird mit seriellen Ultraschalluntersuchungen bezuglich
Anzahl und GréRRe der Follikel kontrolliert (Griesinger 2020). Zusatzlich erfolgen
haufig Kontrollen der Hormonspiegel im Blut zur Uberpriifung des Erfolgs der
hypophysaren Herabregulierung und der Follikelfunktion (Griesinger 2020;
Mesiano und Jones 2017a). Zur Induktion der finalen Eizellreifung wird durch
eine hCG-Gabe ein natlrlicher LH-Gipfel simuliert (Mesiano und Jones 20173;
Rieger et al. 2018). Dies ist mdglich, da LH und hCG aufgrund ihrer hohen
Strukturahnlichkeit an dasselbe Rezeptorsystem binden kénnen (Rieger et al.
2018). Alternativ ist bei GnRH-Antagonisten-Stimulationsprotokollen eine
GnRH-Agonisten-Bolusgabe mit resultierender endogener LH-Ausschuttung
maglich (Griesinger 2020). Kurz bevor die Ovulation stattfinden wirde, d. h. 34-
36 Stunden nach der hCG-Gabe, erfolgt die Entnahme der Eizellen (Mesiano
und Jones 2017a).
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1.5.1.2 Eizellentnahme und extrakorporale Befruchtung

Die ultraschallgesteuerte Follikelpunktion erfolgt i. d. R. transvaginal in Stein-
schnittlage. Eine Vaginalultraschallsonde wird mit leichtem Druck im lateralen
Vaginalgewdlbe an das Ovar herangefiihrt (Ludwig 2020). Uber eine Fiihrungs-
schiene an der Vaginalsonde wird die Punktionsnadel durch die Vaginalwand in
die Follikel eingeflihrt und die FF mitsamt den Eizellen abgesaugt (Mesiano und
Jones 2017a). I. d. R. werden mdglichst alle Uber 10 mm grofden Follikel
punktiert (Ludwig 2020).

stimulierter Eierstock

Punktion zur Eizellentnahme

Abbildung 1: Follikelpunktion zur Eizellentnahme (BZgA 2017). Die Verwen-
dung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Bundeszentrale

ftr gesundheitliche Aufklarung.

Die Insemination, d. h. Zugabe beweglicher Spermien zu den gewonnenen Ei-
zellen, erfolgt ca. 2-3 Stunden nach der Follikelpunktion (Ebner und Diedrich
2020). Die Befruchtungsrate liegt dabei bei ca. 60-85 % (Mesiano und Jones
2017a). In ca. 91 % wird mindestens eine Eizelle pro Behandlungszyklus erfolg-

reich befruchtet (Deutsches IVF-Register €.V. 2020). In diesem Stadium kénnen
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befruchtete Eizellen auch flr zukinftige Behandlungszyklen kryokonserviert

werden (Ross und Pawlina 2011).

1.5.2 Intrazytoplasmatische Spermieninjektion

U. a. im Falle einer schweren Fertilitatsstorung des mannlichen Partners mit
einer sehr geringen Anzahl beweglicher Spermien oder eines totalen Fertilisa-
tionsversagens bei einem IVF-Versuch ist die Anwendung eines ICSI-
Verfahrens sinnvoll (G-BA 2017; Mesiano und Jones 2017a). Hierbei wird im
Labor ein ausgewahltes Spermium mittels einer Mikroinjektionspipette direkt in
die Eizelle injiziert (Ebner und Diedrich 2020). Die Befruchtungsrate liegt bei ca.
60-70 % (Mesiano und Jones 2017a). In nahezu 95 % wird mindestens eine
Eizelle pro Behandlungszyklus erfolgreich befruchtet (Deutsches IVF-Register
e.V. 2020).

1.5.3 Embryotransfer

Der Embryotransfer in den Uterus der Frau erfolgt nach 2-5 Kulturtagen in einem
mehrzelligen Stadium des Embryos (Mesiano und Jones 2017a; Rieger et al.
2018). Eine maximal erlaubte Anzahl von 3 Embryonen pro Embryotransfer soll
Mehrlingsschwangerschaften reduzieren (Al-Hasani und Diedrich 2020b). Der
Embryo oder die Embryonen werden uber einen dinnen, flexiblen Katheter im
Uteruslumen platziert (Al-Hasani und Diedrich 2020b; Mesiano und Jones
2017a). Da eine COS Lutealphasendefekte induzieren kann, wird zur Erhaltung
einer eintretenden Schwangerschaft spatestens ab dem Embryotransfer eine
Behandlung der Patientin mit Progesteron begonnen (Kleinstein und Brossner
2008; Ross und Pawlina 2011). Die Implantationsraten betragen ca. 8-15 % pro
Embryo (Mesiano und Jones 2017a). Die Lebendgeburtenrate liegt bei ca. 21 %
pro IVF- und bei ca. 19 % pro ICSI-Behandlung (Deutsches IVF-Register e.V.
2020).
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1.6 Untersuchung der Follikelfllissigkeit

1.6.1 Beurteilung der Eizellqualitit und weiterer Parameter der

assistierten Reproduktion

Biochemische Marker in der FF konnen vermutlich Therapieergebnisse der
assistierten Reproduktion vorhersagen. Diese Idee hat sich in den letzten Jahr-
zehnten gefestigt. Die Konzentrationen einer Reihe von Substanzen in der FF
werden mit dem Reifegrad der Eizelle und deren Entwicklungsfahigkeit, d. h.
Befruchtung, Schwangerschaft und Geburt, sowie weiteren Parametern der
assistierten Reproduktion in Zusammenhang gebracht (Basuino und Silveira
2016; Benkhalifa et al. 2015; Chen et al. 2016; Da Broi et al. 2018; McRae et al.
2013; Revelli et al. 2009). Aulzerdem kénnten sich Substanzen in der FF auf die
Wahrscheinlichkeit der Gewinnung einer Eizelle aus einem Follikel auswirken
(Rosen et al. 2009). Neben Ruckschlissen auf die Qualitat einzelner Follikel
und Eizellen konnten biochemische Marker auch ermoglichen, Patientinnen mit
einem hoheren Risiko fur einen unerfolgreichen Therapiezyklus friihzeitig zu

erkennen, um Therapieanpassungen vornehmen zu kdénnen.

Die FF wird ohnehin zusammen mit der Eizelle gewonnen und ublicherweise
verworfen. Sie bietet sich daher flr Studien- und perspektivisch diagnostische
Zwecke an. Auch in Bezug auf die Eizelle stellt ihre Untersuchung einen nicht-
invasiven Ansatz dar (McRae et al. 2013). Prinzipiell ware der Einsatz einer FF-
Untersuchung in der klinischen Routine moglich, da zwischen Follikelpunktion
und Insemination bzw. Spermieninjektion ein ausreichendes Zeitfenster besteht
(Costa et al. 2004).

1.6.1.1 Notwendigkeit der Evaluation neuer Techniken zur Beurteilung der

Eizellqualitat

Fur eine Optimierung der Erfolgsraten der IVF- und ICSI-Therapie ist die Beur-
teilung der Qualitat der Follikel, der gewonnenen Eizellen und derer weiterer
Entwicklungsstadien zur Selektion der optimalen entscheidend. Von der Eizell-
entwicklung wahrend der follikularen Reifung ist die Kompetenz zu einer erfolg-
reichen Befruchtung und folgenden embryonalen Entwicklungsschritten ab-
hangig (Al-Hasani und Diedrich 2020a). Insbesondere vor dem Hintergrund des

Ziels, risikobehaftete Mehrlingsschwangerschaften zu vermeiden und daher
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moglichst wenige bzw. nur einen einzigen Embryo zu transferieren, ist eine
solche Selektion bedeutsam (Al-Hasani und Diedrich 2020a; Deutsches IVF-
Register e.V. 2020).

Die aktuell gangige Methode ist die lichtmikroskopische morphologische Beur-
teilung der Eizell- und Zygotenqualitat (Al-Hasani und Diedrich 2020a). Bei der
IVF-Technik ist vor der Befruchtung sogar lediglich die Bewertung der Morpho-
logie des Cumulus-Eizell-Komplexes madglich, da erst an Tag 1 nach der Follikel-
punktion und Befruchtung die angelagerten Cumuluszellen fir eine direkte
Visualisierung der Eizelle entfernt werden (Al-Hasani und Diedrich 2020a).
AuBerdem sind die morphologischen Pradiktoren aufgrund ihrer begrenzten,
nicht abschlie3end geklarten Vorhersagefahigkeit und Untersucherabhangigkeit
nicht vollkommen ideal (Balaban und Urman 2006; Rienzi et al. 2011; Singh und
Sinclair 2007; Wang und Sun 2007). Zunehmend werden weitere diagnostische
Verfahren evaluiert, die diese seit langem etablierte Methode erganzen konnten.
Dabei sollen weitere der z. T. geringen Unterschiede zwischen qualitativ unter-
schiedlichen Eizellen erkennbar gemacht werden (Montag et al. 2009). Konzen-
trationsveranderungen der FF-Inhaltsstoffe konnten morphologischen Verande-
rungen sogar vorausgehen (Brailly et al. 1981). Eine kombinierte Anwendung
von Kriterien kdnnte zu einer praziseren und objektiveren Beurteilung der Eizell-
kompetenz fihren (Revelli et al. 2009; Singh und Sinclair 2007; Wang und Sun
2007).

1.6.1.2 Die Follikelfliissigkeit als Mikroumgebung der Eizellreifung

Die FF stellt gemeinsam mit weiteren Follikelbestandteilen eine komplexe und
dynamische Mikroumgebung fur die reifende Eizelle dar (Hennet und Combelles
2012; Revelli et al. 2009). Cumuluszellen und FF sind bestimmende Einfluss-
faktoren der Eizellqualitat, da ihre funktionelle Integritat fur die notwendige Fein-
abstimmung des follikularen Milieus sorgt (Da Broi et al. 2018). Die FF umgibt
die Follikelepithelzellen und kann sie wahrscheinlich relativ frei umflieRen
(Gosden et al. 1988; Rodgers und Irving-Rodgers 2010). Sie steht somit in
engem Kontakt mit dem Cumulus-Eizell-Komplex (Da Broi et al. 2018; Gosden
et al. 1988).

14



Die FF enthalt eine komplexe Mischung von Hormonen, Zytokinen, Wachstums-
faktoren, Enzymen, weiteren Proteinen, (Poly-)Sacchariden, Metaboliten etc.
(Basuino und Silveira 2016; Revelli et al. 2009; Zamah et al. 2015). Es handelt
sich um ein Blutserumtranssudat, welches durch follikulare metabolische Aktivi-

taten und lokal produzierte Substanzen modifiziert wird (Moradi-Kor et al. 2013).

Follikelepithel und -hdhle sind avaskular (Ross und Pawlina 2011) und werden
nur per Diffusion erreicht (Bachler et al. 2014). Eine Blut-Follikel-Schranke
konnte insbesondere aus dem Kapillarendothel und der Basalmembran des
Follikelepithels bestehen (Zhou et al. 2007). Ihre Permeabilitat ist vermutlich von
der Follikelentwicklung und dem weiblichen Zyklus abhangig (Cavender und
Murdoch 1988; Espey 1980; Hess et al. 1998; Siu und Cheng 2012). Die
Passage ist u. a. von der Molekllimasse abhangig. Die meisten Substanzen mit
relativ geringer Molekllmasse kénnen passieren (Cran et al. 1976; Gosden et
al. 1988; Rodgers et al. 2003; Rodgers und Irving-Rodgers 2010; Shalgi et al.
1973; Zhou et al. 2007). Auch Ladung und Dichte konnten eine Rolle spielen
(Hess et al. 1998). Insgesamt ist nicht von einer bloRen Filtration, sondern auch
der Beteiligung selektiver Transportprozesse auszugehen (Siu und Cheng
2012). Zudem ist eine Sequestration oder Degradierung von Substanzen inner-
halb des Follikels denkbar (Bachler et al. 2014; Gobel und Meuth 2018).

Durch lokale Synthese und Sekretion von Substanzen kommt es zu intra-
follikular erhéhten Konzentrationen (Gosden et al. 1988). Im Laufe der Follikel-
entwicklung kommt es zu deutlichen lokalen biochemischen Veranderungen
durch sich andernde Stoffwechselaktivitaten im Follikel (Gérard et al. 2002;
Moradi-Kor et al. 2013).

Dabei soll die FF als Kulturmedium stets geeignete Bedingungen zur Versor-
gung und Reifung der Eizelle bieten (Shalgi et al. 1973). Ebenso stellt sie ein
wichtiges Medium bei der Kommunikationsvermittlung zwischen den Zellen des
Follikels dar (Basuino und Silveira 2016; Hennet und Combelles 2012). Hormo-
nelle, parakrine und autokrine Signalwege laufen Uber die FF ab (Da Broi et al.
2018). Es wird vermutet, dass in der FF ein hochdynamisches funktionales Netz-
werk besteht (Bianchi et al. 2016). Anderungen des Status der FF kénnten daher
Uber nachgeschaltete Signalwege u. a. zu einer Stérung der symbiotischen

Eizell-Cumuluszell-Beziehung flhren (Da Broi et al. 2018). Die kontinuierliche,
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bidirektionale Kommunikation zwischen Granulosazellen und Eizelle ist fur die
nukleare und zytoplasmatische Eizellreifung essenziell (Da Broi et al. 2018;
Dumesic et al. 2015; Gilchrist et al. 2008; Sanchez und Smitz 2012). Manche
Hormoneinflisse wie jene der Gonadotropine werden indirekt durch die soma-
tischen Follikelzellen vermittelt, wenn die Eizelle selbst keine entsprechenden
Rezeptoren besitzt (Griesinger 2020; Rieger et al. 2018). Umgekehrt schittet
die Eizelle Faktoren aus, die Steroidhormonproduktion und metabolische Aktivi-

tat der Cumuluszellen mitregulieren (Otsuka et al. 2011; Sonntag 2020b).

Insgesamt laufen im Follikel systemisch und lokal beeinflusste
(patho)physiologische Prozesse ab (Bianchi et al. 2016), und die in der FF

vorhandenen Substanzen spiegeln diese wieder (Zamah et al. 2015).
1.6.1.3 Bestehender Forschungsbedarf

Bisherige Studien zu Zusammenhangen der FF-Inhaltsstoffe mit Parametern
der assistierten Reproduktion widersprachen sich z. T. untereinander. Zudem
wurde in vielen bisherigen Studien FF aus nur wenigen Leitfollikeln pro Patientin
oder nicht die FF der einzelnen Follikel, sondern gepoolte FF, verwendet. Insge-
samt konnten zwar Kandidaten biochemischer Pradiktoren der Follikel- bzw.
Eizellkompetenz identifiziert werden, aber es ist noch kein verlasslicher bioche-
mischer Pradiktor etabliert worden (Benkhalifa et al. 2015; Kosteria et al. 2017;
Revelli et al. 2009). Weitere Studien sind daher erforderlich, um Biomarker zu
etablieren, die fir neue Messverfahren in der reproduktionsmedizinischen
Diagnostik herangezogen werden konnen. Langfristig gesehen kdnnten
Erkenntnisse aus der Untersuchung der FF zur Neuentwicklung, Optimierung
und Individualisierung zukunftiger Diagnostik und Therapien der Infertilitat
beitragen (Da Broi et al. 2018).

1.6.2 Zusammenhédnge mit weiteren (patho)physiologischen Faktoren
1.6.2.1 Follikelgrée

Betrachtenswert ist zudem ein Zusammenhang von FF-Inhaltsstoffen mit der
Follikelgrofie. Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, nimmt der Follikel mit zunehmen-
der Reifung an Grole zu. Die Durchmesser der reifenden Follikel werden regel-
mafig im Rahmen der COS kontrolliert (Griesinger 2020). Denn es handelt sich

um ein etabliertes Mal} zur Einschatzung der Follikelreife, anhand dessen der
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Zeitpunkt der Follikelpunktion hauptsachlich festgelegt wird. Bereits einige
Studien zeigten eine Abnahme der Wahrscheinlichkeit des Eizellgewinns bei

geringerer FollikelgroRe (Rosen et al. 2009).

Allgemein ist das Wissen Uber die komplexen Prozesse im Ovarialfollikel noch
inkomplett (Da Broi et al. 2018). Von Erkenntnissen Uber die Veranderung der
FF-Zusammensetzung mit der FollikelgroRe konnte — weiter in die Zukunft
gedacht — auch die Weiterentwicklung therapeutischer Verfahren wie den
Kulturbedingungen bei der In-Vitro-Maturation (IVM) profitieren. Dabei werden
die Eizellen bereits ab einem friheren Zeitpunkt extrakorporal kultiviert, sodass

eine COS bzw. deren Nebenwirkungsrisiko entfallt (Siristatidis et al. 2018).

1.6.2.2 Alter und Body-Mass-Index

Es ist bekannt, dass die Fertilitat der Frau im Alter zunehmend eingeschrankt ist
(Ludwig et al. 2020b). Im Allgemeinen lasst sich etwa ab dem 35. Lebensjahr
eine klinisch relevante Fertilitatsabnahme beobachten, einhergehend mit einer
Abnahme der Ovarialfollikelanzahl und der Eizellqualitat (Li et al. 2021). Das
Alter der Frau gilt als wichtigster prognostischer Faktor flr die Erfullung des
Kinderwunsches (Dorn und Wischmann 2020). Ebenfalls ist bekannt, dass sich
Ubergewicht negativ auf die Fertilitdt auswirkt, sowie auf die Therapie-
ergebnisse der assistierten Reproduktion (Dag und Dilbaz 2015). In diesem
Zusammenhang, oder unabhangig davon, konnten sich die FF-Konzentrationen
von Biomarkerkandidaten fur erfolgreiche IVF- bzw. ICSI-Therapieergebnisse
mit dem Alter oder Body-Mass-Index (BMI) andern. Generell konnten bereits
Veranderungen der FF im Alter festgestellt werden (Li et al. 2021). Auch ein
Einfluss einer Adipositas und assoziierter metabolischer Stérungen auf die FF-

Zusammensetzung ist plausibel (Gu et al. 2015; Liu et al. 2020b).

1.7 Sexualhormon-bindendes Globulin in der Follikelflissigkeit

1.7.1 SHBG und seine Funktionen

SHBG ist ein homodimeres Glykoprotein mit einer Molekilmasse von etwa 90
kDa (Rosner und Smith 1975; Thaler et al. 2015; Walsh et al. 1986). Das Serum-

protein wird hauptsachlich durch die Hepatozyten in der Leber produziert (Ben-
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Rafael et al. 1986; Hammond 2011; Pugeat et al. 2010; Simo et al. 2015; Thaler
et al. 2015; Weil 2018). Die SHBG-Serumspiegel zeigen ausgepragte inter-
individuelle Schwankungen (Thaler et al. 2015). Aul3er durch die Sexualsteroid-
hormone werden sie durch zahlreiche, auch nicht-hormonelle Faktoren
beeinflusst. Dies kdnnen z. B. genetische Faktoren, die Lebensphase, Schild-
drisenhormone, Endokrinopathien, metabolische Faktoren, die Nahrungs-
zusammensetzung, proinflammatorische Zytokine oder Medikamenten-
einnahmen sein (Deswal et al. 2018; Hammond 2011; Kamberi et al. 1988;
Rosner 1990; Simé et al. 2015; Thaler et al. 2015). Daher ist SHBG im Blut-
serum als Biomarker nicht nur in der Diagnostik des weiblichen Hyper-
androgenismus etabliert (Bidlingmaier 2018; Deswal et al. 2018; Thaler et al.
2015), sondern wurde z. B. auch als sehr frher und sensitiver Pradiktor der
Entwicklung eines metabolischen Syndroms und Diabetes mellitus Typ 2
vorgeschlagen (Goldstajn et al. 2016; Le et al. 2012; Lindstedt et al. 1991; Thaler
et al. 2015).

Als Hauptfunktion von SHBG wird noch immer der Transport und die Speiche-
rung von Sexualsteroidhormonen und die Regulation ihrer Bioverfigbarkeit im
Blut angesehen, entsprechend der klassischen Freien-Hormon-Hypothese
(Forges et al. 2004; Paschke 2018; Weil 2018). Dabei handelt es sich um die
vereinfachte, aber gegenwartig bevorzugte Auffassung, dass nur die freie und
Albumin-gebundene Fraktion der Sexualsteroide biologische Effekte bewirken
kann (Ly und Handelsman 2005; Rosner 2006). Da die SHBG-Serumspiegel
selbst vom Estrogen/Androgen-Verhaltnis beeinflusst werden, kénnte SHBG
zudem als ein Verstarker der Sexualsteroideffekte angesehen werden
(Anderson 1974; Thaler et al. 2015). SHBG bindet bestimmte Sexualsteroide
mit hoher Affinitat und Spezifitat (Thaler et al. 2015), wobei seine Affinitat zu
Testosteron etwa 2,5-fach hoher ist als zu Estradiol (Weil 2018). In der FF
praovulatorischer Follikel hingegen bindet SHBG Uberwiegend Estradiol
aufgrund der in Relation ca. 50-100-fach niedrigeren Testosteronkonzentration.
Die kompetitive Bindung weiterer Steroide ist i. d. R. in FF vernachlassigbar
(Yding Andersen 1991). Friher wurde eine Beteiligung von SHBG an der
Regulation des Steroidflusses zwischen Follikel und Blutstrom vermutet (Ben-
Rafael et al. 1986; Phocas et al. 1995), doch vermutlich ist diese unwesentlich,

da es dazu in der FF nicht ausreichend hoch konzentriert ist (Martin et al. 1981;
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Phocas et al. 1995; Yding Andersen 1990, 1991). Auch eine relevante Rolle von
SHBG bei der Regulation des biologisch aktiven Anteils der Steroidhormone in
der FF ist umstritten (Lin und Sun 2005; Phocas et al. 1995; Yding Andersen
1990). Zumindest in praovulatorischen Follikeln ist SHBG hdchstwahrscheinlich
durch die hohen Steroidhormonspiegel gesattigt (Ben-Rafael et al. 1986; Campo
et al. 1989; Yding Andersen 1991). Daher scheinen diese passiven Funktionen
von SHBG dort nicht im Vordergrund zu stehen. Allgemein ist mittlerweile ein
aktiveres Konzept mit potentiellen weitergehenden Funktionen etabliert worden
(Caldwell und Jirikowski 2009; Forges et al. 2004; Joseph 1994; Kahn et al.
2002).

Obwonhl laut bisherigen Studien ein Grof3teil des follikularen SHBG vermutlich
aus dem Blutkreislauf stammt (Ben-Rafael et al. 1986; Kamberi et al. 1988;
Phocas et al. 1995), wurde eine intrafollikulare Synthese nachgewiesen (Forges
et al. 2004; Forges et al. 2005; Misao et al. 1997). SHBG findet sich in allen
Stadien der Follikulogenese im Follikelepithel und u. a. in unmittelbarer Nahe
der Zellmembran reifer Eizellen (Forges et al. 2005). Daher erscheint eine
bedeutsame Rolle von SHBG in der follikularen Physiologie plausibel (Forges et
al. 2004; Hatzi et al. 2011). Vorgeschlagen wurde eine wichtige Rolle von SHBG
uber parakrine und autokrine Effekte in der lokalen Regulation der ovariellen
Funktion, wie Follikelreifung und Lutealfunktion (Forges et al. 2004; Forges et
al. 2005; Hanrieder et al. 2008; Rosner et al. 2010). Ein Einfluss von lokal
synthetisiertem, membrangebundenem SHBG auf Zellfunktionen wurde in
anderen steroidresponsiven Geweben bereits beobachtet (Forges et al. 2004;
Fortunati 1999). Es scheint Teil eines komplexen Steroid-Signalsystems zu sein,
das parallel zu den klassischen intrazellularen Steroidrezeptoren existiert (Kahn
et al. 2002; Rosner et al. 1992; Rosner et al. 1999), und u. a. die transkriptionelle
Aktivitat der Steroidrezeptoren und die Effekte von Androgenen und Estrogenen
in Zellen beeinflusst (Fortunati 1999; Rosner et al. 1999; Rosner et al. 2010). Im
Hoden der Ratte wird das sich blof} in der Glykosylierung unterscheidende
Androgen-bindende Protein (ABP) zu den Keimzellen transferiert und kann
deren DNA- und Proteinsynthese steigern (Forges et al. 2004; Gerard et al.
1994; Gerard 1995; Gérard et al. 1996). Eine Analogie der Prozesse im Ovar

mit jenen im Hoden erscheint naheliegend (Forges et al. 2004).

19



1.7.2 Literaturlage zu den Zusammenhidngen des SHBG in der
Follikelfliissigkeit mit Parametern der assistierten Reproduktion

und weiteren Faktoren

Die meisten bisherigen Studien zeigten einen Anstieg der SHBG-Serumspiegel
wahrend der COS im Vergleich zu unstimulierten Zyklen (Ben-Rafael et al.
1987b; Dowsett et al. 1985; Fridstrom et al. 1999; Lin und Sun 2005; Odlind et
al. 1982; Phocas et al. 1995; Thuesen et al. 2013; Yding Andersen 1990; Yding
Andersen et al. 1992b), und auch der FF-Spiegel (Phocas et al. 1995). Mehrere
Berichte Uber niedrigere SHBG-Spiegel in Serum und FF von Patientinnen mit
einem schlechten im Vergleich zu Patientinnen mit einem guten Ansprechen auf
die COS existieren (Ben-Rafael et al. 1986; Ben-Rafael et al. 1987b; Fuentes et
al. 2019; Kamberi et al. 1988; Zhai et al. 2021).

Niedrige SHBG-Spiegel wurden in Follikeln mit enthaltener atretischer Eizelle
beobachtet (Ben-Rafael et al. 1986) und wurden mit einer groReren Anzahl atre-
tischer Eizellen assoziiert (Kamberi et al. 1988). Eine Assoziation mit der
FollikelgroRe, und auch mit der Gesamtfollikelzahl, wurde beschrieben (Lin und
Sun 2005). In manchen Studien waren die SHBG-FF- und -Serumspiegel
signifikant hdher bei Frauen, die spater schwanger wurden (Lin und Sun 2005;
Yding Andersen 1990; Yding Andersen et al. 1992b). Insgesamt wurde SHBG
daher Dbereits als Biomarker zur Vorhersage erfolgreicher IVF-
Therapieergebnisse vorgeschlagen (Kamberi et al. 1988; Lin und Sun 2005;
Yding Andersen 1990).

Hinsichtlich des Zusammenhangs der SHBG-FF-Spiegel mit
soziodemographischen und pathologischen Faktoren wurden bisher nur wenige
Studien publiziert. Hier wurde z. B. ein erhdéhter BMI mit erniedrigten SHBG-
Spiegeln in Serum und FF assoziiert (Robker et al. 2009; Thaler et al. 2015).

Insgesamt erscheint die bisherige Literaturlage vielversprechend, aber es
besteht noch Forschungsbedarf. Die vorhandenen Forschungsergebnisse
widersprechen sich teilweise und gehen auf Studien unter unterschiedlichen
Bedingungen, z. B. Stimulationsprotokollen, zurlick. Weitere Untersuchungen

sind notwendig zur Untermauerung oder Widerlegung, sowie zur Erweiterung
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der Kenntisse lUber SHBG in der FF und dessen Assoziationen in der

(assistierten) Reproduktion.

1.7.3 Freier Androgenindex

Der Freie Androgenindex (FAI) ist ein Mal3, um bei der Betrachtung der Serum-
Testosteronspiegel die SHBG-Konzentration zu berticksichtigen und somit das
bioverfigbare Testosteron abzuschatzen (Kapoor et al. 1993; Schulte und
Jacobeit 2013a). Der FAI wird als Quotient aus den Gesamt-Testosteron-
spiegeln in nmol/l und den SHBG-Spiegeln in nmol/l x 100 (Prozentsatz)
berechnet, und ist daher ein dimensionsloser Wert (Niu et al. 2014; Schulte und
Jacobeit 2013b). Da die Referenzmethoden aufwandig und teuer sind, wird der
FAIl in der klinischen Routine haufig verwendet (Sartorius et al. 2009; Vermeulen
et al. 1999). Erst in wenigen Studien wurde der FAI fur FF verwendet (Li et al.
2000; Lin und Sun 2005; Qu et al. 2010; Robker et al. 2009; Smitz et al. 2007).
Ggf. kann die Mdglichkeit einer Pilotstudie genutzt werden, um auch den FAIl in

der FF zu betrachten.

1.8 Fragestellung und Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war eine Hypothesengenerierung Uber die
Zusammenhange des potentiellen Biomarkers SHBG in der FF mit Parametern
der assistierten Reproduktion, wie die Eizellkompetenz wiederspiegelnde erfolg-
reiche Therapieergebnisse, sowie soziodemographischen und klinischen
Parametern wie Alter und BMI. Dabei sollte die SHBG-Konzentration in der FF
einzelner humaner Follikel, sowie auch im Blutserum, von Patientinnen des
Reproduktionsmedizinischen Kompetenzzentrums (REPKO) Standort Marburg
untersucht werden. Je Patientin sollte die FF mehrerer Follikel unterschiedlicher

Grolen analysiert werden.

Es sollten folgende Fragestellungen bezlglich der SHBG-Konzentration in der
FF betrachtet werden: Unterscheidet sie sich von der SHBG-Konzentration im
Blutserum, und inwiefern existiert dazu ein Zusammenhang? Existieren Unter-
schiede in Abhangigkeit davon, ob aus den Follikeln eine Eizelle gewonnen
werden konnte oder nicht, sowie vom Follikeldurchmesser? Konnen

Zusammenhange mit verschiedenen IVF- und ICSI-Parametern wie Follikel-
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und Eizellanzahlen und Behandlungsergebnissen wie z. B. der Befruchtungs-
rate gefunden werden? Gibt es einen Unterschied zwischen Patientinnen, die
eine Schwangerschaft bzw. Lebendgeburt erreichten, und denjenigen, die keine

erreichten? Bestehen Unterschiede in Abhangigkeit von Alter und BMI?

Diese Zusammenhange sollten jeweils auch mit der SHBG-Konzentration im
Serum betrachtet werden, um einen Vergleich mit der Betrachtung der SHBG-
Konzentration in der FF zu ermdglichen. Des Weiteren sollte untersucht werden,
ob die Streuung der SHBG-Konzentrationen der Follikel einer Patientin mit

einem Teil der genannten Parameter zusammenhangt.

Daruber hinaus sollte die Anwendung des Freien Androgenindex (FAI) in der FF
erwogen werden. Ggf. sollten die genannten Fragestellungen zusatzlich hin-

sichtlich des FAI betrachtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Dachprojekt und Patientinnenkollektiv

Die Datengewinnung erfolgte im Rahmen der Pilotstudie ,Explorative bioche-
mische Analyse aktueller Biomarker in humaner Follikelflussigkeit und deren
Einfluss auf die Befruchtungsrate in der assistierten Reproduktion®. Ein positives
Votum der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitat
Marburg lag vor (Ethikvotum Aktenzeichen 43/18). Der Beginn der Pilotstudie
datierte sich auf Dezember 2017. Es handelte sich um eine unizentrische,
prospektive, explorative Kohortenstudie im Auftrag und in Eigenfinanzierung der
Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe, Schwerpunkt gynakologische
Endokrinologie und Reproduktionsmedizin, des Universitatsklinikums Giel3en
und Marburg GmbH (UKGM) in Kooperation mit der ,Comprehensive Bio-
material Bank Marburg“ (CBBMR).

Rekrutiert wurden Patientinnen, bei denen am Reproduktionsmedizinischen
Kompetenzzentrum (REPKO) Standort Marburg eine IVF- oder ICSI-
Behandlung mit Eizellentnahme durchgefuhrt wurde. Die Rekrutierung erfolgte
punktuell. Einschlusskriterien waren die erfolgreiche Asservierung von Serum
und FF der Patientin gemaly des Studienprotokolls, Volljahrigkeit und eine
schriftliche Einwilligung der Patientin nach einem Aufklarungsgesprach mit der
behandelnden Arztin/dem behandelnden Arzt des REPKO. Ausschlusskriterien
gab es bei der Rekrutierung fur die Pilotstudie keine. Zur Pseudonymisierung
erhielten die Patientinnen entsprechend der Reihenfolge ihrer Aufnahme in die
Studie eine fortlaufende, aufsteigende Nummerierung. Diese Fallnummer war

dreistellig und begann bei 001 fur die erste Patientin.

Ein Anteil der rekrutierten Patientinnen und deren FF-Proben wurde auf das in
vorliegender Arbeit betrachtete SHBG hin analysiert. Das untersuchte
Patientinnenkollektiv umfasste 54 Patientinnen, die zwischen Dezember 2018
und August 2020 behandelt wurden. Die Patientinnen waren zwischen 25 und
47 (durchschnittlich ca. 35,4) Jahre alt. Hinsichtlich der Indikationen bestanden
bei 32 Patientinnen Indikationen des Partners, bei 21 Patientinnen Tuben-

pathologien, bei 11 Patientinnen endokrine Faktoren, bei 9 Patientinnen eine
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Endometriose, bei 4 Patientinnen uterine bzw. zervikale Faktoren, bei 6 Patien-
tinnen idiopathische und bei 2 Patientinnen sonstige Indikationen. Dabei wurden
26 Patientinnen mehreren Indikationen zugeordnet. 39 Patientinnen erhielten
ausschlieBlich eine ICSI-, 5 Patientinnen ausschliellich eine IVF-Behandlung,
und bei 7 Patientinnen wurden die Eizellen anteilig mit beiden Verfahren behan-
delt. Bei 3 Patientinnen konnte keine ICSI- oder IVF-Behandlung von Eizellen
stattfinden, da keine oder ausschlieBlich atretische oder unreife Eizellen gewon-
nen wurden. Es wurde nie mehr als ein Therapiezyklus pro Patientin einbe-
zogen. Pro Patientin wurde eine Serum-Probe sowie zwischen 2 und 17 (durch-
schnittlich ca. 6,1) FF-Proben analysiert. Insgesamt wurden somit 54 Serum-
und 327 FF-Proben analysiert. Die Auswahl der Proben erfolgte primar anhand
der Eigenschaften der Probe bzw. des Follikels, und nicht anhand von Patien-
tinnenmerkmalen wie z. B. die der Behandlung zugrundeliegenden Indikation (s.
a. Kapitel 2.9).

2.2 Verwendete Gerate und Materialien

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Geréte und Materialien

Material Bezeichnung | Hersteller Artikel- Hersteller/
nummer Anbieter
Gewinnung der FF-Proben
Ultraschallgerat mit ACUSON SIEMENS Siemens
Vaginalultraschall- X150; EC9-4 Healthcare
sonde und Punk- Transducer GmbH, Er-
tionsnadel-Fuhrungs- langen,
system Deutsch-
land
Absaugpumpe zur Aspirator 3 Labotect 14193 - Labotect
Follikelpunktion 0673 Labor-
Technik-
Goéttingen
GmbH,
Rosdorf,
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Deutsch-

land
Follikelpunktions-Set | Follicle- Reproline | 711724T- | Reproline,
Puncture- 100 Rheinbach,
System Deutsch-
land
Rundbodenréhrchen | Falcon 14 mL | Corning 352057 Corning In-
Rundboden- corporated
Poly- Life Sci-
styrolréhrche ences,
n, mit Tewksbury,
Schnappver- USA
schluss, steril
Warmeplatte OTS 40 Medite 04742 Medite Me-
Stretching dical
Platte GmbH,
Burgdorf,
Deutsch-
land
Gewinnung der Blutproben
periphere Venenver- | Vasofix Safe- | B Braun B. Braun
weilkanule ty SE,
Melsungen,
Deutsch-
land
Adapter Multi-Adapter | Sarstedt 14.1205 | SARSTED
T AG & Co.
KG, Nim-
brecht,
Deutsch-
land
Butterfly Safety-Multi- | Sarstedt 85.1638. | SARSTED
fly-Kanule 235 T AG & Co.
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KG, NUm-
brecht,
Deutsch-

land

Blutentnahmerohr-

chen

S-Monovette
Serum-Gel
4.9 ml

Sarstedt

04.1935

SARSTED
T AG & Co.
KG, Nim-
brecht,
Deutsch-

land

IVF-Labor

Warmeplatte

Hot Plate 062

Labotect

13854

Labotect
Labor-
Technik-
Gottingen
GmbH,
Rosdorf,
Deutschlan
d

Petrischalen

TC-Schale
60, Standard

Sarstedt

83.3901

SARSTED
TAG &
Co. KG,
NUm-
brecht,
Deutschlan
d

Eizellsuchbesteck

Steripette

Minitab

19025/00
50

Minitib
GmbH,
Tie-
fenbach,
Deutschlan
d
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Spulmedium Flushing Origio 1084 Origio a/s,
Medium Malav,
Denmark
Hyaluronidase Hyaluro- SAGE ART- SAGE In
nidase 80 4007-A Vitro Ferti-
U/mL in lizsation,
HEPES-HTF Inc. a
Cooper-
Surgical
Company,
Trumbull,
USA
Medium Kultur bis zur | Universal IVF | Origio 1031 Origio a/s,
PN Kontrolle an Tag Medium Malgv,
1 nach Denmark
Follikelpunktion
Medium weitere G-TL Vitrolife 10145 Vitrolife
Kultur bis zum Sweden
Embryotransfer AB,
Goteborg,
Sweden
Zentrifugation und Aliquotierung der FF-Proben
Zentrifuge Thermo Heraeus Heraeus
Fisher Holding
Multifuge 1 L- GmbH,
R Hanau,
Deutschlan
d
Manuelle Mikroliterpi- | Eppendorf Eppendorf Eppendorf
petten Reference, AG, Ham-
20-200 pl, burg,
100-1000 pl Deutschlan
d
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Pipettenspitzen

epT.l.P.S.
Standard,
2-200 pl,
50-1000 pl

Eppendorf

0030
000.870,
0030
000.919

Eppendorf
AG, Ham-
burg,
Deutschlan
d

Kryorohrchen

Cryo.s

Greiner
Bio-One

126263-
2DG

Greiner
Bio-One
GmbH,
Frickenhau
sen,
Deutsch-

land

SAFE 48 XT,

XLX 2000
Tubes

LVL tech-

nologies

2DSC-
X20-BL-
NS-BU-L

LVL tech-
nologies
GmbH &
Co. KG,
Crailsheim,
Deutsch-

land

Zentrifugation und Aliquotierung der Blutproben

Zentrifuge

Megafuge 8

Heraeus

Heraeus
Holding
GmbH,
Hanau,
Deutsch-
land

Pipetten

Research

plus

Eppendorf

Eppendorf
AG, Ham-
burg,
Deutsch-

land

Pipettenspitzen

SafeSeal
SurPhob

Biozym

VT0230

Biozym
Scientific
GmbH,
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Spitzen, 100 Hessisch
Ml Oldendorf,
Deutsch-
land
Kryorohrchen FluidX 96-for- | Brooks Life | 68-0701- | Brooks
(Serum) mat, Next- Science 10 Automa-
Gen Dual- tion, Inc.,
coded Tube Chelms-
ford, USA
Laborbestimmungen
Laboranalysegerat cobas e 601 | Roche Roche
Modul der Diagnos-
cobas 6000 tics GmbH,
Analyzer Mannheim,
Serie Deutsch-
land
Immunoassay Elecsys Roche 0305200 | Roche
SHBG 1190 Diagnos-
tics GmbH,
Mannheim,
Deutsch-
land
Probenverdinnungs | Diluent Roche 0360998 | Roche
medium MultiAssay 7190 Diag-
nostics
GmbH,
Mannheim,
Deutsch-
land
Probenréhrchen Rohre, 3,5 Sarstedt 55.484.0 | SARSTED
ml, (Lxd): 55 05 TAG &
X 12 mm, PS Co. KG,
NUm-
brecht,
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Deutsch-
land
Proben-Cups cobas Pro- Roche Roche
ben-Cups Diag-
nostics
GmbH,
Mannheim,
Deutschlan
d
Pipetten Eppendorf Eppendorf Eppendorf
Reference, AG, Ham-
10 ul, burg,
200-1000 pl Deutschlan
d
Pipettenspitzen epT.l.P.S. Eppendorf | 0030 Eppendorf
Standard, 000.919 | AG, Ham-
50-1000 burg,
Deutschlan
d
Eurotips Eppendorf Eppendorf
10 pl AG, Ham-
burg,
Deutschlan
d

2.3 Therapiezyklus der Patientinnen

2.3.1 Kontrollierte ovarielle Stimulation
2.3.1.1 Verwendete Stimulationsprotokolle

Die Behandlung und die Untersuchungen erfolgten im Rahmen der Routine-
behandlung. Die Studienteilnahme hatte darauf keinen Einfluss. Die im Patien-

tinnenkollektiv verwendeten Stimulationsprotokolle lieRen sich anhand ihres
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Grundschemas in drei Arten einteilen, die hier als short-, long- und ultralong-
Protokoll bezeichnet werden. Dabei unterschieden sich die verwendeten Prapa-
rate (GnRH-Antagonisten beim short-, GnRH-Agonisten beim long- und ultra-

long-Protokoll) und die Dauer ihrer Gabe.

Hier soll nur eine orientierende Beschreibung der Stimulationsprotokolle erfol-
gen. Die Medikamentengaben und -dosen variierten individuell u. a. abhangig
vom erwarteten Ansprechen und eventuellen Vorerkrankungen, und wurden u.
a. in Abhangigkeit von der ovariellen Reaktion auf die Stimulation adaptiert. Zur
ovariellen Stimulation erfolgte taglich bis zur Ovulationsinduktion die Gabe eines
Gonadotropinpraparats mit FSH-Wirkung und bei klinischer Erforderlichkeit
zusatzlich eine Gabe von LH. 38 Patientinnen erhielten eine Behandlung mit
einem short-Protokoll, wobei die COS ab Tag 1-3 des Zyklus erfolgte und nach
zumeist 5 Tagen COS zusatzlich ein GnRH-Antagonist verabreicht wurde. 15
Patientinnen erhielten eine Behandlung mit einem long-Protokoll, wobei bereits
ab Tag 21 des vorhergehenden Zyklus ein GnRH-Agonist gegeben wurde,
bevor zusatzlich die COS des Behandlungszyklus begonnen wurde. Eine
Patientin erhielt eine Behandlung mit einem ultralong-Protokoll, wobei der
GnRH-Agonist bereits Uber mehrere Monate vor dem Stimulationsbeginn

angewandt wurde.

Das hypophysare und ovarielle Ansprechen auf die Therapie wurde Uber Blut-
und Transvaginalultraschalluntersuchungen gemonitort. Etwa ab der Mitte der
Follikelphase bis zur Follikelpunktion fanden in einem Abstand von 2-3 Tagen
Ultraschalluntersuchungen statt. Dabei wurden Anzahl und Gro3e der antralen
Follikel beider Ovarien erhoben. Im Allgemeinen, wenn mind. 3 Follikel von Uber
17 mm Durchmesser beobachtet wurden, erfolgte abends die einmalige Gabe
von hCG (bzw. bei 2 Patientinnen die Gabe eines GnRH-Agonisten) zur finalen
Eizellreifung bzw. Ovulationsinduktion. 35-36 Stunden danach wurde morgens
die Follikelpunktion durchgefuhrt. Allen Patientinnen, bei denen im selben
Zyklus ein Embryotransfer durchgefiihrt wurde, wurde ab dem Tag der Follikel-
punktion taglich Progesteron, und ggf. zusatzlich hCG, zur Lutealphasen-

unterstutzung gegeben.
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2.3.1.2 Verwendete Medikamente

Tabelle 2: Medikamente zur kontrollierten ovariellen Stimulation

Wirkstoffgruppe

Wirkstoff

Handelsname

Hersteller/
Anbieter

GnRH-Agonist

Nafarelinacetat

Synarela

Pfizer Service
Company
BVBA,
Zaventem,

Belgien

Leuprorelinacetat

Enantone-
Gyn
Monatsdepot

Delpharm
Novara S.r.l.,

Cerano, ltalien

GnRH-Antagonist

Ganirelix

Orgalutran

N.V. Organon,
Oss,

Niederlande

FSH

Follitropin alfa (r-nFSH)

Gonal-f

Merck Serono
S.p.A,
Modugno

(Bari), Italien

Bemfola

Gedeon
Richter,
Budapest,

Ungarn

Ovaleap

Teva Biotech
GmbH, Ulm,
Deutschland

Follitropin beta (r-
hFSH)

Puregon

N.V. Organon,
Oss,

Niederlande
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Follitropin delta (r- Rekovelle Ferring GmbH,
hFSH) Kiel,
Deutschland
LH Lutropin alfa (r-hLH) Luveris Merck Serono
S.pA,
Modugno
(Bari), ltalien
FSH u. LH Follitropin alfa (r- Pergoveris Merck Serono
hFSH) u. Lutropin S.p.A,
alfa (r-hLH) Modugno
(Bari), ltalien
humanes Menogon Ferring
Menopausengonado- | HP, Meno- GmbH, Kiel,
tropin (u-hMG) pur Deutschland
hCG Choriogonadotropin | Ovitrelle Merck Serono
alfa (r-hCG) S.p.A,
Modugno
(Bari), Italien
humanes Choriongo- | Brevactid Ferring
nadotropin (u-hCG) GmbH, Kiel,
Deutschland
GnRH-Agonist (zur Triptorelinacetat Triptofem Alfasigma
Ovulationsinduktion) S.pA,
Alanno, ltalien
Decapeptyl | Ferring
GmbH, Kiel,

Deutschland

Abkiirzungen:

r-hFSH: rekombinantes humanes FSH. r-hLH: rekombinantes humanes LH. u-hMG:
urinares humanes Menopausengonadotropin. r-hCG: rekombinantes humanes

Choriogonadotropin. u-hCG: urindres humanes Choriogonadotropin.
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Tabelle 3: Medikamente zur Lutealphasenunterstiitzung

Wirkstoff Handels- | Darreichungsform Hersteller/Anbieter
name
Progesteron Utrogest Weichkapseln, Besins Healthcare
luteal vaginal Germany GmbH,

Berlin, Deutschland

Prolutex Injektionslosung, HALSA Pharma GmbH,

subkutan Lubeck, Deutschland

Famentina | Weichkapseln, oral | Exeltis Germany
GmbH, Ismaning,

Deutschland

Utrogest Weichkapseln, oral | Besins Healthcare
Germany GmbH,

Berlin, Deutschland

Progestan | Weichkapseln, oral | Besins Healthcare
Germany GmbH,

Berlin, Deutschland

humanes Brevactid Injektionslésung, Ferring GmbH, Kiel,
Choriongonado- subkutan Deutschland
tropin (u-hCG)

2.3.2 Weiterbehandlung nach der Follikelpunktion

Die bei der Follikelpunktion gewonnene FF wurde lichtmikroskopisch auf Ei-
zellen durchsucht. Wahrend der Eizellsuche wurden die Eizellen aus der FF in
HEPES-gepuffertes Flushing Medium (FM, ein Spulmedium) Uberfihrt. Dieses
wurde aufgrund seiner hoheren pH-Stabilitdt auflerhalb des Inkubators

verwendet. Schnellstmoglich wurden die Eizellen im Inkubator bei ca. 37° C und
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ca. 6 %iger CO2-Begasung in speziellen Nahrmedien kultiviert. Hierfir wurde
zunachst Bicarbonat-gepuffertes IVF-Medium verwendet. Nach der Beurteilung
der Befruchtung erfolgte die weitere Kultur bis zum Embryotransfer in sog. G-
TL-Medium.

Die Beurteilung des Reifegrads der Eizellen erfolgte mit einem Stereo-
mikroskop, d. h. einem Lichtmikroskop mit zwei getrennten Strahlengangen fur
die Augen. Bei einer ICSI-Behandlung erfolgte die Beurteilung am Tag der
Follikelpunktion bei der Durchfihrung der Spermieninjektion, da dafir bereits zu
diesem Zeitpunkt die Denudation, d. h. die Entfernung der Cumuluszellen von
der Eizelle, notwendig war. Hierbei wurde die Denudation kombiniert mecha-
nisch mittels einer Pipette und enzymatisch mittels Hyaluronidase durchgefuhrt.
Bei einer IVF-Behandlung erfolgte zunachst eine Ubernachtkultur, wobei bei der
Insemination zu jeder Eizelle moglichst 100.000-120.000 Spermien gegeben
wurden und nicht mehr als 3 Eizellen pro Kulturgefald inkubiert wurden. Die
Beurteilung des Reifegrads der Eizelle erfolgte dann am ersten Tag nach der

Follikelpunktion, und zwar nach einer rein mechanischen Denudation.

Als reife Eizellen galten Eizellen im MII-Stadium, d. h. mit einem vorhandenen
Polkorper. Bei der IVF-Behandlung zahlten hierzu auch die bereits befruchteten
Eizellen. Als unreife Eizellen galten Eizellen im MI- und Germinalvesikel-
Stadium. Zur Gesamtzahl der Eizellen wurden reife, unreife und atretische Ei-
zellen gezahlt. Atretische Eizellen wurden nicht weiterverwendet. Fur eine ICSI-
Behandlung wurden Eizellen im MII-Stadium verwendet und nur in Ausnahme-

fallen Eizellen im MI-Stadium.

Die Beurteilung der Befruchtung erfolgte 16-20 Stunden nach der Injektion bei
der ICSI- bzw. Insemination bei der IVF-Behandlung. Als befruchtete Eizellen
galten Eizellen mit mehr als einem Vorkern. Als korrekt befruchtete Eizellen
galten Eizellen mit 2 Vorkernen. Nur korrekt befruchtete Eizellen wurden weiter
kultiviert und flr den an Tag 2, 3 oder 5 nach der Follikelpunktion erfolgenden
Embryotransfer verwendet. Maximal 3 Embryonen, die sich entwickelt hatten,
wurden transferiert. Bei 15 % (8/54) der Patientinnen wurde ungeplant kein
Embryo transferiert, bei 39 % (21/54) ein Embryo, bei 35 % (19/54) 2 Embryo-
nen und bei 2 % (1/54) 3 Embryonen. Die restlichen befruchteten Eizellen

wurden kryokonserviert oder verworfen. Bei 9 % der Patientinnen (5/54) wurde
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geplant kein Embryotransfer im selben, sprich betrachteten Zyklus durchgeftihrt,

sondern alle Eizellen kryokonserviert.

Das Eintreten einer Schwangerschaft wurde durch Blutentnahmen und sono-
graphisch kontrolliert. Der Ausschluss einer Schwangerschaft erfolgte 14 Tage
nach dem Embryotransfer anhand des hCG-Spiegels im Blut. Der Eintritt einer
Schwangerschaft wurde definiert als klinische Schwangerschaft mit sonogra-
phischer Detektion der Fruchthdhle. Die Patientinnen wurden mindestens bis
zum Ausschluss einer Schwangerschaft bzw. bei Eintreten einer Schwanger-
schaft bis zur Feststellung einer kindlichen Herzaktion im REPKO betreut. Der
Schwangerschaftsausgang (Lebendgeburt oder Abort) wurde routinemalig

durch das REPKO (iber einen Telefonanruf bei den Patientinnen erhoben.

2.4 Gewinnung der Follikelfliissigkeitsproben

Die Probengewinnung erfolgte im Rahmen der klinischen Routine bei der Eizell-
entnahme zur kunstlichen Befruchung. Arbeitsplatz war der Punktions-Behand-
lungs- bzw. Operationsraum mit direkter Verbindung zum IVF-Labor Uber eine
Durchreiche. Die Eizellentnahme geschah mittels einer transvaginalen, ultra-
schallgesteuerten Follikelpunktion. Daflir erhielt die Patientin eine Kurznarkose
mit dem Injektionsanasthetikum Propofol und einem Opioid (meist Fentanyl). Sie
hatte mindestens 6 Stunden vor dem Eingriff keine Nahrung oder Flussigkeit zu
sich genommen. Die Follikelpunktion erfolgte zwischen ca. 8:00 und 9:30 Uhr
morgens. Sie wurde jeweils durch eine/n von zwei Arztinnen/Arzten durch-
geflhrt.

Die routinemalige Identitatssicherung erfolgte anhand der Patientenakte einmal
innerhalb der Schleuse des Operationsraums und nochmalig durch die OP-
Pflegekraft im Operationsraum in Absprache mit der Labormitarbeiterin/dem
Labormitarbeiter im IVF-Labor. Zusatzlich wurde ein Formular, das Vor- und
Nachnamen, Geburtsdatum und PID-Nummer der Patientin enthielt, an der den
Operationsraum mit dem IVF-Labor verbindenden Durchreiche platziert. Der
Name der Patientin wurde kurz vor Beginn der Follikelpunktion durch die
punktierende Arztin/den punktierenden Arzt laut angesagt und musste damit

Ubereinstimmen.
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Es wurde mit puderfreien Handschuhen gearbeitet. Vor der Punktion wurde die
Vagina der Patientin mit physiologischer Kochsalzlésung ausgespdult. Fir die
Follikelpunktion wurde der Saugdruck der Absaugpumpe auf 118 mmHg einge-
stellt. Es erfolgte ein Saugtest zur Uberprifung der Durchgangigkeit der
Punktionsnadel. Die Punktionsnadel und das Absaugschlauchsystem wurden

mit ca. 2 ml FM gesplilt.

Es wurde nach Mdglichkeit die FF aller punktierbaren Follikel der Patientin ge-
wonnen. Dabei wurden keine wesentlichen Nachteile oder gar Komplikationen
fur die Patientin riskiert. Die Reihenfolge der punktierten Follikel richtete sich
nach deren Erreichbarkeit, um moglichst keine Follikel durch eine Verletzung
mit der Punktionsnadel vorzeitig zu er6ffnen. Jeweils vor der Aspiration der FF
eines Follikels wurde dessen Durchmesser sonographisch erfasst. Sonogra-
phisch wurde kontrolliert, dass die FF bis zum Kollaps des jeweiligen Follikels
vollstandig aspiriert wurde. Die FF der einzelnen Follikel wurde bestmdglich
separiert. Sie wurde aus dem Absaugschlauchsystem in einzelne, mit einer fort-
laufenden aufsteigenden Nummerierung vorbeschriftete Rundbodenréhrchen
(im Folgenden vereinfachend als Roéhrchen bezeichnet) geleitet. Der Wechsel
der Rohrchen wurde anhand des Zeitpunkts des sonographisch beobachteten
Kollaps des Follikels und der Beobachtung der FF im transparenten Absaug-

schlauchsystem entschieden.

Bei Follikeln mit geringem Durchmesser wurde z. T. die FF mehrerer Follikel
gemeinsam in ein Réhrchen geleitet. In diesem Fall wurde von der Arztin/dem
Arzt angesagt, dass es sich um ein Mischpunktat handelte. Es wurde ent-
sprechend markiert. Des Weiteren wurde angesagt und notiert, wann wahrend
der Follikelpunktion FM verwendet wurde. Das FM wurde moglichst von der FF

getrennt in Réhrchen aspiriert.

Ein Auskuhlen der FF wurde durch den Einsatz von Warmeblocken und -platten
ohne Unterbrechung der Warmekette verhindert. Durch zlgiges und konzen-
triertes Arbeiten wurde die Aufenthaltsdauer der Eizellen aul3erhalb der Inkuba-
toren so gering wie moglich gehalten. Die FF aus einem Réhrchen wurde in eine
vornummerierte Petrischale umgeflllt. Darin durchmusterte die Labor-
mitarbeiterin/der Labormitarbeiter sie lichtmikroskopisch auf das Vorhandensein

von Eizellen, und Uberfihrte die Eizellen in ein Kulturmedium. Die Anzahl der
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Eizellen wurde fir jede Petrischale einzeln angesagt und notiert. Anschlie3end
wurde die FF aus der Petrischale wieder in analog nummerierte Roéhrchen
umgefullt. Anhand der Skala der Réhrchen wurde die enthaltene FF-Menge auf
etwa einen halben Milliliter genau abgelesen. Die FF wurde visuell auf eine

Kontamination mit Blut hin beurteilt.

Die zusatzlich zur klinischen Routine fur die Studie erhobenen Daten wurden in
einem datierten und mit der Fallnummer codierten Dokumentationsbogen notiert

(s. Anhang).

2.5 Gewinnung der Blutproben

Eine vendse Blutentnahme wurde am Morgen desselben Tages durchgefuhrt.
Verwendet wurden Serum-Gel-Blutenthahmerdhrchen des Aspirationsprinzips.
Die Blutproben wurden bis spatestens 1,5 Stunden nach Blutentnahme der

Comprehensive Biomaterial Bank Marburg (CBBMR) zugefuhrt.

2.6 Zentrifugation und Aliquotierung

Die Rohrchen mit der darin enthaltenen FF wurden so zeitnah wie moglich 11
Minuten lang bei 1882 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde visuell auf eine
eventuelle Verfarbung durch eine Vermischung mit dem rétlichen FM unter-
sucht. Pro Réhrchen wurden Teilportionen des Uberstands in bis zu 3 Kryo-
rohrchen pipettiert (Aliquot 001 bis max. 003). Die Mindestmenge pro Kryo-
rohrchen betrug 1 ml. Dies sollte spater die Umsetzbarkeit der Labor-
bestimmungen multipler Substanzen im Rahmen der Pilotstudie gewahrleisten.
Dieses Kriterium wurde als akzeptabel erachtet, da es nur in wenigen Fallen
zum Verwurf der Probe fuhrte. In folgenden Fallen wurde eine Probe bereits zu
diesem Zeitpunkt verworfen: wenn sie stark blutig war, wenn der Uberstand
eines Rohrchens nach Zentrifugation durch FM verfarbt war und/oder wenn die

Mindestprobenmenge von 1 ml Uberstand unterschritten wurde.

Den aufbewahrten Rohrchen der Patientin wurde eine neue Nummerierung
zugeteilt. Diese Nummerierung war dreistellig, fortlaufend ansteigend und
begann mit 001. Mischpunktate wurden in einer separaten Kategorie

nummeriert, wobei die Nummer des nicht verworfenen Rohrchens durch die
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Benennung ,MP*“ und eine Nummer in aufsteigender Reihenfolge ersetzt wurde
(,MP1%, ,MP2“ ,MP3* usw.). Somit ergab sich flir jedes Aliquot eine eindeutig
zuordenbare Codenummer, die sog. Probennummer. Diese neunstellige
Probennummer setzte sich zusammen aus der dreistelligen Fallnummer der
Patientin, der dreistelligen Nummer des aufbewahrten Rdéhrchens sowie des
Aliquots. Die befullten Kryoréhrchen wurden mit der Probennummer und dem

Datum der Probengewinnung etikettiert.

Die Blutproben wurden so zeitnah wie moglich 10 Minuten lang bei 2500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde ebenfalls in Kryordhrchen aliquotiert, und

diese etikettiert.

2.7 Aufbewahrung der Proben

Die Proben wurden so zeitnah wie mdglich in die im Gebaude des UKGM befind-
liche CBBMR gebracht. Bei dieser zentralen Biomaterialienbank des Fach-
bereichs Medizin an der Philipps-Universitat Marburg handelte es sich um eine
Sammlung von menschlichen Biomaterialien und ausgewahlten zugehdrigen
medizinischen Daten zur langfristigen Aufbewahrung fir die Forschung
(CBBMR Marburg 2021).

Es erfolgte eine tabellarische Dokumentation der Patientenproben. Die Kryo-
réhrchen besalden einen Barcode flr die spatere Identifikation. In die Excel-
Tabelle (Microsoft Corporation, Redmond, USA) wurde die Probennummer ein-
getragen, und der zugehdrige Barcode wurde mittels eines Scanners in die
Tabelle eingelesen. Die Kryoréhrchen wurden ihrer Reihenfolge nach in Kryo-
boxen einsortiert. Die Nummer der Kryobox und die Lokalisation innerhalb der

Kryobox wurden ebenfalls in der Tabelle vermerkt.

Die FF- und Serum-Proben wurden bis zur Laborbestimmung bei ca. -80 °C in
der CBBMR aufbewahrt. Der Anschluss an die Gebaudeleittechnik bzw. eine
Alarmanlage gewabhrleistete eine Temperaturspanne zwischen unter -75 °C und
Uber -85 °C. Die maximale Aufbewahrungsdauer bis zur Laborbestimmung

betrug unter 1 Jahr und 10 Monate.
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2.8 Gewinnung der klinischen Daten

Die Erfassung der fur die Diagnostik und Therapie der Patientinnen relevanten
Daten sowie die Dokumentation der Therapieergebnisse erfolgte im Rahmen
der klinischen Routine mit dem Datenmanagement-Softwareprogramm
MedITEX IVF (Medical IT Experts IVF, CRITEX GmbH, Regensburg, Deutsch-
land). Dieses Programm wurde dabei sowohl von Arztinnen/Arzten,
Medizinischen Fachangestellten und Pflegekraften, als auch von den Labor-
mitarbeiterinnen/Labormitarbeitern des IVF-Labors des REPKO verwendet. Die
Patientinnen wurden zudem in dem im UKGM verwendeten Krankenhaus-
Informationssystem ORBIS (DH Healthcare GmbH, Bonn, Deutschland) erfasst,
und erhielten eine Papierakte. Im Falle von fehlenden, fir die Studie relevanten
Daten wurden diese hieraus in der MedITEX IVF-Datenbank erganzt. Im April
2021 erfolgte der Export der klinischen Daten aus der MedITEX IVF-Datenbank
Uber eine pseudonymisierte SQL (Structured Query Language)-Abfrage in eine

Excel-Tabelle.

2.9 Auswahl der analysierten Proben

Ausschlusskriterium fur die Verwendung der Serum- und FF-Proben des
Therapiezyklus einer Patientin waren ein bereits in die Analyse einbezogener
Therapiezyklus dieser Patientin, eine bekannt gewordene fehlerhafte Durch-
fuhrung der Medikamenten-Gaben durch die Patientin, ein Fehlen der Serum-
Proben und/oder ein Uberschreiten des vorgegebenen Zeitmaximums von 1,5
Stunden ab der Blutentnahme, bis zu welchem die Serum-Proben der CBBMR
zugefuhrt werden mussten. Weitere Ausschlusskriterien flr die FF-Proben
waren eine visuell vorhandene Kontamination mit Blut, laut Dokumentations-
bogen in der Probe enthaltenes FM, nach der Zentrifugation visuell enthaltenes
FM und/oder das Fehlen eines der Probe eindeutig zuordenbaren Follikel-

durchmessers.

Bei der Auswahl der FF-Proben fur die explorative Analyse wurden mehrere
Bestrebungen nach Maoglichkeit miteinander vereinbart. Zum einen sollte eine
moglichst hohe Anzahl an Patientinnen einbezogen werden. Zum anderen sollte

eine mdoglichst hohe Anzahl an Proben pro Patientin analysiert werden. Es
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wurden daher mind. 6 Proben pro Patientin analysiert, sofern dies moglich war.
Es wurden mdglichst Proben von Follikeln mit unterschiedlichen Durchmessern
einbezogen, sowie mit unterschiedlicher Merkmalsauspragung, ob eine Eizelle
aus dem Follikel gewonnen werden konnte oder nicht. Insgesamt wurden 6
Mischpunktate, die FF von zwischen 2 und 5 nicht getrennten Follikeln
beinhalteten, verwendet. Dabei handelte es sich ausschlieBlich um Follikel mit
einem geringen Durchmesser von 12 mm oder weniger, um diese trotz des

Mindestprobenvolumens von 1 ml einbeziehen zu kdnnen.

2.10 Laborbestimmungen

Fur die Messung der SHBG-Konzentration der Serum- und FF-Proben wurde
ein immunologischer In-vitro-Test zur quantitativen Bestimmung der Substanz
angewandt, namlich ein Elecsys Immunoassay der Firma Roche mittels eines
vollautomatischen Laboranalysegerats (s. Tabelle 4). Der Immunoassay ver-
wendete die Detektionstechnologie der Elektrochemilumineszenz (F. Hoffmann-
La Roche Ltd 2021). Er beruhte auf einem Sandwichprinzip (Roche Diagnostics
2018). Fur detailliertere Informationen bezuglich des Prinzips des im klinisch-
chemischen Labor breit eingesetzten Analyseverfahrens Elektrochemi-
lumineszenz Immunoassay (ECLIA) siehe Topfer (2019) und F. Hoffmann-La
Roche Ltd (2021).

Die FF- und Serumproben wurden vor der Messung ca. 1 Stunde lang aufgetaut.
Der Test wurde den Herstellerangaben entsprechend verwendet. Allerdings
wurde er auch fur die FF-Proben verwendet, obwohl er seitens des Herstellers
nur fur die Verwendung bei Humanserum- und -plasma-Proben getestet war
(Roche Diagnostics 2018). Im Falle einer Fehlermeldung des Laboranalyse-
gerats wurde die Laborbestimmung der Probe wiederholt, sofern ein weiteres

Aliquot verflgbar war.

Tabelle 4: Eigenschaften des verwendeten Immunoassays

Analyt Test Messbereich Prazision in Human-
serum

Sexualhormon- Elecsys | 0,350-200 nmol/l | WP: 1,1-1,7 %

bindendes Globulin SHBG ZP: 1,8-4,0 %
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(mit Proben-
konzentrationen im
Bereich 14,9-219

nmol/l)

Abkiirzungen:

VK: Variationskoeffizient. WP: Variationskoeffizient fiir die Wiederholprazision
(Intraassay-VK). ZP: Variationskoeffizient fur die Zwischenprazision (Interassay-
VK).

Quelle: Roche Diagnostics 2018

2.10.1 Umgang mit Laborwerten auBBerhalb des Messbereichs

Bei 62 FF-Proben von 11 Patientinnen, sowie 19 Serumproben traten Labor-
werte oberhalb des Messbereichs auf. Fur diese wurde als Zahlenwert der Wert
verwendet, der sich durch Addition eines Hundertstels der Grolienordnung des
Werts zu der oberen Messbereichsgrenze ergab. So wurde fur die SHBG-
Konzentration bei einem vom Gerat ausgegebenen Laborwert von ,> 200 nmol/I’
der Zahlenwert ,201 nmol/l' verwendet. Dies sollte eine Unterscheidung von
Werten, die identisch der oberen Messgrenze waren, und Werten, die oberhalb

der oberen Messgrenze waren, ermoglichen.

2.11 Definition von Parametern und Gruppeneinteilungen

2.11.1 Nichtanwendung des Freien Androgenindex

Es wurde sich gegen die Anwendung des FAIl in der FF entschieden. Die

Begrindung hierfur wird in Kapitel 4.1.9 erortert.

2.11.2 Ebene der Patientinnen
2.11.2.1 Streuung der SHBG-Konzentrationen in den Follikeln

Fir die Untersuchung von Zusammenhangen und Gruppenunterschieden der
Streuung der SHBG-Konzentrationen in den Follikeln wurde mit der Standard-
abweichung der SHBG-Konzentrationen in den FF-Proben je Patientin

gerechnet (s. Kapitel 2.12.2).
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2.11.2.2 Gro3e und kleine Follikel

Follikel mit einem Durchmesser unter 16 mm wurden als  kleine Follikel’
definiert. Follikel mit einem Durchmesser ab 16 mm wurden als ,grof3e Follikel*
definiert.

2.11.2.3 Verschiedene IVF- und ICSI-Parameter

Die nicht selbsterklarenden, festgelegten Parameter sind in Tabelle 5 definiert.

Tabelle 5: Definition verschiedener IVF- und ICSI-Parameter

Parameter Definition

Rate gewonnener Eizellen Gesamtanzahl der gewonnenen Eizellen im
Verhaltnis zur Gesamtanzahl der punktierten
Follikel

Rate reifer Eizellen Anzahl der reifen Eizellen im Verhaltnis zur
Gesamtanzahl der punktierten Follikel

Gesamt-Befruchtungsrate  Anteil korrekt befruchteter Eizellen an Anzahl

behandelter Eizellen

ICSI-Befruchtungsrate Anteil korrekt befruchteter Eizellen an Anzahl
ICSI-behandelter Eizellen
IVF-Befruchtungsrate Anteil korrekt befruchteter Eizellen an Anzahl

IVF-behandelter Eizellen

2.11.2.4 Alter

Als Stichtag flr das Alter wurde der Therapiezyklusbeginn festgelegt. Die
Patientinnen wurden anhand ihres Alters in drei Gruppen kategorisiert. Die
Kategorisierung beruhte darauf, ob die Patientinnen zu Therapiebeginn unter

35, zwischen 35 und 39 oder Uber 39 Jahre alt waren.

2.11.2.5 Body-Mass-Index

Es wurden drei Gruppen von Patientinnen anhand des BMI eingeteilt. Dabei
wurde der BMI wie Ublich als Quotient aus dem Kdrpergewicht in Kilogramm und
der KorpergroRe in Metern zum Quadrat berechnet (Herold 2021). Die Patien-
tinnen wurden anhand ihres BMI gemal der in Europa und in den USA Ublichen
Gewichtsklassifikation in untergewichtige, normalgewichtige, praadipdse und
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adipése Patientinnen eingeteilt (Herold 2021). Die Gruppe Untergewicht mit
einem BMI von unter 18,5 kg/m? wurde nicht weiter betrachtet, da nur eine
Patientin dieser Gruppe zugeordnet wurde. Bei den drei betrachteten Gruppen
handelte es sich somit um anhand eines BMI von 18,5 bis unter 25,0 kg/m? als
normalgewichtig, von 25,0 bis unter 30,0 kg/m? als praadipos, und ab 30,0 kg/m?

als adip6s eingestufte Patientinnen.

2.11.3 Ebene der Follikel
2.11.3.1 Follikeldurchmesser

Die Follikel wurden anhand ihres Durchmessers in vier Gruppen kategorisiert.
Follikel mit einem Durchmesser von Uber 20 mm wurden als ,sehr grof3‘, mit
einem Durchmesser von 18-20 mm als ,gro3‘, mit einem Durchmesser von 15-
17 mm als ,mittelgro3* und mit einem Durchmesser von unter 15 mm als ,klein’
definiert.

2.12 Statistische Methoden

Es handelte sich um eine orientierende statistische Auswertung ohne Adjustie-
rung fur multiples Testen im Rahmen der explorativen Pilotstudie. Diese ist nicht
auf die Grundgesamtheit Ubertragbar. Dennoch wird fur die Ergebnisse der
Signifikanz- bzw. p-Wert, als standardisiertes Evidenzmal3 flr die Glaubwurdig-

keit von Nullhypothesen, angegeben.

2.12.1 Statistiksoftware

FUr die statistische Analyse der gewonnenen Daten wurde das Programm IBM
SPSS Statistics 27.0 fur Windows (International Business Machines

Corporation, Armonk, New York, USA) verwendet.

2.12.2 Ebene der Patientinnen

Aufgrund der unterschiedlichen Anzahl der FF-Proben pro Patientin wurden
zunachst Betrachtungen auf Patientinnenebene durchgefuhrt, um dabei jede
Patientin gleich stark gewichtet in die Auswertung eingehen zu lassen. Bei den
Daten, wo mehrere Werte pro Patientin vorhanden waren, handelte es sich um

die SHBG-Konzentrationen in den FF-Proben, die FF-Serum-Verhaltnisse der
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SHBG-Konzentrationen und die Durchmesser der analysierten Follikel. Von
diesen Daten wurden als Mal} der zentralen Tendenz die Mittelwerte und als
Streuungsmal die Standardabweichungen der Mittelwerte berechnet. Fur die
statistische Analyse auf Patientinnenebene wurde mit diesen Mittelwerten und
Standardabweichungen gerechnet. Ausschliel3lich zur Deskription wurde flr die
SHBG-Konzentration auch der Median, das 1. und 3. Quartil und das Minimum

und Maximum berechnet.

Es wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob
von einer Normalverteilung der einzelnen betrachteten Parameter ausgegangen
werden kann. Die Entscheidung uber eine Abweichung von der Normal-
verteilung wurde auf einem Signifikanzniveau von 5 % getroffen. Da der Grol3teil
der Parameter gemal des Testergebnisses als nicht normalverteilt eingestuft
wurde, wurden fur die Datenanalysen nicht-parametrische statistische Tests
angewandt. Bei einer orientierenden Analyse mit parametrischen statistischen

Tests wurden keine wesentlichen Unterschiede der Ergebnisse festgestellt.

2.12.2.1 Korrelationsanalysen

Zur Bestimmung der Starke der Zusammenhange von Parametern wurde
jeweils eine Korrelationsanalyse nach Spearman durchgefuhrt. Das Signifikanz-
niveau wurde bei 5 % festgelegt. Fur die Feststellung der Starke der Korrelation

wurden die Korrelationskoeffizienten nach Cohen interpretiert (Cohen 1988).

2.12.2.2 Gruppenvergleiche bei unabhédngigen Stichproben

Es wurden Vergleiche von zwei Gruppen von Variablen-Werten aus zwei sich in
dem betrachteten Merkmal unterscheidenden Gruppen durchgefuhrt. Hierzu
wurde der Mann-Whitney-U-Test eingesetzt. Das Signifikanzniveau wurde bei 5
% festgelegt. Die betrachteten Gruppen waren zum einen Patientinnen mit und
ohne Eintritt einer Schwangerschaft, und zum anderen Patientinnen mit und
ohne erreichter Lebendgeburt. Die Analyse erfolgte unter Ausschluss der 5
Patientinnen, wo geplant eine ausschlielliche Kryokonservierung der Eizellen

und somit kein Embryotransfer stattfand.

Es wurden Vergleiche von drei Gruppen von Variablen-Werten aus drei sich in
dem betrachteten Merkmal unterscheidenden Gruppen durchgefuhrt. Es wurde

der Kruskal-Wallis-Test eingesetzt, um zu bestimmen, ob ein Effekt der
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Gruppenzugehorigkeit bestand. Das Signifikanzniveau wurde bei 5 % fest-
gelegt. Um zu bestimmen, welche Gruppen sich signifikant unterschieden,
wurden als Post-hoc-Tests fur die Vergleiche von je zwei der drei Gruppen
untereinander Mann-Whitney-U-Tests eingesetzt. Hier erfolgte die Ent-
scheidung auf einem Signifikanzniveau von 5 %/3 = ca. 1,67 % entsprechend
der Bonferroni-Korrektur bei einer Anzahl von 3 Gruppenvergleichen. Es wurden
die Alters- und die BMI-Gruppen verglichen. Obwohl bereits die Korrelation mit
dem Alter sowie BMI bestimmt wurde, wurden zur Veranschaulichung des

Effektes zusatzlich die Gruppen betrachtet.

2.12.2.3 Gruppenvergleiche bei abhéngigen Stichproben

Es wurden Vergleiche von zwei abhangigen Gruppen von Variablen-Werten
durchgeflihrt, wo je Patientin zwei Werte vorlagen. Hierzu wurde der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test eingesetzt. Das Signifikanzniveau wurde bei 5 % fest-
gelegt. Folgende Vergleiche wurden durchgefuhrt: Erstens wurden die SHBG-
Konzentrationen in der FF und im Serum verglichen. Zweitens wurden die
SHBG-Konzentrationen von grof3en und kleinen Follikeln verglichen. Daflr
wurden fiUr jede einzelne Patientin die Mittelwerte der Follikeldurchmesser- und
SHBG-Konzentrationswerte zum einen fur ihre ,grof3en‘ und zum anderen fur
ihre ,kleinen‘ Follikel berechnet. Insgesamt gingen in den Vergleich die Wert-
paare von 28 Patientinnen ein. Von den Ubrigen Patientinnen waren keine ent-
sprechenden Wertpaare vorhanden. Fur diesen Gruppenvergleich wurde die
Standardabweichung nicht untersucht. Denn es ist anzunehmen, dass aufgrund
einer unterschiedlichen Anzahl und Spannweite von kleinen‘ und ,grof3en’
Follikeldurchmessern a priori eine grof3ere Streuung in einer der Gruppen
gegeben gewesen ware. Mit nur von 8 Patientinnen vorhandenen Wertpaaren
ware die betrachtete Patientinnenzahl ohnehin recht gering gewesen. Drittens
wurde ein Vergleich der SHBG-Konzentrationen und derer Streuung von
Follikeln mit daraus gewonnener und ohne daraus gewonnene Eizelle durch-
gefuhrt. Fur jede einzelne Patientin wurden die Mittelwerte und die Standard-
abweichungen der Mittelwerte der SHBG-Konzentrations-Werte zum einen flr
ihre FF-Proben von Follikeln mit daraus gewonnener Eizelle und zum anderen
fur ihre FF-Proben von Follikeln ohne daraus gewonnene Eizelle berechnet.

Insgesamt gingen in den Vergleich fur die Mittelwerte die Wertpaare von 49
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Patientinnen ein. Fur die Standardabweichungen wurden die Wertpaare von 39
Patientinnen verglichen. Von den dbrigen Patientinnen waren keine

entsprechenden Wertpaare vorhanden.

2.12.3 Ebene der Follikel

Anschlielend wurden Betrachtungen auf Ebene der Follikel durchgefiihrt, wobei
jeder einzelne Follikel gleich stark gewichtet in die Auswertung einging. Hierbei
wurden nur Betrachtungen durchgefihrt, bei denen es fur die einzelnen Follikel

jeweils einen individuellen Wert gab.

Es wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test durchgeflihrt, um zu Uberprufen, ob
von einer Normalverteilung der einzelnen betrachteten Parameter ausgegangen
werden kann. Die Entscheidung uber eine Abweichung von der Normal-
verteilung wurde auf einem Signifikanzniveau von 5 % getroffen. Da der Grof3teil
der Parameter gemal des Testergebnisses als nicht normalverteilt eingestuft
wurde, wurden fur die Datenanalysen nicht-parametrische statistische Tests
angewandt. Bei einer orientierenden Analyse mit parametrischen statistischen

Tests wurden keine wesentlichen Unterschiede der Ergebnisse festgestellt.

2.12.3.1 Korrelationsanalysen

Zur Bestimmung der Starke des Zusammenhangs zwischen den SHBG-
Konzentrationen in der FF und den Follikeldurchmessern wurde eine
Korrelationsanalyse nach Spearman durchgeflihrt. Das Signifikanzniveau
wurde bei 5 % festgelegt. FUr die Feststellung der Starke der Korrelation wurde

der Korrelationskoeffizient nach Cohen interpretiert (Cohen 1988).

2.12.3.2 Gruppenvergleiche bei unabhédngigen Stichproben

Es wurde ein Vergleich von zwei Gruppen von Variablen-Werten aus zwei sich
in dem betrachteten Merkmal unterscheidenden Gruppen durchgefuhrt. Die
zwei verglichenen Gruppen waren Follikel, aus denen eine Eizelle gewonnen
wurde, und Follikel, aus denen keine Eizelle gewonnen wurde. Hierzu wurde der
Mann-Whitney-U-Test eingesetzt. Das Signifikanzniveau wurde bei 5 %

festgelegt.
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2.12.3.3 Gruppenvergleiche bei abhédngigen Stichproben

Es wurde ein Vergleich von vier Gruppen von Variablen-Werten aus vier sich in
dem betrachteten Merkmal unterscheidenden Gruppen durchgefuhrt. Es
handelte sich um die vier anhand ihres Durchmessers eingeteilten Follikel-
gruppen. Es wurde der Kruskal-Wallis-Test eingesetzt, um zu bestimmen, ob
ein Effekt der Gruppenzugehdrigkeit bestand. Das Signifikanzniveau wurde bei
5 % festgelegt. Um zu bestimmen, welche Gruppen sich signifikant unter-
schieden, wurden als Post-hoc-Tests fur die Vergleiche von je zwei der vier
Gruppen untereinander Mann-Whitney-U-Tests eingesetzt. Hier erfolgte die
Entscheidung auf einem Signifikanzniveau von 5 %/6 = ca. 0,83 % entsprechend

der Bonferroni-Korrektur bei einer Anzahl von 6 Gruppenvergleichen.

2.12.4 Graphiken

Zur graphischen Darstellung der Daten wurden Histogramme, Streudiagramme
und Boxplots verwendet. In den Streudiagrammen findet sich als bloRRes
visuelles Hilfsmittel eine Regressions- bzw. Trendgerade, unabhangig von der
berechneten Korrelation. Bei den Boxplots entsprechen die Kastengrenzen dem
1. und 3. Quartil, und die Teilungslinie dem Median. Die Whiskers unter- bzw.
oberhalb der Kastengrenzen haben die Lange eines 1,5-fachen Interquartils-
abstands (Interquartilsrange, IQR), falls es darunter bzw. daruber liegende
Daten gibt. Diese Daten werden bei einem Abstand zum 1. bzw. 3. Quartil
zwischen dem 1,5- bis 3-fachen Interquartilsabstand mit einem kleinen Kreis
gekennzeichnet, und bei einem Abstand von mehr als dem 3-fachen
Interquartilsabstand mit einem Stern-Symbol. Ansonsten reichen die Whiskers

bis zum Minimum bzw. Maximum der Daten.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung des Patientinnenkollektivs und der untersuchten
Follikel

Die im Folgenden berichteten Ergebnisse werden entsprechend der Einstufung
ihrer Normalverteilung gemafl des Kolmogorov-Smirnov-Tests entweder als
,Median (1. Quartil, 3. Quartil; Range)’ oder ,Mittelwert £+ SD (Range)

angegeben.

3.1.1 Zugrundeliegende Daten

Die Analyse der Daten bezieht sich auf 54 Patientinnen bzw. deren Therapie-
zyklen, wie in Kapitel 2.1 beschrieben. Somit bezieht sie sich auf die in Tabelle
6 aufgelisteten Serum- und FF-Proben-Anzahlen. Wenn sich Ergebnisse auf
eine Subgruppe oder aufgrund fehlender Daten auf eine geringere Patientinnen-

anzahl als n = 54 beziehen, ist dies an den entsprechenden Stellen angemerkt.

Tabelle 6: Anzahl der analysierten Proben

Serumproben insgesamt 54
je Patientin 1

FF-Proben insgesamt 327
je Patientin Durchschnitt 6,1 + 2,4;
Range 2-17

3.1.2 Ebene der Patientinnen
3.1.2.1 Beschreibung des Patientinnenkollektivs und der Therapiezyklen

Die Tabellen 7 bis 12 geben eine Ubersicht Uber die Basischarakteristika des
Patientinnenkollektivs (Tabelle 7), die Therapie (Tabelle 8), die Follikel-
durchmesser (Tabelle 9), die punktierten Follikel und gewonnenen Eizellen
(Tabelle 10), die behandelten und darunter die korrekt befruchteten Eizellen
(Tabelle 11), sowie die klinischen Therapieergebnisse des Eintretens von

Schwangerschaft und Lebendgeburt (Tabelle 12).
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Tabelle 7: Merkmale des Patientinnenkollektivs

Alter / Jahre Durchschnitt: 35,4 +4,2 (25-47)#
Einteilung in Kategorien:
< 35:
Anteil 44 % (24/54)
Durchschnittlichs-Alter 31,7 £ 2,6 (25-34) #
35-39:
Anteil 46 % (25/54)
Durchschnittliches Alter 37,4 +1,4 (35-39) #
> 39:
Anteil 9 % (5/54)
Durchschnittliches Alter 42,6 + 3,0 (40-47) #
BMI / kg/m? Median: 23,6 (21,2, 26,2; 18,4-50,1)

Einteilung in Kategorien:
Untergewicht (< 18,5):
Anteil

Normalgewicht (18,5-25,0):
Anteil

Median-BMI

Praadipositas (25,0-30,0)
Anteil

Median-BMI

Adipositas (= 30,0)

Anteil

Median-BMI

2% (1/54)

67 % (36/54)
22,6 (20,6, 23,9; 18,6-24,9)

20 % (11/54)
26,4 (25,7, 27,1; 25,3-27,8)

11 % (6/54)
38,4 (36,1, 46,6; 30,5-50,1)
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Indikationen @ Mannliche Indikation 59 % (32/54)
Tubenpathologien 39 % (21/54)
Endokrine Faktoren 20 % (11/54)
Endometriose 17 % (9/54)
Uterine/zervikale Faktor 7 % (4/54)
Idiopathische Indikation 11 % (6/54)
Sonstige Indikationen 4 % (2/54)

Anmerkungen:
Die Werte sind angegeben als ,Median (1. Quartil, 3. Quartil; Range); # ,Mittelwert +
SD (Range)'.

a 26 Patientinnen wurden mehreren Indikationen zugeordnet.

Tabelle 8: Therapieart

Therapieart Anteil der Patientinnen
ICSI 72 % (39/54)

IVF 9 % (5/54)

ICSI und IVF 13 % (7/54)

Keine behandelbare Eizelle 6 % (3/54)

Tabelle 9: Follikeldurchmesser

Mittlerer Durchmesser Median: 18,6 (17,0, 20,0; 14,5-27,2)

der analysierten Follikel Einteilung in

der Patientin / mm Kategorien @:
GroB (2 16):
Median-Follikel- 18,1 (17,4, 19,6; 16,7-23,3)
durchmesser
Klein (< 16):
Median-Follikel- 14,0 (12,9, 14,0; 10,0-15,0)
durchmesser

Anmerkungen:

Die Werte sind angegeben als ,Median (1. Quartil, 3. Quartil; Range)'.
an=28
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Tabelle 10: Punktierte Follikel und gewonnene Eizellen

Parameter der punktierten Follikel und

gewonnenen Eizellen

Anzahl punktierter Follikel 2

Anzahl gewonnener Eizellen
Rate gewonnener Eizellen @
Anzahl reifer Eizellen

Anteil reifer Eizellen @

Rate reifer Eizellen

16 (11,5, 24; 4-49)
7 (5, 14; 0-26)

0,49 + 0,18 (0,00-0,93) *

5 (3,75, 12; 0-21)

0,83 (0,63, 1,00; 0,00-1,00)
0,38 + 0,21 (0,00-0,88) *

Anmerkungen:

Die Werte sind angegeben als ,Median (1. Quartil, 3. Quartil; Range); # ,Mittelwert +

SD (Range)'.
an=>53

Tabelle 11: Behandelte Eizellen

Parameter der behandelten Eizellen

Anzahl behandelter Eizellen
Anzahl ICSI-behandelter Eizellen
Anzahl IVF-behandelter Eizellen

Anzahl korrekt befruchteter Eizellen

Gesamt-Befruchtungsrate 2
ICSI-Befruchtungsrate °
IVF-Befruchtungsrate ©

6 (4, 12; 0-22)
5 (3, 8,25; 0-21)

0 (0, 0; 0-20)

4 (2, 8; 0-20)

0,68 + 0,26 (0,00-1,00) *
0,72 + 0,23 (0,00-1,00) *
0,54 + 0,37 (0,00-1,00) *

Anmerkungen:

Die Werte sind angegeben als ,Median (1. Quartil, 3. Quartil; Range); # ,Mittelwert +

SD (Range)'.
an=>51
®n=46
°n=12
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Tabelle 12: Klinische Therapieergebnisse

Klinisches Therapieergebnis Anteil der Patientinnen
Schwangerschaft Schwangerschaft 33 % (16/49)
a: Darunter Lebendgeburt 81 % (13/16)
Darunter Abort 19 % (3/16)

Keine Schwangerschaft 67 % (33/49)
Lebendgeburt 2. Lebendgeburt 27 % (13/49)

Keine Lebendgeburt 73 % (36/49)
Anmerkung:
an=49

3.1.2.2 SHBG-Konzentration in Follikelfliissigkeit und Serum

Die in den FF- und Serum-Proben gemessenen SHBG-Konzentrationen sind in
Tabelle 13 zu sehen. Fir die Berechnung der Ergebnisse auf Patientinnenebene
sind die Werte fur die mehreren Follikel je Patientin zusammengefasst worden
durch die Berechnung des Mittelwerts in den Follikeln je Patientin.

Tabelle 13: SHBG-Konzentration in FF und Serum
Konzentration in der FF Konzentration im Serum
SHBG / nmol/l 125 + 51,5 (16,9-201) # 164 (108, 201; 45,4-201)

Anmerkung:
Die Werte sind angegeben als ,Median (1. Quartil, 3. Quartil; Range); # ,Mittelwert +
SD (Range)'.

3.1.2.2.1 SHBG-Konzentration in der Follikelflissigkeit

Tabelle 14 stellt die Lage und Variabilitat der SHBG-Konzentrationen in den FF-
Proben bzw. Follikeln je Patientin dar. Der Median des Mittelwerts und des
Medians der SHBG-Konzentrationen der Follikel je Patientin lagen sehr nahe
beieinander. Fiur die weiteren statistischen Auswertungen auf Patientinnen-
ebene wurde der Mittelwert der SHBG-Konzentrationen der Follikel je Patientin
verwendet. Als Median-SHBG-Konzentration in der FF ist somit 125 nmol/l

anzugeben.
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Tabelle 14: SHBG-Konzentrationen in den Follikeln je Patientin (in nmol/l)

Mittelwert Mittelwert + SD 125+ 51,5
Median; 1. Quartil, 3. Quartil  125; 81,6, 168
Range 16,9-201

Standardabweichung Mittelwert + SD 10,2+ 12,2
Median; 1. Quartil, 3. Quartil  6,04; 3,21, 14,2
Range 0,00-71,5

Median Mittelwert + SD 127 £ 52,8
Median; 1. Quartil, 3. Quartil  126; 84,0, 174
Range 23,5-201

1. Quartil Mittelwert + SD 121+ 51,5
Median; 1. Quartil, 3. Quartil  123; 81,1, 163
Range 12,10-201

3. Quartil Mittelwert + SD 131+ 53,4
Median; 1. Quartil, 3. Quartil  132; 84,5, 178
Range 25,0-201

Minimum Mittelwert + SD 109 + 50,8
Median; 1. Quartil, 3. Quartil  105; 73,3, 146
Range 0,64-201

Maximum Mittelwert + SD 134 £ 54,3
Median; 1. Quartil, 3. Quartil  136; 85,5, 189
Range 26,4-201

Abbildung 2 zeigt die Verteilung der Mittelwerte der SHBG-Konzentrationen in

den Follikeln je Patientin. Gemall Kolmogorov-Smirnov-Test konnte fur sie eine

Normalverteilung angenommen werden.
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Abbildung 2: Histogramm: SHBG-Konzentration in der FF

3.1.2.2.2 SHBG-Konzentration im Serum

Tabelle 15 stellt die Lage und Variabilitat der SHBG-Konzentrationen im Serum
der Patientinnen dar.

Tabelle 15: SHBG-Konzentration im Serum (in nmol/l)

Mittelwert 150
Standardabweichung 52,1
Median 164
1. Quartil 108
3. Quartil 201

Minimum 45.4
Maximum 201

Die SHBG-Konzentrationen im Serum waren nicht normalverteilt, wie in
Abbildung 3 zu sehen ist.
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Abbildung 3: Histogramm: SHBG-Konzentration im Serum

3.1.3 Ebene der Follikel
3.1.3.1 Beschreibung der untersuchten Follikel

Die Tabelle 16 gibt eine Ubersicht tiber die Merkmale der untersuchten Follikel.

Tabelle 16: Ebene der Follikel: Follikeldurchmesser und Eizellgewinn

Durchmesser/  Median: 18 (16-20; 9-40)
mm Einteilung in Kategorien:
Sehr grof (> 20):
Anteil 18 % (59/327)
Median-Durchmesser 24 (22, 28; 21-40)
GroR (18-20):
Anteil 46 % (149/327)
Median-Durchmesser 20 (18, 20; 18-20)
MittelgroB (15-17):
Anteil 25 % (82/327)
Median-Durchmesser 16 (16, 17; 15-17)

56



Klein (< 15):

Anteil 11 % (37/327)

Median-Durchmesser 14 (12, 14; 9 -14)
Eizellgewinn Eizelle gewonnen 54 % (175/327)

keine Eizelle gewonnen 46 % (152/327)

Anmerkung:
Die Werte sind angegeben als ,Median (1. Quartil, 3. Quartil; Range)’.

3.1.3.2 SHBG-Konzentration in der Follikelfliissigkeit

Tabelle 17 stellt die Lage und Variabilitat der SHBG-Konzentrationen in allen

untersuchten FF-Proben bzw. Follikeln dar. Sie waren nicht normalverteilt.

Tabelle 17: Ebene der Follikel: SHBG-Konzentration in der FF

Mittelwert 134
Standardabweichung 52,9
Median 141
1. Quartil 91,4
3. Quartil 183
Minimum 0,68
Maximum 201

3.2 Ergebnisse auf Ebene der Patientinnen

Fur die Berechnung aller Ergebnisse von auf einzelne Follikel bezogene
Parameter sind auf Patientinnenebene die Werte fur die mehreren Follikel je
Patientin zusammengefasst worden durch die Berechnung von Mittelwert und

Standardabweichung des Mittelwerts je Patientin.

Die folgenden Tabellen 18, 19 und 20 sollen einen ersten Uberblick (iber die
Ergebnisse geben.
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Tabelle 18: Korrelationsanalysen nach Spearman

SHBG in Streuung SHBG im
der FF/ des Serum /
nmol/l SHBGin  nmol/l
der FF /
nmol/|
SHBG im Serum / nmol/I p 0,866 - -
p <0001 - -
Anzahl punktierter Follikel 2 p 0,320* 0,012 0,425*
p 0,020 0,935 0,001
Anzahl gewonnener Eizellen p 0,339* -0,047 0,443*
p 0,012 0,734 0,001
Rate gewonnener Eizellen @ p 0,193 -0,113 0,232
p 0,167 0,422 0,094
Anzahl reifer Eizellen p 0,401* -0,107 0,469*
p 0,003 0,440 < 0,001
Anteil reifer Eizellen @ p 0,192 -0,133 0,137
p 0,169 0,344 0,327
Rate reifer Eizellen @ p 0,298 -0,143 0,297*
p 0,030 0,309 0,031
Anzahl korrekt befruchteter p 0,415* -0,105 0,445*
Eizellen p 0,002 0,449 0,001
Gesamt-Befruchtungsrate ® p 0,291* -0,018 0,164
p 0,038 0,902 0,250
ICSI-Befruchtungsrate °© p 0,326* -0,007 0,214
p 0,027 0,963 0,152
IVF-Befruchtungsrate ¢ p 0,463 -0,298 0,407
p 0,130 0,348 0,189
Alter p 0,017 -0,035 -0,011
p 0,900 0,800 0,938
BMI p -0,384* -0,210 -0,224
p 0,004 0,127 0,104
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Anmerkungen:

p = Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans Rho)
*p<0,05

an=53;:"n=51;°n=46;9n=12

Tabelle 19: p-Werte der Gruppenvergleiche bei unabhéngigen Stichproben
(Mann-Whitney-U- und Kruskal-Wallis-Tests)
SHBG in  Streuung des SHBG im
der FF / SHBG in der FF Serum /

nmol/| / nmol/l nmol/|
Keine Schwangerschaft (n = 0,996 0,623 0,971
33)
vs. Schwangerschaft (n = 16)
Keine Lebendgeburt (n = 36) 0,889 0,556 0,759
vs. Lebendgeburt (n = 13)
< 34 Jahre (n = 24) 0,354 0,086 0,391

vs. 35-39 Jahre (n = 25)
vs. =240 Jahre (n = 5)
Normalgewicht (n = 36) 0,093 0,263 0,232

vs. Praadipositas (n=11)

vs. Adipositas (n = 6)

Anmerkungen:

Es wurde keine statistische Signifkanz (p < 0,05) erreicht.

Tabelle 20: p-Werte der Gruppenvergleiche bei abhédngigen Stichproben

(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test)

SHBG / nmol/l

FF <0,001*

vs. Serum
SHBG in der FF  Streuung des SHBG in der FF
/ nmol/l / nmoll/l

Keine Eizelle gewonnen 00,2292 0,957°b

vs. Eizelle gewonnen

59



GroR (= 16 mm) 0,055°¢ -

vs. klein (< 16 mm)

Anmerkungen:
*p<0,05
an=49;°n=39;°n=28

3.2.1 SHBG-Konzentration in Follikelfliissigkeit und Serum

3.2.1.1 Vergleich zwischen Follikelfliissigkeit und Serum

Die SHBG-Konzentrationen waren im Serum statistisch signifikant hoher als in
der FF (z = 5,27, p < 0,001, r = 0,72). Die Median-SHBG-Konzentration in der
FF betrug 125 nmol/l, was etwa 76 % der Median-SHBG-Konzentration im

Serum von 164 nmol/l entsprach. Sie war somit in der FF etwa 1,3-fach niedriger

als im Serum. Nur knapp 4 % (2/54) der Patientinnen hatten einen héheren FF-

im Vergleich zum Serumwert.

Tabelle 21: SHBG-Konzentration im Vergleich zwischen FF und Serum

FF Serum p
SHBG / nmol/l 125+ 51,5 150 £ 52,1
125; 81,6, 168 164; 108, 201 < 0,001

Anmerkung:

Die Ergebnisse sind angegeben als ,Mittelwert £ SD* sowie ,Median; 1. Quartil, 3.

Quartil.
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Abbildung 4: Boxplots: SHBG-Konzentration in der FF und im Serum

Tabelle 22 stellt die Lage und Variabilitat der FF-Serum-Verhaltnisse der SHBG-
Konzentration je Patientin dar. Das Median-FF-Serum-Verhaltnis betrug 0,78.
Mit anderen Worten betrug die SHBG-Konzentration in der FF, ausgedrickt als
prozentualer Anteil der SHBG-Konzentration im Serum bei derselben Patientin,
im Median 78 % (Range 37-278 %).

Tabelle 22: FF-Serum-Verhéltnisse der SHBG-Konzentration je Patientin

Mittelwert Mittelwert + SD 0,84 £ 0,34
Median; 1. Quartil, 3. Quartil 0,78; 0,69, 0,88
Range 0,37-2,78

Standardabweichung Mittelwert + SD 0,08 £ 0,11
Median; 1. Quartil, 3. Quartil 0,04; 0,03, 0,09
Range 0,00-0,68

3.2.1.2 Zusammenhang zwischen SHBG-Konzentration in Follikelfliissigkeit

und Serum

Zwischen der SHBG-Konzentration in der FF und im Serum bestand eine

statistisch signifikante, starke, positive monotone Beziehung (Spearmans p =
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0,866, p < 0,001). Abbildung 5 veranschaulicht dies anhand eines Streu-

diagramms.

Tabelle 23: Zusammenhang zwischen SHBG-Konzentration in FF und Serum
SHBG in der FF / nmol/I
SHBG im Serum /nmol/l  p 0,866
p <0,001

Anmerkungen:

p = Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans Rho)

*p<0,05
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Abbildung 5: Streudiagramm: Zusammenhang zwischen SHBG-Konzentration

im Serum und in der FF

3.2.2 Vergleich zwischen Follikeln ohne gewonnene und mit gewonnener

Eizelle

Die Median-SHBG-Konzentration in den Follikeln ohne gewonnene Eizelle (130
nmol/l) und mit (128 nmol/l) gewonnener Eizelle unterschied sich kaum von-
einander. Der Unterschied war nicht statistisch signifikant (z = -1,22, p = 0,229).

Auch die Streuung der SHBG-Konzentration in den Follikeln je Patientin unter-
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schied sich nicht statistisch signifikant zwischen diesen beiden Gruppen (z =
0,06, p = 0,957).

Tabelle 24: SHBG-Konzentration im Vergleich zwischen Follikeln ohne

gewonnene und mit gewonnener Eizelle

Keine Eizelle Eizelle gewonnen p
gewonnen
SHBG in der FF @2/ nmol/l 126 + 52,6 127 £ 51,4
130; 85,4, 171 128; 86,8, 176 0,229
Streuung des SHBG in 10,5 £ 16,9 9,27 £+ 11,0
der FF ®/ nmol/l 5,88; 1,28, 9,75 5,23; 2,11, 9,36 0,957

Anmerkungen:

Die Ergebnisse sind angegeben als ,Mittelwert + SD* sowie ,Median; 1. Quartil, 3.
Quartil’.
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Abbildung 6: Boxplots: SHBG-Konzentration in der FF (in nmol/l) im Vergleich

zwischen Follikeln ohne gewonnene und mit gewonnener Eizelle
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3.2.3 Vergleich zwischen groBBen und kleinen Follikeln

Zwischen der SHBG-Konzentration in grof3en und kleinen Follikeln bestand ein
Unterschied, der knapp die statistische Signifikanz verfehlte (z = 1,92, p =
0,055). Die Median-SHBG-Konzentration in den Follikeln mit einem Durch-
messer von mind. 16 mm (143 nmol/l) war niedriger als die Median-SHBG-
Konzentration in den Follikeln mit einem Durchmesser von unter 16 mm (155

nmol/l).

Tabelle 25: SHBG-Konzentration im Vergleich zwischen gro3en und kleinen
Follikeln

GroR (16 mm)  Klein (<16 mm) |p
SHBG in der FF 2/ nmol/l 134 £ 50,4 141 £ 57,4
143; 97,1, 178 155; 100, 196 0,055

Anmerkungen:

Die Ergebnisse sind angegeben als ,Mittelwert + SD* sowie ,Median; 1. Quartil, 3.
Quartil’.
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Abbildung 7: Boxplots: SHBG-Konzentration in der FF (in nmol/l) im Vergleich
zwischen grol3en und kleinen Follikeln
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3.2.4 Zusammenhang mit verschiedenen IVF- und ICSI-Parametern
3.2.4.1 Parameter der punktierten Follikel und gewonnenen Eizellen

Mithilfe der Spearman-Korrelationsanalyse konnten statistisch signifikante
monotone Zusammenhange der SHBG-Konzentration in der FF mit folgenden
Parametern der punktierten Follikel und gewonnenen Eizellen festgestellt
werden: eine moderate positive Korrelation mit der Anzahl der punktierten
Follikel (Spearmans p = 0,320, p = 0,020), der Anzahl der gewonnenen
(Spearmans p = 0,339, p = 0,012) und der reifen Eizellen (Spearmans p = 0,401,
p = 0,003) sowie eine geringe bis moderate positive Korrelation mit der Rate
reifer Eizellen (Spearmans p = 0,298, p = 0,030). Fur diese Zusammenhange

sind in den Abbildungen 8 bis 11 die Streudiagramme dargestellt.

Die SHBG-Konzentration im Serum wies ebenso mit allen diesen Parametern
eine statistisch signifikante, moderate bzw. geringe bis moderate positive
Korrelation auf. Diese war fur die Anzahl punktierter Follikel (Spearmans p =
0,425, p=0,001), die Anzahl der gewonnenen (Spearmans p = 0,443, p=0,001)
und der reifen Eizellen (Spearmans p = 0,469, p < 0,001) etwas starker als als
die Korrelation dieser Parameter mit der SHBG-Konzentration in der FF. Fir die

Rate reifer Eizellen war sie etwa gleich grof3 (Spearmans p = 0,297, p = 0,031).

Ansonsten fanden sich keine statistisch signifikanten oder starken Korrelationen
mit der SHBG-Konzentration in der FF, der Streuung der SHBG-Konzentration

in den Follikeln der Patientin oder der SHBG-Konzentration im Serum.

Tabelle 26: Zusammenhang zwischen der SHBG-Konzentration und

Parametern der punktierten Follikel und gewonnenen Eizellen

SHBG in der  Streuung des SHBG im
FF / nmol/l SHBG inder FF/ Serum/
nmol/l nmol/l

Anzahl punktierter p 0,320* 0,012 0,425*
Follikel 2 p 0,020 0,935 0,001
Anzahl gewonnener p 0,339* -0,047 0,443
Eizellen p 0,012 0,734 0,001
Rate gewonnener p 0,193 -0,113 0,232
Eizellen @ p 0,167 0,422 0,094
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Anzahl reifer Eizellen p 0,401* -0,107 0,469*
p 0,003 0,440 < 0,001

Anteil reifer Eizellen2 p 0,192 -0,133 0,137
p 0,169 0,344 0,327

Rate reifer Eizellen2 p 0,298* -0,143 0,297*
p 0,030 0,309 0,031

Anmerkungen:

p = Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans Rho)

*p<0,05
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Abbildung 8: Streudiagramm: Zusammenhang zwischen Anzahl punktierter

Follikel und SHBG-Konzentration in der FF
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Abbildung 11: Streudiagramm: Zusammenhang zwischen Rate reifer Eizellen
und SHBG-Konzentration in der FF

3.2.4.2 Parameter der behandelten Eizellen

Des Weiteren konnten statistisch signifikante monotone Zusammenhange der
SHBG-Konzentration in der FF mit folgenden Parametern der behandelten Ei-
zellen festgestellt werden: eine moderate positive Korrelation mit der Anzahl
korrekt befruchteter Eizellen (Spearmans p = 0,415, p = 0,002) und der ICSI-
Befruchtungsrate (Spearmans p = 0,326, p = 0,027), sowie eine geringe bis
moderate positive Korrelation mit der Gesamt-Befruchtungsrate (Spearmans p
= 0,291, p = 0,038). Fur diese Zusammenhange sind in den Abbildungen 12 bis

14 die Streudiagramme dargestellt.

Fir die SHBG-Konzentration im Serum liel3 sich ausschlie3lich eine statistisch
signifikante, moderate positive Korrelation mit der Anzahl der Kkorrekt
befruchteten Eizellen feststellen (Spearmans p = 0,445, p = 0,001).

Eine zwischen der IVF-Befruchtungsrate und der SHBG-Konzentration in der FF
(Spearmans p = 0,463, p = 0,130) sowie der SHBG-Konzentration im Serum
(Spearmans p = 0,407, p = 0,189) gefundene moderate Korrelation erreichte

keine statistische Signifikanz.
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Ansonsten fanden sich keine statistisch signifikanten oder starken Korrelationen

mit der SHBG-Konzentration in der FF, der Streuung der SHBG-Konzentration

in den Follikeln der Patientin oder der SHBG-Konzentration im Serum.

Tabelle 27: Zusammenhang zwischen SHBG-Konzentration und Parametern

der behandelten Eizellen

SHBG in der FF  Streuung des SHBG im
/ nmol/l SHBG inder FF/  Serum/
nmol/| nmol/|

Anzahl korrekt be- p 0,415* -0,105 0,445*
fruchteter Eizellen p 0,002 0,449 0,001
Gesamt- p 0,291 -0,018 0,164
Befruchtungsrate @ p 0,038 0,902 0,250
ICSI- p 0,326* -0,007 0,214
Befruchtungsrate * p 0,027 0,963 0,152
IVF- p 0,463 -0,298 0,407
Befruchtungsrate © p 0,130 0,348 0,189

Anmerkungen:

p = Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans Rho)

*p<0,05
an=51
bn =46
°n=12
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Abbildung 14: Streudiagramm: Zusammenhang zwischen ICSI-

Befruchtungsrate und SHBG-Konzentration in der FF

3.2.5 Vergleich zwischen Nichtschwangeren und Schwangeren

Der Median der SHBG-Konzentrationen in der FF der im Verlauf Schwangeren
(124 nmol/l) war etwas hoher als jener der Patientinnen ohne erreichte
Schwangerschaft (119 nmol/l). Dies ist auch in Abbildung 15 anhand der
zugehodrigen Boxplots zu erkennen. Der Unterschied war nicht statistisch
signifikant (U = 263,50, Z = -0,011, p = 0,996).

Die Mediane der SHBG-Konzentrationen im Serum von Patientinnen mit (155
nmol/l) und ohne im Verlauf erreichte Schwangerschaft (154 nmol/l) ent-
sprachen sich in etwa. Es existierte kein statistisch signifikanter Unterschied
(U=262,00, Z=-0,043, p=0,971).

Es wurden keine signifikanten Unterschiede der Streuung der SHBG-
Konzentrationen in den Follikeln der Patientin zwischen den zwei Gruppen
gefunden (U = 240,50, Z = -0,501, p = 0,623).
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Tabelle 28: SHBG-Konzentration im Vergleich zwischen Nichtschwangeren

und Schwangeren

Keine Schwangerschaft p
Schwangerschaft 2 b
SHBG in der FF / nmol/l 120 + 49,8 120 + 50,0
119; 81,5, 159 124; 74,0, 158 0,996
Streuung des SHBG in 11,4+ 14,0 8,40 + 8,22
der FF / nmol/l 6,50; 3,30, 16,2 5,65; 2,62, 13,2 0,623
SHBG im Serum / nmol/l 148 + 51,7 145 £ 54,8
154; 113, 201 155; 91,9, 201 0,971

Anmerkungen:

Die Ergebnisse sind angegeben als ,Mittelwert + SD* sowie ,Median; 1. Quartil, 3.
Quartil".
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Abbildung 15: Boxplots: SHBG-Konzentration in der FF im Vergleich zwischen

Nichtschwangeren und Schwangeren
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3.2.6 Vergleich zwischen Patientinnen ohne und mit Lebendgeburt

Die Mediane der SHBG-Konzentrationen in der FF der Patientinnen mit und
ohne im Verlauf erreichte Lebendgeburt entsprachen sich in etwa (121 nmol/l).
Abbildung 16 zeigt die zugehodrigen Boxplots, die dies auch erkennen lassen.
Ein statistisch signifikanter Unterschied existierte nicht (U = 224,00, Z = -0,227,
p = 0,827).

Der Median der SHBG-Konzentration im Serum von Patientinnen mit Lebend-
geburt im Verlauf (144 nmol/l) war niedriger als jener von Patientinnen ohne
spatere Lebendgeburt (158 nmol/l). Der Unterschied war nicht statistisch
signifikant (U = 220,00, Z =-0,322, p = 0,759).

Es wurden keine signifikanten Unterschiede der Streuung der SHBG-
Konzentration in den Follikeln der Patientin zwischen den zwei Gruppen
gefunden (U = 207,5, Z = -0,600, p = 0,556).

Tabelle 29: SHBG-Konzentration im Vergleich zwischen Patientinnen ohne

und mit Lebendgeburt

Keine Lebendgeburt? Lebendgeburt ° p
SHBG in der FF / nmol/l 121 £ 48,5 118 + 53,3

121; 82,7, 157 121; 67,2, 167 0,889
Streuung des SHBG in 11,0+ 13,5 8,74 £ 9,08
der FF / nmol/l 6,51; 3,44, 13,9 5,55; 2,08, 14,9 0,556
SHBG im Serum / 148 + 50,8 142 + 57,7
nmol/l 158; 110, 201 144; 89,4, 201 0,759
Anmerkungen:

Die Ergebnisse sind angegeben als ,Mittelwert + SD* sowie ,Median; 1. Quartil, 3.
Quartil".
2n=36
bn=13
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Abbildung 16: SHBG-Konzentration in der FF im Vergleich zwischen

Patientinnen ohne und mit Lebendgeburt

3.2.7 Alter
3.2.7.1 Zusammenhang mit dem Alter

Es wurde weder eine statistisch signifikante monotone Beziehung zwischen der
SHBG-Konzentration in der FF, noch der SHBG-Konzentration im Serum, und
dem Alter der Patientinnen gefunden. Auch wurde keine statistisch signifikante
Korrelation zwischen der Streuung der SHBG-Konzentration in den Follikeln der
Patientin und dem Alter gefunden. In Tabelle 30 sind die Korrelations-
koeffizienten aufgefuhrt, die die statistisch nicht signifikante, nur schwache

Korrelation zeigen.

Tabelle 30: Zusammenhang der SHBG-Konzentration in der FF und im Serum
mit dem Alter
SHBG inder FF/  Streuung des SHBG in SHBG im Serum /

nmol/l der FF / nmol/l nmol/l

Alter p 0,017 -0,035 -0,011

p 0,900 0,800 0,938
Anmerkungen:

p = Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans Rho)
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Abbildung 17: Streudiagramm: Zusammenhang zwischen Alter und SHBG-

Konzentration in der FF

3.2.7.2 Vergleich der Altersgruppen

Den niedrigsten Median der SHBG-Konzentrationen in der FF wies die alteste
Altersgruppe auf (70,0 nmol/l), gefolgt von der jlingsten Altersgruppe (122
nmol/l) und dann der mittleren Altersgruppe mit dem hochsten Median (139
nmol/l). Abbildung 18 zeigt zur Veranschaulichung die zugehorigen Boxplots.
Die SHBG-Konzentration in der FF der drei Gruppen unterschied sich nicht
statistisch signifikant voneinander (H(2) = 2,075, p = 0,354).

Auch bei der SHBG-Konzentration im Serum zeigte die alteste Altersgruppe den
niedrigsten Median (87,8 nmol/l), gefolgt von der jungsten Altersgruppe (155
nmol/l) und dann der mittleren Altersgruppe mit dem hochsten Median (170
nmol/l). Auch hier wurden keine signifikanten Unterschiede bezlglich der

zentralen Tendenz der Gruppen gefunden (H(2) = 1,877, p = 0,391).

Die Streuung der SHBG-Konzentration in den Follikeln der Patientin der drei
Gruppen unterschied sich nicht statistisch signifikant voneinander (H(2) = 4,917,
p = 0,086).
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Tabelle 31: SHBG-Konzentration im Vergleich der Altersgruppen

< 34 Jahre @ 35-39 Jahre® > 40 Jahre © p

SHBGinder 119 +60,1 135 + 38,3 99,7 £ 61,9

FF / nmol/l 122;64,1,172  139; 103, 165 70,0; 56,2, 158 0,354
Streuungdes 12,0 + 15,6 9,96 * 8,85 2,86 + 2,69

SHBG inder  6,13; 1,84, 6,63; 4,86, 12,0 3,12; 0,14, 0,086
FF / nmol/l 17,6 5,44

SHBG im 146 + 58,2 159 + 43,9 121 + 57,6

Serum / nmol/l  155; 103, 201 170; 120, 201 87,8; 76,9, 181 0,391

Anmerkungen:

Die Ergebnisse sind angegeben als ,Mittelwert + SD‘ sowie ,Median; 1. Quartil, 3.
Quartil’.

an=24
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Abbildung 18: Boxplots: SHBG-Konzentration in der FF im Vergleich der
Altersgruppen
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3.2.8 Body-Mass-Index
3.2.8.1 Zusammenhang mit dem BM|

Es wurde eine statistisch signifikante, moderate negative Korrelation zwischen
der SHBG-Konzentration in der FF und dem BMI der Patientinnen gefunden
(Spearmans p = 0, 384, p = 0,004). Das zugehorige Streudiagramm ist in
Abbildung 19 zu sehen. Zwischen der SHBG-Konzentration im Serum und dem
BMI der Patientinnen wurde hingegen keine statistisch signifikante Korrelation
gefunden, und die Korrelation war gering. Auch wurde keine statistisch
signifikante Korrelation zwischen der Streuung der SHBG-Konzentration in den
Follikeln der Patientin und dem BMI gefunden. In Tabelle 32 sind die

Korrelationskoeffizienten aufgefthrt.

Tabelle 32: Zusammenhang der SHBG-Konzentration in der FF und im Serum

mit dem BM|
SHBG in der FF / Streuung des SHBG inder SHBG im Serum /
nmol/l FF / nmol/l nmol/l
BMI p -0,384* -0,210 -0,224
p 0,004 0,127 0,104
Anmerkungen:

p = Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans Rho)
*p<0,05
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Abbildung 19: Streudiagramm: Zusammenhang zwischen BMI und SHBG-

Konzentration in der FF

3.2.8.2 Vergleich der BMI-Gruppen

Den hochsten Median der SHBG-Konzentrationen in der FF wies die normal-
gewichtige Gruppe auf (142 nmol/l), und die adipdse Gruppe den niedrigsten
(60,0 nmol/l). Es zeigte sich somit eine graduelle Abnahme der Werte mit dem
zunehmenden BMI der Gruppen. Abbildung 20 zeigt zur Veranschaulichung die
zugehdrigen Boxplots. Die SHBG-Konzentrationen in der FF der drei Gruppen
unterschieden sich jedoch nicht statistisch signifikant voneinander (H(2) =
4,747, p = 0,093).

Auch bei der SHBG-Konzentration im Serum besal’ die normalgewichtige
Gruppe den hochsten Median (168 nmol/l), und die adipése Gruppe den
niedrigsten (76,3 nmol/l). Auch fir die SHBG-Konzentration im Serum der
Patientinnen wurden keine signifikanten Unterschiede beziglich der zentralen
Tendenz der Gruppen gefunden (H(2) = 2,919, p = 0,232).

Die Streuung der SHBG-Konzentration in den Follikeln der Patientin der drei
Gruppen unterschied sich nicht statistisch signifikant voneinander (H(2) = 2,668,
p = 0,263).
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Tabelle 33: SHBG-Konzentration im Vergleich der BMI-Gruppen

Normalgewicht Praadipositas Adipositas (= p
(18,5 bis < 25,0 (25,0 bis<30,0 30,0 kg/m?) ¢
kg/m?)2 kg/m?) b
SHBG in 136 £47,9 108 + 45,2 91,1+70,3
der FF / 142; 102, 176 85,8; 70,1, 156 60,0; 35,3, 168 0,093
nmol/l
Streuung 9,53 £ 9,10 14,4 + 20,8 4,93 + 6,08
des SHBG  6,28; 3,27, 13,9 6,71; 3,67, 14,5  3,26; 0,94, 0,263
in der FF / 7,84
nmol/|
SHBG im 159 + 46,4 146 + 52,9 109 £ 72,2
Serum / 168; 124, 201 134; 102, 201 76,3; 52,9, 201 0,232
nmol/|
Anmerkungen:

Die Ergebnisse sind angegeben als ,Mittelwert + SD* sowie ,Median; 1. Quartil, 3.

Quartil".
an =36
bn=11

‘n=6
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Abbildung 20: Boxplots: SHBG-Konzentration in der FF im Vergleich der BMI-
Gruppen

3.3 Ergebnisse auf Ebene der Follikel

3.3.1 Vergleich zwischen Follikelfliissigkeit und Serum

Ca. 76 % (250/327) der FF-Proben hatten eine niedrigere SHBG-Konzentration
als die zugehorige Serumprobe. Nur knapp 5 % (16/327) der FF-Proben hatten
eine hohere SHBG-Konzentration im Vergleich zum Serum. Bei knapp 19 %
(61/327) der FF-Proben war die SHBG-Konzentration wie die der zugehdrigen
Serumprobe oberhalb des Messbereichs, sodass unbekannt ist, wo sie

tatsachlich hoher war.

3.3.2 Vergleich zwischen Follikeln ohne gewonnene und mit gewonnener

Eizelle

Der Median der SHBG-Konzentration in der FF von Follikeln mit daraus
gewonnener Eizelle (140 nmol/l) entsprach in etwa jenem in der FF von Follikeln
ohne daraus gewonnene Eizelle (141 nmol/l). Es existierte kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (U = 12982,00, Z = -
0,374, p = 0,708).
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Tabelle 34: Ebene der Follikel: SHBG-Konzentration in der FF im Vergleich

zwischen Follikeln ohne gewonnene und mit gewonnener Eizelle

Keine Eizelle gewonnen @ Eizelle gewonnen® p
SHBG inder FF 133 £ 53,9 135+ 52,2
/ nmol/l 141; 88,6, 178 140; 92,4, 189 0,708

Anmerkungen:

Die Ergebnisse sind angegeben als ,Mittelwert + SD* sowie ,Median; 1. Quartil, 3.
Quartil.
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Abbildung 21: Boxplots: Ebene der Follikel: SHBG-Konzentration in der FF im
Vergleich zwischen Follikeln ohne gewonnene und mit

gewonnener Eizelle

3.3.3 Follikeldurchmesser
3.3.3.1 Zusammenhang mit dem Follikeldurchmesser

Es wurde keine statistisch signifikante Korrelation der SHBG-Konzentration in
der FF mit dem Follikeldurchmesser festgestellt, und der gefundene

Korrelationskoeffizient war nur sehr gering (Spearmans p = -0,072, p = 0,197).
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Tabelle 35: Ebene der Follikel: Zusammenhang zwischen SHBG-
Konzentration in der FF und Follikeldurchmesser
SHBF in der FF

Follikeldurchmesser p -0,072
p 0,197

Anmerkungen:

p = Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans Rho)
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Abbildung 22: Streudiagramm: Ebene der Follikel: Zusammenhang zwischen

Follikeldurchmesser und SHBG-Konzentration in der FF

3.3.3.2 Vergleich der Follikeldurchmesser-Gruppen

Die Gruppe der ,sehr grolen‘ Follikeldurchmesser besald den niedrigsten
Median der SHBG-Konzentrationen in der FF (131 nmol/l), gefolgt von der
Gruppe der ,grof3en‘ Follikeldurchmesser (139 nmol/l) und ,mittelgroRen’
Follikeldurchmesser (147 nmol/l), und dann der Gruppe der  kleinen' Follikel-
durchmesser mit dem hoéchsten Median der SHBG-Konzentrationen in der FF
(156 nmol/l). Somit zeigte sich tendenziell eine graduelle Abnahme der SHBG-

Konzentrationen mit Zunahme des Follikeldurchmessers. Es konnten jedoch
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keine statistisch signifikanten Unterschiede der SHBG-Konzentrationen in der
FF der vier Gruppen gefunden werden (H(3) = 1,392, p = 0,707).

Tabelle 36: Ebene der Follikel: SHBG-Konzentration im Vergleich der
Follikeldurchmesser-Gruppen
Sehrgro  Grol3 (18-  Mittelgrof3 Klein (< p
(>20 mm) 20 mm)P® (15-17 mm)¢ 15 mm)¢

a

SHBG inder 135+48,1 131+53,6 136528 140 +

FF / nmol/l 58,6
131; 96,5, 139; 86,8, 147;91,8,193 156; 88,6, 0,707
178 178 201

Anmerkungen:

Die Ergebnisse sind angegeben als ,Mittelwert + SD* sowie ,Median; 1. Quartil, 3.
Quartil’.

8n =59

bn =149

°n =282

dn=37
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Vergleich der Follikeldurchmesser-Gruppen
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Dachprojekt und Patientinnenkollektiv

Die Pilotstudie fand nach einer punktuellen Rekrutierung der Patientinnen im
Rahmen der Routineablaufe des REPKO statt. Die Vorgehensweise sollte einen
fur die Patientin nur minimal modifizierten Ablauf gewahrleisten, insbesondere
hinsichtlich Risiken und Unannehmlichkeiten. Aus diesem Grund wich bei der
Follikelpunktion ausschlief3lich die Trennung der FF der einzelnen Follikel vom
Routine-Vorgehen ab. Es handelte sich somit um eine Studie unter alltaglichen
Bedingungen, deren Patientinnenkollektiv als Stichprobe dem alltaglichen
Patientinnenklientel des REPKO entstammte. Das Patientinnenkollektiv war
entsprechend heterogen bezlglich Patientinnenmerkmalen wie Alter, Indikation
oder Anzahl der Vortherapien sowie Therapiemerkmalen wie verwendeten
Stimulationsprotokollen oder Anzahl der transferierten Embryonen.

Vorteile der Studie unter alltaglichen Bedingungen sind die hohe Spannbreite
des nicht vorselektierten Patientinnenkollektivs, die Verwendung von aus der
Routine gewonnenen Proben und resultierend nicht nur auf eine spezielle
Subgruppe Ubertragbare, Alltagssituationen widerspiegelnde Ergebnisse. Ein
Nachteil ist, dass die Trennung der FF nur mit eingeschrankter Genauigkeit
moglich war (s. Kapitel 4.1.3). AuRerdem kann es zu Verzerrungen der Ergeb-
nisse der Gruppenvergleiche durch diverse Einflussgrofien auf die Konzentra-
tionen der FF- und Serum-Inhaltsstoffe gekommen sein. Denn die verglichenen
Gruppen kénnen z. T. einen unterschiedlichen Aufbau beziglich der Anteile an
potentiellen EinflussgroRen wie Alter, BMI, Indikationen, Erkrankungen,
Therapiemerkmalen etc. aufgewiesen haben. Es konnten Studienergebnisse
durch einzelne enthaltene Subgruppen, z. B. Patientinnen mit bestimmten
Infertilitatsursachen oder Stimulationsprotokollen, verzerrt worden sein. So
konnte ein ggf. im restlichen Patientinnenkollektiv vorhandener signifikanter
Zusammenhang oder Gruppenunterschied nicht gefunden worden sein - oder
umgekehrt, bzw. ein Zusammenhang oder Gruppenunterschied kleiner - oder

groler - festgestellt worden sein. Studien zeigen, dass Erkrankungen wie das
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Polyzystische Ovar-Syndrom (PCOS) einen Einfluss auf den SHBG-Spiegel in
der FF und im Serum haben kénnen (Deswal et al. 2018; Henriquez et al. 2020;
Liu et al. 2020a; Niu et al. 2014; Pan et al. 2021; Pierre et al. 2017; Qu et al.
2010; Thaler et al. 2015). Wie in den Kapiteln 1.6.2.2 und 1.7.2 bereits berichtet,
wurden auch Abhangigkeiten von soziodemographischen, klinischen und

therapeutischen Faktoren gefunden.

Auch Einflussfaktoren auf die betrachteten Parameter, wie z. B. ein Einfluss der
Therapieart (IVF- oder ICSI-Therapie) oder der Anzahl der transferierten
Embryonen auf die Therapieergebnisse, kdnnten zu derartigen Verzerrungen
der Studienergebnisse gefuhrt haben. Dadurch kénnte auch die Vergleichbar-
keit mit anderen reproduktionsmedizinischen Zentren begrenzt sein, da z. B. der
Anteil der IVF- bzw. ICSI-Behandlungen von Zentrum zu Zentrum variieren

kann.

Insgesamt muss beachtet werden, dass die unter COS-Bedingungen gewon-
nenen Studienergebnisse nicht direkt auf nattrliche, unstimulierte Zyklen Gber-
tragen werden konnen. Denn wie in Kapitel 1.7.2 angesprochen, konnen unter
COS die Konzentrationen von Serum- und FF-Inhaltsstoffen differieren (Da Broi
et al. 2018; McRae et al. 2013).

4.1.2 Weiterbehandlung nach der Follikelpunktion

Eine Limitation der Studie ergibt sich daraus, dass mehrere Eizellen einer
Patientin routinemallig in einem gemeinsamen Kulturgefal® kultiviert wurden.
Aus diesem Grund konnten die Eizellen nicht mehr bestimmten Follikeln bzw.
FF-Proben zugeordnet werden. Dementsprechend lieRen sich erfolgreich
befruchtete Eizellen, resultierende Schwangerschaften oder Lebendgeburten
nicht zu bestimmten Follikeln zurtckverfolgen. Allerdings hatte bei den
Transfers von mehr als einem Embryo ohnehin eine resultierende Schwanger-
schaft oder Lebendgeburt nicht einem bestimmten Follikel zugeordnet werden
kénnen, zumindest solange sich nur ein Embryo implantierte (McRae et al.
2013). Die Transfers von mehr als einem Embryo machten mit 20 von 41
Embryotransfers einen relativ hohen Anteil aus. In zukunftigen Studien sollten
bei ausreichenden adaquaten Lagerungsmaoglichkeiten der Kulturgefalie die Ei-
zellen getrennt in einzelnen Kulturgefalen kultiviert werden. So bestande u. a.
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die Mdglichkeit, die SHBG-Konzentration in der FF von Follikeln, aus denen sich
korrekt befruchten lassende Eizellen hervorgehen, und von Follikeln, wo dies
nicht der Fall ist, zu vergleichen. Um in solchen zukunftigen Studien dann auch
Embryonen einer resultierenden Schwangerschaft bzw. Lebendgeburt
zuordnen zu kénnen, sollten moglichst Transfers von nur einem Embryo durch-
gefihrt werden. Daflr kdnnte bei Patientinnen mit prognostisch nicht guten
Behandlungszyklen statt des Transfers mehrerer Embryonen eine Kryo-
konservierung mit wiederholtem Transfer von nur einem Embryo in weiteren
Zyklen durchgefihrt werden (Deutsches IVF-Register e.V. 2020). Erst durch
diese Zuordenbarkeit konnte z. B. untersucht werden, ob die Eignung ver-
schiedener Eizellen derselben Patientin zur Erreichung einer Schwangerschaft
anhand der SHBG-Konzentration in der FF der zugehorigen Follikel

eingeschatzt werden kann.

Die Reife der IVF- und ICSI-behandelten Eizellen wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten beurteilt. Insbesondere bei den IVF-behandelten Eizellen, deren
Reife erst am Folgetag der Follikelpunktion beurteilt wurde, bestand die Moglich-
keit, dass zu diesem Zeitpunkt als reif beurteilte Eizellen zum Zeitpunkt der
Follikelpunktion und somit FF-Probengewinnung noch unreif gewesen und erst
in der Kultur nachgereift waren (Revelli et al. 2009). Das konnte die Studien-
ergebnisse bei den Parametern, wo die Anzahl der reifen Eizellen eine Rolle

spielt (Anzahl, Anteil und Rate reifer Eizellen), verzerren.

Wie bereits im Kapitel 4.1.1 angesprochen, kdnnten auRerdem Verzerrungen
der Studienergebnisse zu den Therapieergebnissen (Gesamt-Befruchtungsrate,
sowie Schwangerschaft und Lebendgeburt) aufgetreten sein. Denn die unter-
schiedlichen Anteile der IVF- bzw. ICSI-behandelten Eizellen der Patientinnen
stellen einen Einflussfaktor auf die Therapieerfolgsraten dar. Bei der
Befruchtungsrate wurde daher neben dem Anteil der korrekt befruchteten Ei-
zellen an den behandelten Eizellen zusatzlich der Anteil der korrekt befruchteten
Eizellen unter IVF- und unter ICSI-Therapie getrennt voneinander betrachtet.
Fur die IVF-Therapie ergab sich dabei allerdings nur eine relativ geringe Fall-
zahl. Viele andere Studien zu FF-Inhaltsstoffen haben Patientinnen aus-
schlief3lich mit IVF- oder ausschliel3lich mit ICSI-Therapie eingeschlossen. Mit

dieser Losung hatte die vorliegende Studie jedoch nicht eine Stichprobe aus
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dem gesamten alltaglichen Patientenklientel betrachten konnen, insbesondere

nicht die anteilig mit beiden Verfahren behandelten Patientinnen.

Falle von totalen Fertilisationsversagen bei IVF-Versuchen, wo aufgrund einer
Inkompatibilitat mit den Spermien trotz einer normalen Anzahl reifer Eizellen
keine einzige Eizelle befruchtet wurde, hatten ebenfalls die Daten bezlglich
Befruchtung, Schwangerschaft und Lebendgeburt verzerren koénnen. Im

Patientinnenkollektiv traten jedoch keine solchen Fallen auf.

4.1.3 FF-Probengewinnung
4.1.3.1 Follikeldurchmesser

Die Follikelpunktionen wurden jeweils durch eine/einen von insgesamt zwei
Arztinnen/Arzten durchgeflhrt, um technische Unterschiede gering zu halten.
Eine Intra- und Inter-Untersuchervariabilitdt bei der sonographischen Erfassung
der Follikeldurchmesser ist dennoch anzunehmen. Zur Bestatigung der Studien-
ergebnisse konnte in zukinftigen Studien das Follikelvolumen durch eine auf
einer dreidimensionalen Technologie beruhenden, Ultraschall-basierte, auto-
matische Volumenberechnung erfasst werden (Re et al. 2019; Vandekerckhove
et al. 2014). Es besteht Uneinigkeit, ob dies oder der verwendete zwei-

dimensionale Ultraschall die optimale Methode ist (Weichert und Schroer 2020).

4.1.3.2 Trennung der FF

Das Trennungsverfahren der FF der einzelnen Follikel beruhte auf dem Um-
stecken des Absaugschlauchsystems auf das jeweils nachfolgende Réhrchen.
Dieses Verfahren wurde im Hinblick auf eine mdglichst geringe Modifizierung
und Verlangerung des Ablaufs im Vergleich zur Routine ausgewahlt, auf Kosten
einer zu vermutenden Ungenauigkeit bei der Trennung der FF. Die Ungenauig-
keit basierte auf der Mdglichkeit eines vorzeitigen oder verspateten Wechsels
der Rohrchen. Eine Beimischung von FF eines anderen Follikels konnte dazu
gefuhrt haben, dass die gemessenen Substanzkonzentrationen in der FF der
einzelnen Follikel sich geringer unterschieden als die tatsachlichen. Es ist anzu-
nehmen, dass eine solche Beimischung von FF bei kleineren Follikeln mit einer
entsprechend geringeren Probenmenge verhaltnismalig groRer war und sich

daher dort starker auswirkte. Insbesondere relevant ist diese mogliche Fehler-
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quelle fUr die Untersuchungen auf Ebene der einzelnen Follikel, wie u. a. auf
einen Zusammenhang mit dem Follikeldurchmesser. Aus diesen Grinden
wurde zunachst die Verwendung ausschlielllich eines Mittelstrahls jedes
einzelnen Follikels erwogen. Dabei hatte sich allerdings nicht nur die Eingriffs-
dauer erhoht, sondern es waren mindestens doppelt so viele Rohrchen ange-
fallen, was einen zugigen und fehlerfreien Ablauf bei der mikroskopischen
Begutachtung der FF auf Eizellen beeintrachtigen hatte kdonnen. Ein weiterer
Nachteil ware eine geringere gewonnene Probenmenge gewesen. Ins-
besondere bei Follikeln geringer Grof3e ware die Mindestprobenmenge von 1 ml
fur die Laborbestimmung multipler Substanzen in mehr Fallen nicht erreicht
worden. Ein weiteres, exakteres Trennungsverfahren ware gewesen, die FF
jedes Follikels Uber eine erneute vaginale Punktion mit nachfolgender Spulung
von Punktionsnadel und Absaugschlauchsystem mit einem bekannten Volumen
FM zu gewinnen (Revelli et al. 2009). Die multiplen vaginalen Punktionen waren
jedoch mit einem erhdhten Risiko vaginaler Blutungen, grélieren Unannehm-
lichkeiten fur die Patientinnen und einer wesentlich langeren Eingriffsdauer
einhergegangen (Revelli et al. 2009). Ein solches Vorgehen kam daher nicht in
Frage, zumal versucht wurde, die FF aller punktierbaren Follikel der Patientin
zu gewinnen, und somit eine entsprechend hohe Anzahl vaginaler Punktionen

notwendig gewesen ware.

4.1.3.3 Eizellzuordenbarkeit

Des Weiteren ist es denkbar, dass eine falsche Zuordnung von Eizellen zu
Follikeln bzw. deren FF-Proben vorkam. Dies kdnnte zu einem geringeren als
dem realen Unterschied zwischen Follikeln mit gewonnener und ohne gewon-
nene Eizelle geflhrt haben. Am wahrscheinlichsten erscheint dabei die Méglich-
keit, dass eine Eizelle im Absaugschlauchsystem verblieben und erst mit der FF
des nachfolgenden Follikels ins Réhrchen gespult worden ist. Es kdnnte jedoch
zudem erwogen werden, dass Eizellen durch ein vorzeitiges oder verspatetes
Wechseln der Rohrchen in ein nachfolgendes oder vorhergehendes Rohrchen
gelangt sind. Bei den Follikelpunktionen kamen tatsachlich Rohrchen mit mehr
als einer Eizelle vor, auch wenn es sich nicht um Mischpunktate handelte.
Neben der genannten moglichen falschen Zuordnung von Eizellen zu Follikeln

konnte hierfur prinzipiell eine weitere Erklarung existieren. Die humanen
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Ovarialfollikel beinhalten zwar i. d. R. jeweils eine einzelne Eizelle, kénnen
jedoch auch mehrere Eizellen enthalten (Monget et al. 2021). Laut einer Studie
sind allerdings nur bis zu ca. 2,4 % der Follikel polyovular, davon ca. 97 %
zweieiig (Gougeon 1981). Auch wenn sich manche dieser Follikel bis hin zur
Ovulation entwickeln zu kénnen scheinen (Ron-El et al. 1990), erscheint diese
Erklarung somit weniger relevant. Die Unsicherheit bezuglich der Eizell-
zuordenbarkeit hatte sich durch oben beschriebenes exakteres Trennungs-
verfahren mit einer Spulung nach jedem Follikel deutlich reduzieren lassen
(Revelli et al. 2009), wobei dieses jedoch wie bereits erdrtert fir diese Pilotstudie

nicht in Frage kam.

Eine Intention der vorliegenden Studie war, einen Vergleich zu ziehen zwischen
der SHBG-Konzentration in Follikeln mit per Punktion gewinnbarer Eizelle und
Follikeln ohne solche. Letztere sollten Follikel ohne Eizelle sein, oder mit einer
Eizelle, die aufgrund unzureichender Reife noch an der Follikelwand haftet und
daher noch nicht per Punktion gewonnen werden kann (s. a. Kapitel 1.5.1.1).
Neben diesen beiden Griinden existiert jedoch auch die Moglichkeit, dass es
sich in Wahrheit um einen Follikel mit theoretisch per Punktion gewinnbarer Ei-
zelle handelte. Mogliche Erklarungen hierfur waren: das oben beschriebene
Eintreten der Eizelle in ein falsches, nicht zur FF des Follikels gehdriges Rohr-
chen nach der Punktion des Follikels; ein Verbleiben der Eizelle im Follikel trotz
ausreichender Reife; oder ein Verlorengehen der Eizelle in die Bauchhdhle
durch eine punktionsbedingte Verletzung der Follikelwand. Diese Moglichkeiten
kénnten zu dem Ergebnis eines geringeren Unterschieds zwischen Follikeln mit
und ohne theoretisch per Punktion gewinnbarer Eizelle gefihrt haben als
eventuell in der Realitat vorhanden. Allerdings sind insbesondere die letzten

beiden Moglichkeiten nicht als regelhaft anzusehen.

4.1.4 Zentrifugation und Aliquotierung

Es wurde versucht, praanalytische ex vivo-Veranderungen der Substanz-
konzentrationen so gering wie moglich zu halten. Dafur wurden durch die
moglichst zeitnahe Zentrifugation in den Blut- und FF-Proben enthaltene
zellulare Bestandteile entfernt (Renz 2018). Die Langzeitlagerung von aus Blut

oder Geweben gewonnenen Proben bei -80 °C ist derzeit ein Ublicher,
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empfohlener Umgang zur Erhaltung von Biomarkern (Becker et al. 2018;
Wagner-Golbs et al. 2019), der Proteine Uber Jahre konservieren kann
(Shabihkhani et al. 2014), und schon in vielen anderen Studien fur Blut und FF

genutzt wurde.

Bei der Follikelpunktion kam es z. T. zu einer Einblutung in die Follikel und somit
die gewonnene FF. Wenn FM zum Spulen des Absaugschlauchsystems
verwendet wurde, konnte auch dieses in die FF-Probe gelangen. Bei einer
makroskopischen Beimengung von Blut oder rotem FM nach der Zentrifugation
wurde die FF-Probe nicht verwendet. Dies geschah mit der Begriindung, dass
in solchen Fallen ein entsprechend hoher Anteil von FM bzw. Blut an der
Proben-Gesamtmenge anzunehmen war und somit von einer Verfalschung der
spater gemessenen Substanzkonzentrationen auszugehen gewesen ware. Die
visuelle Beurteilung war jedoch subjektiv und ggf. auch beleuchtungslicht-
abhangig. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass dennoch geringe
Mengen von FM oder Blut in Proben gelangten. Das FM enthielt u. a. Human-
albumin-Ldsung, rekombinantes Humaninsulin und Gentamicinsulfat (ORIGIO
al/s 2017). SHBG war nicht enthalten. Eine FM-Beimengung kénnte somit durch
eine Verduinnung der FF tendenziell zu einer Erniedrigung der Konzentration
geflhrt haben. Eine Blutbeimengung konnte tendenziell zu einer Verfalschung

der Substanzkonzentrationen hin zu den Blutspiegeln gefiihrt haben.

4.1.5 Auswabhl der analysierten Proben

Der FF-Proben-Bestand jeder Patientin war sehr unterschiedlich, was durch
vielfaltige Einflussfaktoren begrindet war. Beispielsweise kam es je nach
Ansprechen auf die COS zur Entwicklung einer unterschiedlichen Anzahl an
punktierbaren Follikeln (zwischen 4 und 49) mit unterschiedlichen Follikel-
durchmessern. Auch z. B. die Anzahl und der Anteil an FF-Proben von Follikeln,
aus denen eine Eizelle gewonnen bzw. nicht gewonnen werden konnte,
unterschied sich von Patientin zu Patientin. Unterschiedliche anatomische,
physiologische und punktionstechnische Gegebenheiten resultierten z. B. in
einer verschieden starken Neigung zur Einblutung von Follikeln bei der Punktion
und somit einem verschieden groRen Anteil mit Blut kontaminierter und daher

von der Analyse ausgeschlossener Proben. Aufgrund dieses unterschiedlichen
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Proben-Bestands der Patientinnen konnte keine einheitliche Anzahl an
analysierten FF-Proben pro Patientin festgelegt werden. Aufgrund dessen
wurden auch nach eigenem Ermessen ausgewahlte FF-Proben verwendet, um
die in Kapitel 2.9 beschriebenen mehreren Bestrebungen nach Moglichkeit
miteinander zu vereinbaren. Die Auswahl der analysierten Proben erfolgte blo3
anhand der Eigenschaften der Probe bzw. des Follikels, und nicht anhand von
Patientinnenmerkmalen (s. a. Kapitel 2.9). Im Rahmen der explorativen Pilot-
studie waren ohnehin keine inferenzstatistischen, auf die Grundgesamtheit
ubertragbaren Analysen erlaubt. Fur den explorativen Zweck der Hypothesen-

gewinnung waren die Daten jedoch geeignet (Tachtsoglou und Koénig 2017).

Trotz der Probenauswahl konnten je Patientin nicht genau die gleichen Follikel-
profile in Bezug auf Merkmale wie Follikeldurchmesser und enthaltene Eizelle
erreicht werden. Daher sind unterschiedliche Follikelprofile in die Berechnung
der Mittelwerte und Standardabweichungen der Mittelwerte je Patientin fur die
statistische Auswertung auf Patientinnenebene eingegangen. Dies konnte zu
einer Verzerrung hinsichtlich der Ergebnisse der Korrelationsanalysen und
Gruppenvergleiche bei den FF-Substanzkonzentrationen auf Patientinnen-

ebene gefuhrt haben.

4.1.6 Laborbestimmungen

Der Test war laut Herstellerangaben nur fur die Verwendung bei Humanserum-
und -plasma-Proben getestet. Es liegen daher keine Angaben der Prazisionen
fur eine Verwendung bei FF vor. Fir eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse der
Serum- und FF-Proben wurde der gleiche Test dennoch auch fiir die FF-Proben
verwendet. Die meisten bisherigen Studien haben ebenso sonst fur Serum
verwendete Bestimmungsmethoden verwendet. Dies erscheint insofern
sinnvoll, als dass es sich bei der FF um ein modifiziertes Serumtranssudat
handelt, wie in Kapitel 1.6.1.2 beschrieben. Die analysierten Fllssigkeiten
durften daher vergleichbar sein (Wolff et al. 2018). Auch die ECLIA-Methode
wurde bereits in anderen Studien fur FF verwendet (Anifandis et al. 2010;
Arnanz et al. 2020; Cai et al. 2007; Fan et al. 2019; Goldrat et al. 2019; Huang
et al. 2015; Schenk et al. 2017; Smitz et al. 2007; Thuesen et al. 2014; Wolff et
al. 2014; Wolff et al. 2017; Wu et al. 2017).
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Bei Vergleichen mit anderen Studien sollte beachtet werden, wenn andere
Messmethoden angewandt wurden. Denn Assay-abhangige Schwankungen der

Messergebnisse kommen vor (Veldhuis et al. 2014).

Laut Methodenblatt des Elecsys Immunoassays konnen in seltenen Einzelfallen
Stérungen durch extrem hohe Titer von Antikérpern gegen Analyt-spezifische
Antikorper, Streptavidin oder Ruthenium auftreten. Fur 16 haufig verwendete
Pharmaka konnten in vitro keine Storungen festgestellt werden (Roche
Diagnostics 2018). Beeinflussungen der Laborbestimmungen durch derartige

Interferenzen kénnen jedoch nicht ausgeschlossen werden.

4.1.6.1 Umgang mit Laborwerten aullerhalb des Messbereichs

Bei den Laborwerten aul3erhalb des Messbereichs war der tatsachliche Wert
der Substanzkonzentration nicht bekannt. Der Anteil an Laborwerten auf3erhalb
des Messbereichs war mit ca. 19 % (62/327) betroffenen FF- und ca. 35 %
(19/54) betroffenen Serum-Proben relativ hoch. Es handelte sich ausschliel3lich
um Laborwerte oberhalb des Messbereichs. Es ist zwar unbekannt, aber zu
vermuten, dass diese zu niedrigeren als den tatsachlichen Mittelwerten,
Standardabweichungen der Mittelwerte und Medianen der SHBG-Konzentration
fuhrten. Immerhin stimmen Mittelwert und Median nahezu Uberein. Dies konnte
daflr sprechen, dass die Mittelwerte dadurch nicht wesentlich starker

beeinflusst wurden als die Mediane.

Die Begrenzung der Werte auf den Messbereich und ein addiertes bzw.
subtrahiertes Hundertstel der GrélRenordnung der Messgrenze kénnte auch z.
B. bei Gruppenvergleichen zu geringeren als den tatsachlichen Gruppen-

unterschieden gefuhrt haben.

In folgenden Studien unter COS mit Verwendung der gleichen Labor-
bestimmungsmethode ist zu empfehlen, eine entsprechende Verdinnung der
FF und des Serums vor der Bestimmung der SHBG-Konzentration

durchzufihren.
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4.1.7 Definition von Parametern und Gruppeneinteilungen
4.1.7.1 Nichtanwendung des Freien Androgenindex

Es mag zunachst naheliegend erscheinen, die Mdoglichkeit der im Rahmen der
Pilotstudie gewonnenen Daten Uber SHBG und Gesamt-Testosteron in der FF
zu nutzen, und auch den FAI in der FF zu betrachten. In der vorliegenden Arbeit

wurde sich jedoch gegen die Verwendung des FAI fur die FF entschieden.

Bereits bei Serum ist seine Verlasslichkeit nicht unumstritten, doch aufgrund der
Aufwandigkeit und Kosten der Referenzmethoden wird er in der klinischen
Routine verwendet (Sartorius et al. 2009; Vermeulen et al. 1999). Es handelt
sich um ein einfaches Modell, das andere Testosteron-Binder wie Albumin und
kompetitierende Steroide nicht berucksichtigt (Kapoor et al. 1993). Im Serum
sind keine anderen relevanten Testosteron-Binder bekannt, und da Testosteron
nur locker an Albumin gebunden ist, stellt auch Albumin-gebundenes
Testosteron bioverfugbares Testosteron dar (Rivera-Woll et al. 2004). In FF
hingegen mussten wahrscheinlich weitere Testosteron-Binder berlcksichtigt
werden. Z. B. wurde Perlecan als wahrscheinlicher Kandidat fir ein Steroid-

bindendes Protein in FF vorgeschlagen (Bentov et al. 2016).

Daruber hinaus ist der FAI nur valide, wenn die Bindungskapazitat von SHBG
die Testosteronkonzentration deutlich Ubertrifft (Kapoor et al. 1993) — oder in
anderen Worten, wenn das Molverhaltnis von Gesamt-Testosteron zu SHBG
sehr klein ist (Sartorius et al. 2009). Dies ist eine Voraussetzung fur die Her-
leitung des FAI vom Massenwirkungsgesetz (Kapoor et al. 1993). Aus diesem
Grund wurde bereits angemahnt, den FAI nicht fur das Serum erwachsener
Manner zu verwenden (Kapoor et al. 1993; Ly und Handelsman 2005; Sartorius
et al. 2009). Auch bei Serum von Frauen mit extrem niedrigen SHBG-
Konzentrationen ist der FAI nicht verlasslich (Keevil und Adaway 2019). Die
SHBG-Konzentration in FF war in stimulierten wie naturlichen weiblichen Zyklen
meistens ahnlich oder niedriger jener im Serum (Ben-Rafael et al. 1986; Martin
et al. 1981; Phocas et al. 1995; Yding Andersen 1990), wahrend die
Testosteronkonzentration in FF erheblich hdher war als im Serum (Lin et al.
2002; Wolff et al. 2017). Dies durfte problematisch bezuglich der oben genann-

ten Voraussetzung zur Verwendbarkeit des FAI sein (Kapoor et al. 1993).
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Aulerdem sind insbesondere in der FF von praovulatorischen Follikeln die
Estradiolkonzentrationen im Vergleich zu den normalen Serumspiegeln
wesentlich erhoht (Hillier et al. 1981; Lin und Sun 2005; Schulte und Jacobeit
2013c; Wolff et al. 2017; Yding Andersen 1993). Die hohen Estradiol-
konzentrationen konnten ein Storfaktor in der FF sein, und vielleicht auch im
Serum wahrend der COS (Hillier et al. 1981; Lin und Sun 2005; Wolff et al. 2017,
Yding Andersen 1993). Ahnlich der Situation wahrend einer Schwangerschaft
konnte Estradiol mit Testosteron um die SHBG-Bindung kompetitieren und zu
einer Uberschatzung der tatsdchlichen Bindungskapazitat und somit zu einer
Unterschatzung der freien Testosteronkonzentration fihren (Schuijt et al. 2019;
Vermeulen et al. 1999). Es bleibt abzuwarten, ob neuere Erkenntnisse bezlglich
der differentiellen Bindung von Testosteron und Estradiol an SHBG und der
Vorschlag eines mehrschrittigen dynamischen Modells der allosterischen
Regulation der Testosteronbindung an SHBG zumindest diesen Estradioleffekt

infrage stellen konnen (Goldman et al. 2017; Schuijt et al. 2019).

Insgesamt ist es dennoch héchst fraglich, ob die FF-FAI-Werte wie urspringlich
beabsichtigt die Konzentration des freien Testosterons widerspiegeln. Es
scheint bisher keine Studien zu geben, die die Korrelation zwischen dem FAI
und der Konzentration des freien Testosterons in der FF evaluiert haben. Diese
Grunde sind vermutlich mitverantwortlich dafir, dass bisher nur wenige Studien
existieren, die den FAI fur FF verwendet haben (Li et al. 2000; Lin und Sun 2005;
Qu et al. 2010; Robker et al. 2009; Smitz et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit
wurde sich aus diesen Grunden gegen die Verwendung des FAI fur die FF

entschieden.

4.1.7.2 Untersuchung von Zusammenhdngen und Gruppenunterschieden der

Streuung der SHBG-Konzentrationen in den Follikeln

FUr eine ideale Untersuchung von Zusammenhangen und Gruppen-
unterschieden der Streuung der SHBG-Konzentrationen in den Follikeln hatten
zum einen alle Follikel je Patientin in die Berechnung eingehen mussen. Wegen
Ausschlusskriterien wie z. B. Blutkontaminationen der Proben wurden jedoch
nicht alle Proben je Patientin untersucht. Zum anderen hatte dazu ein noch
exakteres Trennungsverfahren mit multiplen vaginalen Punktionen und nach-

folgender Spillung des Punktionssystems angewandt werden missen (Revelli
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et al. 2009). Deshalb koénnen die Studienergebnisse nur als Hinweise
angesehen werden, es ist jedoch kein sicherer Ausschluss dieser Zusammen-

hange und Gruppenunterschiede madglich.

4.1.7.3 Verschiedene IVF- und ICSI-Parameter

Die Diskussion verwendeter verschiedener IVF- und ICSI-Parameter wurde

bereits in Kapitel 4.1.2 abgehandelt.

4.1.7.4 Body-Mass-Index

Beim BMI handelt es sich um einen etablierten Surrogatparameter fiir Uber-
gewicht, der zur Klassifikation von Ubergewicht und Adipositas gemaR der Welt-
gesundheitsorganisation (WHO) verwendet wird (World Health Organization
2021). Es ist allerdings zu beachten, dass der BMI nicht mit einer Messung des
Korperfettanteils gleichzusetzen ist. Insbesondere kdnnen Personen mit
vermehrter Muskelmasse falschlicherweise als Ubergewichtig eingeschatzt
werden. Auch eine gesundheitlich relevante unterschiedliche Fettverteilung wird
nicht vom BMI berlcksichtigt (Uimer 2005). Dies ist jedoch v. a. fir die
Betrachtung individueller Einzelfalle bedeutsam. Im Allgemeinen kann die
Heranziehung der Klassifikation Uber den BMI fur populationsstatistische
Studien akzeptiert werden (Ulmer 2005). Im Rahmen der Pilotstudie erscheint
sie zur orientierenden Abschatzung eines Zusammenhangs mit Ubergewicht
ausreichend, auch wenn es zu Fehleinschatzungen bei Patientinnen gekommen

sein kann.

4.1.8 Statistische Methoden

Es ist die in Kapitel 2.12 getatigte Aussage zu betonen, dass es sich um eine
orientierende statistische Auswertung im Rahmen der explorativen Pilotstudie
handelte. Diese ist nicht auf die Grundgesamtheit Ubertragbar. Es erfolgte keine
Adjustierung fur multiples Testen zur Neutralisierung einer Alphafehler-
Kumulierung. Daher sind zur Bestatigung der als signifikant bezeichneten
Ergebnisse Studien noétig, wo die entsprechenden Parameter als einzelnes
primares Zielkriterium untersucht werden oder bei mehreren Zielkriterien eine
Alpha-Adjustierung stattfindet — und somit Aussagen der schlieRenden Statistik

getroffen werden durfen. Diese Studien sollten dann auch durch entsprechende
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Adjustierung potentielle Confounder berlcksichtigen, wie z. B. Stimulations-
protokolltyp, Alter und BMI (Ola und Sun 2012).

AuRerdem sollte betont werden, dass nur Assoziationen gefunden werden kon-

nen, aber keine Aussagen bezlglich der Kausalitat getroffen werden kénnen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 SHBG-Konzentration in FF und Serum
4.2.1.1 H6he der SHBG-Konzentration in der FF

Die Durchschnitts- und Median-SHBG-Konzentration in den FF-Proben je
Patientin betrug 125 nmol/l. Aufgrund der vergleichsweise hohen SHBG-
Konzentrationen in der vorliegenden Studie kam es zu einem relativ hohen
Anteil an Laborwerten oberhalb des Messbereichs. Vermutlich war die tatsach-

liche Durchschnitts- und Median-SHBG-Konzentration sogar noch etwas hoher.

Es war am ehesten zu erwarten, dass die Werte hoher als in der FF von
naturlichen Zyklen ohne COS sein wurden. Phocas et al. (1995) berichteten von
einem derartigen, signifikanten Unterschied. Auf3erdem existieren Berichte Uber
signifikant hdhere SHBG-Spiegel in der FF von Patientinnen mit einer normalen
bzw. starken ovariellen Reaktion auf die COS im Vergleich zu Low Respondern
(Ben-Rafael et al. 1986; Kamberi et al. 1988), auch wenn dieser Unterschied in

einer anderen Studie keine Signifikanz erreichte (Fuentes et al. 2019).

Allerdings ist es auffallig, dass die SHBG-Konzentrationen in der FF in der
vorliegenden Studie hdher als in nahezu allen gefundenen bisherigen Studien
waren. Nur in der Gruppe der High Responder in der Studie von Ben-Rafael et
al. (1986) waren diese mit im Mittel 142 nmol/l hoéher. Dies lag hochst-
wahrscheinlich daran, dass in der vorliegenden Studie nicht ausschlielich High
Responder eingeschlossen wurden. Aber in zwei weiteren Studien, wo die
Subgruppe der Patientinnen mit normaler bzw. starker ovarieller Reaktion
betrachtet wurde, war die mittlere SHBG-Konzentration mit 112 und 91,1 nmol/l
sogar in dieser Gruppe etwas niedriger als im Patientinnenkollektiv der

vorliegenden Studie (Fuentes et al. 2019; Kamberi et al. 1988).
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Eine mogliche Erklarung fur die vergleichsweise hohen SHBG-Konzentrationen
in der vorliegenden Studie kdnnte die Laborbestimmungsmethode sein. Denn
die bisherigen Studien verwendeten andere Methoden. Es wurden Radio-
immunoassays (RIA) (Fuentes et al. 2019; Kamberi et al. 1988; Lin und Sun
2005), immunradiometrische Assays (IRMA) (Ben-Rafael et al. 1986; Ben-
Rafael et al. 1987a; Gustafson et al. 1996), Enzyme-linked Immunosorbent
Assays (ELISA) (Hatzi et al. 2011; Pan et al. 2021; Yding Andersen 1990) und
durch Dissoziation verstarkte Lanthanid-Fluoreszenz-Immunoassays (DELFIA)
(Li et al. 2000; Phocas et al. 1995) angewandt. Zumindest im Vergleich zur RIA-
Methode wurde bereits von der Messung hoherer SHBG-Konzentrationswerte
mit einem neueren automatisierten SHBG-Assay berichtet (Penrose et al. 2013).
Die Autoren fuhrten dies auf die hdhere Sensitivitat des neueren automatisierten
Assays zuruck (Penrose et al. 2013), was als Erklarung auch hier plausibel
erscheint. Hanrieder et al. (2008) schreiben zwar, dass sie ebenfalls einen
ECLIA verwendeten. Es wurde allerdings kein Laboranalysegerat von Roche,
sondern ein IMMULITE Analyzer von Siemens Medical Solutions Diagnostics
verwendet. Damit wurde stattdessen vermutlich ein Chemilumineszenz-Assay
durchgefiihrt (Siemens Healthcare 2007). Abgesehen davon wurde geschatzt,
dass der Elecsys Immunoassay der Firma Roche zur Messung von bis zu 40 %
hdéheren SHBG-Konzentrationen als der automatisierte SHBG-Immunoassay
mit dem IMMULITE 2000 Analyzer fuhren kann (Jin et al. 2006). Dabei konnte
fir das mit dem IMMULITE 2000 Analyzer verwendete Produkt keine
Information Uber die Reinheit des SHBG-Proteins, an dem es kalibriert wurde,
herausgefunden werden (Jin et al. 2006). Der in vorliegender Studie verwendete
Assay von Roche hingegen wurde am 1. International Standard fur SHBG des
National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) Code 95/560
standardisiert (Roche Diagnostics 2018). Dies spricht fir den verwendeten

Assay.

Allerdings stimmt die Hohe der SHBG-Konzentrationen auch nicht bei allen
anderen Studien untereinander Uberein. Nur etwas niedriger als in der vor-
liegenden Studie war die Durchschnitts- bzw. Median-SHBG-Konzentration bei
Li et al. (2000) mit ca. 111 bzw. 105 nmol/l. Bei vier Studien lag sie bei ca. 80-
100 nmol/l (Ben-Rafael et al. 1987a; Hanrieder et al. 2008; Hatzi et al. 2011;

Phocas et al. 1995). SHBG-Konzentrationen im Bereich von ca. 50-60 nmol/l
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wurden bei drei Studien gefunden (Gustafson et al. 1996; Lin und Sun 2005;
Pan et al. 2021). Besonders niedrig war die mittlere SHBG-Konzentration in der
Studie von Yding Andersen (1990) mit ca. 50 nmol/I.

Dies koénnte sich u. a. dadurch erklaren lassen, dass die bisherigen Studien
grofteils unter unterschiedlichen Bedingungen wie verschiedenen verwendeten
Stimulationsprotokollen, einbezogenen Infertilitdtsursachen oder zur Analyse
ausgewahlten Follikelprofilen durchgefuhrt wurden. Es wurden zwar keine
Studien gefunden, die die Signifikanz von Unterschieden durch verschiedene
Stimulationsprotokolle untersuchen. Angesichts der Abhangigkeit der SHBG-
Konzentration von der COS an sich erscheinen solche Unterschiede jedoch
nicht unrealistisch. Zu Unterschieden je nach Therapieindikation liegen nur
wenige Studien vor, Abhangigkeiten vom BMI und dem PCOS wurden jedoch
berichtet (Pan et al. 2021; Qu et al. 2010; Robker et al. 2009). Auch zur Ab-
hangigkeit der SHBG-Konzentration von Follikelmerkmalen existieren nur
wenige Studien, doch es wurden bereits hdhere SHBG-Konzentrationen in
kleineren Follikeln festgestellt (Hatzi et al. 2011). Dies kdnnte im Ubrigen auch
eine weitere mdgliche, anteilige Erklarung fur die hdhere SHBG-Konzentration
in der vorliegenden Studie sein. Denn im Vergleich zu den meisten der anderen

Studien wurden durchschnittlich kleinere Follikel untersucht.

Aber auch unter ahnlichen Bedingungen kamen differierende Konzentrations-
héhen in den bisherigen Studien vor. Anteil an diesen Schwankungen unter den
Studien konnten daher auch die z. T. relativ geringen Fallzahlen an betrachteten
Patientinnen und Follikeln, die die Grundgesamtheit bzw. deren mittlere Werte
nicht exakt reprasentieren konnen, haben. Letztlich bleiben die diesen
Schwankungen und den vergleichsweise hohen SHBG-Konzentrationen in der
vorliegenden Studie tatsachlich zugrundeliegenden Grunde jedoch weitgehend

unbekannt.

4.2.1.2 H6he der SHBG-Konzentration im Serum

FUr die Plausibilitdt der FF-Werte der vorliegenden Studie relevant ist die
Plausibilitat der Serumwerte, da diese mit derselben Messmethode bestimmt
wurden. Mit 164 nmol/l lag der Median der Serumwerte deutlich oberhalb des

im Methodenblatt des verwendeten Immunoassays angegebenen Referenz-

99



bereichs von 32,4-128 nmol/l fur 20-49-jahrige Frauen bzw. war ca. 2,4-fach
héher als der dort angegebene Median von 67,8 nmol/l. Diese Referenzwerte
bezogen sich allerdings auf gesunde, nicht schwangere Frauen ohne Einnahme
relevanter verschreibungspflichtiger Medikamente (Roche Diagnostics 2018).
Sie sind somit nicht auf das Patientinnenkollektiv der Studie Ubertragbar. Die
meisten Studien zeigen, dass die SHBG-Serumspiegel wahrend der COS im
Vergleich zu unstimulierten Zyklen ansteigen (Ben-Rafael et al. 1987b; Dowsett
et al. 1985; Fridstrom et al. 1999; Hatzi et al. 2011; Lin und Sun 2005; Odlind et
al. 1982; Phocas et al. 1995; Thuesen et al. 2013; Yding Andersen 1990; Yding
Andersen et al. 1992b). Es gibt zwar auch widersprechende Berichte unter einer
COS mit Antagonisten-Stimulationsprotokollen sowie gemischten Stimulations-
protokollen (Penrose et al. 2013; Zhai et al. 2021). Doch ein Spiegelanstieg
erscheint insofern schlissig, als dass bei der COS eine Parallele zur Situation
wahrend der Schwangerschaft gezogen werden kann. Dort ist es vermutlich der
enorme Anstieg der Estradiolserumspiegel, der einen ausgepragten Anstieg der
SHBG-Produktion und -Serumspiegel stimuliert (Kamberi et al. 1988; Lin und
Sun 2005; Odlind et al. 1982; Pearlman et al. 1967; Phocas et al. 1995). Somit
erscheint die Richtung dieser Abweichung der Werte plausibel. Allerdings wurde
von Yding Andersen (1990) eine deutlich geringere Erhéhung um den Faktor
1,12 gegenuber der laut Labortestanleitung erwarteten mittleren Serum-
konzentration ohne COS berichtet. Anhand der Daten von Fridstrom et al.
(1999) Iasst sich die Erhéhung auf ca. 1,5-fach beziffern, bei Lin und Sun (2005)
auf ca. 1,7-fach, und bei Phocas et al. (1995) sogar auf ca. 2,7-fach. Somit liegt
die Erhéhung gegenlber dem Referenzbereich ohne COS in der vorliegenden

Studie im deutlich oberen des bisher berichteten Bereichs.

Vergleicht man die Serumwerte am Tag der Follikelpunktion, so hatte eine
Studie mit 179 nmol/l einen etwas hoheren Median der SHBG-Konzentration als
die vorliegende Studie (Phocas et al. 1995). Eine weitere Studie in der
Subgruppe der Patientinnen mit normalem Ansprechen auf die COS hatte mit
161 nmol/l einen etwa gleich groRen Median (Fuentes et al. 2019). Mit 136
nmol/l hatte eine weitere Studie einen etwas geringeren Median (Hatzi et al.
2011). Bei einer Studie, obwohl diese die Gruppe der normalen und High
Responder betrachtete, lagen die mittleren Werte jedoch niedriger, um 100

nmol/l (Kamberi et al. 1988). Zwei weitere Studien berichteten mittlere Werte
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von knapp 90 nmol/l (Lin und Sun 2005; Tapanainen et al. 1992), und wiederum
zwei weitere von nur etwa 60-70 nmol/l (Fridstrom et al. 1999; Yding Andersen
1990). Die Werte sind auch beim Serum aufgrund der unterschiedlichen
Studienbedingungen wie Stimulationsprotokollen und eingeschlossenen
Therapieindikationen, und der anzunehmenden Abhangigkeit der Referenz-
bereiche von der jeweiligen Laborbestimmungsmethode nicht direkt miteinander
vergleichbar. Dies ist auch daran zu erkennen, dass die mittleren Werte der
letzten beiden Studien in etwa gleich gro® sind wie der Median, der im
Methodenblatt des in der vorliegenden Studie verwendeten Immunoassays fur

Frauen ohne COS angegeben ist.

Insgesamt liegen also auch die SHBG-Serum-Konzentrationen in der
vorliegenden Studie vergleichsweise hoch, aber noch in einem plausibel
erscheinenden Rahmen. Die hohen SHBG-FF-Konzentrationen erscheinen
damit stimmig, denn sehr wahrscheinlich sind sie von den Serum-
Konzentrationen abhangig. So zeigten die vorliegende Studie wie auch die
meisten bisherigen Studien eine signifikant positive Korrelation zwischen
SHBG-Serum- und -FF-Spiegel (Ben-Rafael et al. 1986; Kamberi et al. 1988;
Lin und Sun 2005; Yding Andersen 1990).

4.2.1.3 SHBG-Konzentration im Vergleich zwischen Follikelfliissigkeit und

Serum

Die SHBG-Konzentrationen waren im Serum hoher als in der FF. Der Unter-
schied war hochsignifikant, und anhand der hohen Effektstarke als grofl3
einzustufen. Die SHBG-Konzentration in der FF, ausgedruckt als prozentualer
Anteil der SHBG-Konzentration im Serum bei derselben Patientin, betrug im
Median 78 %.

Die Studienergebnisse stimmen mit bisherigen Uberein. Die meiste vorhandene
Literatur gibt an, dass die Konzentration von SHBG in der FF geringer als jene
— bis ahnlich jener — im Serum ist (Ben-Rafael et al. 1986; Martin et al. 1981;
Phocas et al. 1995; Yding Andersen 1990). Phocas et al. (1995) konnten dafur
ebenso einen hochsignifikanten Unterschied zeigen, und zwar sowohl in Zyklen
unter COS als auch naturlichen Zyklen. Von einer Studie wurden allerdings

hdhere mittlere Spiegel in der FF als im Serum berichtet, auch wenn sich dies
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ausschlieBlich auf die Subgruppe der normalen und High Responder bezog
(Kamberi et al. 1988). Eine weitere Studie berichtete dies zwar ebenfalls, doch
in diesem Fall waren die Serumproben nicht etwa simultan, sondern 36 Stunden
vor der FF gewonnen worden (Ben-Rafael et al. 1986). Diese Daten sind daher
nicht mit der vorliegenden Studie vergleichbar. Dieses widersprichliche

Ergebnis von Kamberi et al. (1988) bleibt daher ein Einzelfall.

Die SHBG-Spiegel in der FF, ausgedrickt als Prozensatz der Spiegel in
simultan gewonnenem Serum bei derselben Frau, wurden von zwei friheren
Studien sehr ahnlich festgestellt. Hier betrugen sie im Mittel 80 bzw. 84 % (Ben-
Rafael et al. 1986; Yding Andersen 1990). Dabei lagen die FF-Konzentrationen
bei Ben-Rafael et al. (1986) immer unterhalb der Serumkonzentrationen (Range
64-100 %). Bei Yding Andersen (1990) lagen sie z. T. etwas darlber (Range
59-117 %), und auch eine weitere Studie berichtete vom Vorkommen hdherer
FF- Konzentrationen als im Serum in einem Teil der Follikel (Campo et al. 1989).
Zwar ist die Spannweite der vorliegenden Studie deutlich grofzer (Range 37-278
%), doch dies lasst sich auf die Werte eines geringen Anteils der Patientinnen
bzw. Follikel zurGckflihren. So hatten nur 2 der 54 Patientinnen, bzw. nur knapp

5 % aller Follikel, einen hoheren FF- im Vergleich zum Serumwert.

Fur andere Studien wurde diese Angabe nicht berichtet, sodass hier nur der
Prozentsatz der Durchschnitts- bzw. Median-FF-Konzentration an der Durch-
schnitts- bzw. Median-Serumkonzentration zum Vergleich herangezogen
werden kann. Dieser betrug in der vorliegenden Studie 76 %. Bei 3 Studien
befand er sich ebenfalls im Bereich von etwa 70-80 % (Campo et al. 1989; Lin
und Sun 2005; Yding Andersen 1990). Fur zwei andere Studien fiel er mit
Werten um 50-60 % etwas geringer aus (Fuentes et al. 2019; Phocas et al.
1995), wobei sich diese Angabe fur die Studie von Fuentes et al. (2019) sowohl
auf die Subgruppe mit normalem Ansprechen auf die COS, als auch auf Sub-
gruppen der Low Responder bezieht. Wie oben erwahnt, ergaben die Daten von
Kamberi et al. (1988) als einzige hohere Prozentsatze mit 86 % bei den Low

Respondern, und 111 % bei den normalen und High Respondern.

Wie fur die Hohe der SHBG-Konzentrationen an sich, durften auch fur die FF-
Serum-Verhaltnisse der SHBG-Konzentration unterschiedliche Bedingungen

wie verschiedene verwendete Stimulationsprotokollen, einbezogene Infertilitats-
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ursachen oder zur Analyse ausgewabhlte Follikelprofile fir die unterschiedlichen

Studienergebnisse relevant gewesen sein.

Die niedrigere SHBG-Konzentration innerhalb des Follikels als im Serum lasst
darauf schliel3en, dass SHBG anteilig aul3erhalb des Follikels gehalten wird.
Trotz seiner relativ geringen Molekiimasse kann SHBG anscheinend doch nicht
vollstandig frei in die praovulatorischen Follikel diffundieren, wie urspringlich
von Ben-Rafael et al. (1986) postuliert. Mogliche Mechanismen einer Blut-
Follikel-Schranke aus Kapillarendothel und Basalmembran des Follikelepithels
koénnten hierflr ursachlich sein (Zhou et al. 2007). Dabei kdnnte es sich um eine
Abhangigkeit der Passage von Ladung und Dichte (Hess et al. 1998), selektive
Transportprozesse (Siu und Cheng 2012) und eventuell eine Sequestration oder
Degradierung innerhalb des Follikels (Bachler et al. 2014; Goébel und Meuth
2018) handeln. AuRerdem lasst sich sagen, dass die bekannte Synthese von
SHBG innerhalb des Follikels (Forges et al. 2004; Misao et al. 1995; Misao et
al. 1997) i. d. R. in einem Ausmal} stattfindet, das diesen Konzentrations-
unterschied zwischen FF und Serum nicht kompensiert. Dies schlie3t aber nicht
die Maoglichkeit eines Einflusses von lokal synthetisiertem, membran-
gebundenem SHBG auf Zellfunktionen des Follikels aus (Forges et al. 2004;
Fortunati 1999). Zudem wurde ein — wenn auch geringer — Anteil an Follikeln
gefunden, wo SHBG konzentrierter vorlag als im Serum. Eine intrafollikulare
Konzentrierung von SHBG scheint daher moglich zu sein. Vielleicht existieren
tatsachlich Mechanismen zur Regulation der intrafollikularen SHBG-
Konzentration. Allerdings lieRen sich keine diese Follikel verbindenden
Merkmale feststellen, d. h. sie hatten unterschiedlich grol3e Durchmesser und
nur manche enthielten Eizellen. Somit sollte nicht voreilig ein physiologischer
Sinn in diese Beobachtung hineininterpretiert werden. Ggf. haben bei diesen
Follikeln die Regulationsmechanismen zur Passagehemmung von SHBG ins

Follikelinnere versagt.

Die gefundenen Studienergebnisse bestatigen die These anderer Autoren, dass
SHBG in der FF nicht ausreichend hoch konzentriert ist, um fur die Aufrecht-
erhaltung des Steroidgradienten zwischen FF und Blutstrom wesentlich verant-
wortlich zu sein (Martin et al. 1981; Phocas et al. 1995; Yding Andersen 1990,

1991). Es ist zu vermuten, dass andere, relevantere Steroidbinder innerhalb des

103



Follikels vorhanden sein missen. Ein wahrscheinlicher Kandidat fiir ein Steroid-

bindendes Protein in der FF kdnnte Perlecan sein (Bentov et al. 2016).

Aufgrund des gefundenen signifikanten Unterschieds erscheint die getrennte
Betrachtung der SHBG-Konzentrationen in FF und Serum flr die Frage-

stellungen der vorliegenden Arbeit lohnenswert.

4.2.1.4 Zusammenhang zwischen SHBG-Konzentration in Follikelfliissigkeit

und Serum

Es wurde eine statistisch signifikante, starke, positive Korrelation zwischen der

SHBG-Konzentration in der FF und im Serum gefunden.

Die meisten Studien, die unter COS durchgefuhrt wurden, zeigten hierfir
ebenfalls eine signifikante positive Korrelation (Ben-Rafael et al. 1986; Hatzi et
al. 2011; Kamberi et al. 1988; Yding Andersen 1990). In zwei Studien war die
Korrelation ebenfalls stark (Low Responder Pearsons r =0.611, p < 0.05, High
Responder Pearsons r =0.824, p < 0.01; Pearsons r = 0,85, p < 0,001) (Ben-
Rafael et al. 1986; Yding Andersen 1990), in einer Studie moderat (Pearsons r
= 0,411, p < 0,001) (Hatzi et al. 2011).

Wie fur diese bisherigen Studien lasst sich auch fur die vorliegende Studie diese
Korrelation so erklaren, dass ein Groldteil des SHBG in der FF aus dem Blut-
kreislauf stammt (Ben-Rafael et al. 1986; Kamberi et al. 1988). Wahrend
vorherige Autoren eine intrafollikulare Synthese von SHBG noch fur hochst
unwahrscheinlich hielten (Phocas et al. 1995), zeigten jedoch spatere
Forschungsergebnisse, dass SHBG zusatzlich durch die follikularen Granulosa-
zellen zum Zeitpunkt der Follikelpunktion produziert und héchstwahrscheinlich
auch sezerniert wird (Forges et al. 2004; Forges et al. 2005; Misao et al. 1997).
Aufgrund des hohen Einflusses des aus dem Blutstrom stammenden SHBG
scheint diese intrafollikulare Synthese jedoch einen vergleichsweise geringen
Einfluss auf die FF-Konzentration zu haben. Eine Relevanz innerhalb des
Follikelepithels lokal synthetisierten SHBGs flur para- und autokrine Wirkungen
ist anhand des Studienergebnisses jedoch nicht beurteil- oder gar

ausschlieRbar.
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Eine Ausnahme war die Studie von Phocas et al. (1995), da hier trotz einer im
Vergleich mit den anderen Studien hohen Fallzahl von 42 Patientinnen keine
signifikante Korrelation zwischen der SHBG-Konzentration in der FF und im
Serum in Zyklen unter COS gefunden wurde. Die Autoren selbst flihrten als
mogliche Begriindung an, dass sie im Gegensatz zu vorherigen Studien ein
Stimulationsprotokoll mit einem GnRH-Agonisten verwendet hatten. Dieser
konnte die SHBG-Verteilung verandert haben. Mittlerweile wurde zwar auch in
der widersprechenden Studie von Hatzi et al. (2011) ein GnRH-Agonist
verwendet, dennoch kann diese Begrindung damit nicht ausgeschlossen
werden. Denn bei Hatzi et al. (2011) wurde dieser ab der mittleren Lutealphase
des Vorzyklus im Sinne eines long-Protokolls gegeben, wahrend die Gabe bei
Phocas et al. (1995) erst ab dem zweiten Zyklustag erfolgte. In der vorliegenden
Studie wurde beim Grof3teil der Patientinnen ein GnRH-Antagonisten-Protokoll
angewandt. Bei den Patientinnen mit GnRH-Agonisten-Protokoll handelte es

sich um ein long-Protokoll.

Daruber hinaus wurde in dieser Studie von Phocas et al. (1995) auch keine
signifikante Korrelation zwischen der SHBG-FF- und -Serumkonzentration in
unstimulierten Zyklen gefunden. Fur unstimulierte Zyklen handelt es sich um die
einzige gefundene Studie. Entweder kdnnte es sein, dass wie fur die Zyklen
unter COS diese spezielle Studie eine Ausnahme darstellt und in anderen
Studien eine Korrelation gefunden wirde. Oder es kdnnte bedeuten, dass in
unstimulierten Zyklen tatsachlich keine signifikante Korrelation zwischen FF-
und Serumspiegeln vorhanden ist. Die Nichtangabe des p-Werts macht eine
Einschatzung schwierig. Auch ein Korrelationskoeffizient ist nicht angegeben.
Fur eine Abhangigkeit der Korrelation von der COS kdnnte sprechen, dass die
Korrelationsstarke flir Low Responder im Vergleich zu Patientinnen mit starkem
Ansprechen auf die COS etwas geringer war (Ben-Rafael et al. 1986). Zu
betonen ist, dass daher das Ergebnis der vorliegenden Studie nur auf stimulierte

Zyklen bezogen werden sollte.
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4.2.2 Vergleich zwischen Follikeln ohne gewonnene und mit gewonnener

Eizelle

Es bestand kein wesentlicher Unterschied der SHBG-Konzentration zwischen
Follikeln, aus denen eine Eizelle gewonnen werden konnte, und solchen, wo
dies nicht der Fall war. Es besteht daher kein Hinweis darauf, dass die SHBG-

Konzentration in der FF aufschlussgebend tber den Eizellgewinn ist.

Ursprunglich erschien das Bestehen eines solchen Unterschieds nicht abwegig.
Bereits einige Studien zeigten eine Abnahme der Wahrscheinlichkeit des Eizell-
gewinns bei geringerer FollikelgrolRe (Rosen et al. 2009). Und eine Studie
beobachtete unterschiedliche SHBG-Konzentrationen in kleinen gegenuber
grolen Follikeln (Hatzi et al. 2011).

Ein wahrscheinlicher Grund fir die Nichtgewinnung einer Eizelle aus einem
Follikel ist eine noch nicht erfolgte Ablsung des Cumulus-Eizell-Komplexes von
der Follikelwand (Meniru und Craft 1997; Rosen et al. 2009). Daher konnte man
das Studienergebnis so interpretieren, dass kein Hinweis darauf gefunden
wurde, dass SHBG eine relevante Rolle bei der Ablésung des Cumulus-Eizell-
Komplexes von der Follikelwand spielt. Eine solche Rolle kann jedoch auch
nicht ausgeschlossen werden, da eventuell im Follikelepithel ablaufende para-
und autokrine Effekte sich nicht zwingend in der FF-Konzentration widerspiegeln
mussen. Ein umstrittener alternativer Grund fur die Nichtgewinnung einer Eizelle
ist ein eizellloser Follikel (Mossman und Duke 1973). Solche Follikel kdnnten
durch ein frihes atretisches Zugrundegehen der Eizelle entstehen. Diese
Ursache wurde zumindest fur ein Auftreten von ausschliel3lich eizellleeren
Follikeln bei Therapiezyklen vorgeschlagen (Stevenson und Lashen 2008). Falls
solche Follikel aufgetreten sind, hat dies nicht zu einer unterschiedlichen SHBG-
Konzentration in Follikeln ohne gewonnene und mit gewonnener Eizelle gefuhrt.
Vor diesem Hintergrund gesehen konnte kein Hinweis darauf gefunden werden,
dass die Eizelle selbst oder die mit ihr direkt interagierenden Cumuluszellen eine
fur den FF-Spiegel relevante Menge SHBG produzieren, oder alternativ die
Eizelllosigkeit eines Follikels zu veranderten Eigenschaften einer Blut-Follikel-
Schranke fuhrt. Ggf. befanden sich unter den Follikeln ohne gewonnnene Eizelle
jedoch schlichtweg keine oder zu wenige eizelllose Follikel flr ein Zustande-

kommen eines Konzentrationsunterschieds. Denn bisherige Beobachtungen
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einer Assoziation von Follikeln mit enthaltener atretischer Eizelle und niedrigen
SHBG-Spiegeln hatten dies nicht unwahrscheinlich erscheinen lassen (Ben-
Rafael et al. 1986; Kamberi et al. 1988). Eventuell hat die Eizellatresie, falls sie
tatsachlich die Erklarung der Entstehung eizellloser Follikel sein sollte, zeitlich
so entfernt stattgefunden, dass sich die SHBG-Konzentration in der FF bereits
wieder normalisiert hat. Oder vielleicht befanden sich unter den Follikeln mit
gewonnener Eizelle ebenso viele Follikel mit atretischer Eizelle, wo die SHBG-
Konzentration in ahnlicher Weise verandert vorlag. Leider liegen keine
vergleichbaren Studien hinsichtlich der Gegenlberstellung von Follikeln ohne

und mit Eizellgewinn vor.

Die Streuung der SHBG-Konzentration in den Follikeln je Patientin unterschied
sich nicht statistisch signifikant zwischen Follikeln ohne gewonnene und mit
gewonnener Eizelle. Ursprunglich hatte man uUberlegen konnen, ob vielleicht in
den Follikeln, damit eine Eizelle daraus gewonnen werden kann, eine bestimmte
konstante SHBG-FF-Konzentration bendtigt wird. In diesem Fall hatten die
Follikel ohne gewonnene Eizelle eine groRere Streuung, d. h. weniger gleich-
maRige SHBG-Spiegel, aufgewiesen. Dies war jedoch nicht der Fall.

Vergleichbare Studien liegen nicht vor.

Alles in allem erscheint es nicht aussichtsreich, dass bei weiterer Forschung
doch noch ein relevanter Unterschied der SHBG-Konzentration oder derer
Streuung zwischen Follikeln ohne gewonnene und mit gewonnener Eizelle
gefunden wird. Dennoch ware dies erst durch eine Studie mit Anwendung eines
praziseren Trennungsverfahrens mit multiplen vaginalen Punktionen und nach-
folgender Spllung des Punktionssystems endgultig beweisbar (Revelli et al.
2009), am besten zusatzlich unter Ausschluss von Follikeln mit gewonnener

atretischer Eizelle.

4.2.3 Follikeldurchmesser

Auf Patientinnenebene, wo jede Patientin gleich gewichtet in die Betrachtung
einging, war die Median-SHBG-Konzentration in kleinen (< 16 mm) Follikeln um
ca. 8 % hoher als in groften (= 16 mm) Follikeln. Es handelte sich somit um

einen eher geringen Unterschied. Die statistische Signifikanz wurde knapp
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verfehlt (p = 0,055). Vermutlich konnte bei einer Erhéhung der Fallzahl in einer

zukUnftigen Studie der Unterschied signifikant werden.

Falls dies tatsachlich der Fall ware, kdnnte dies an einer grolieren Permeabilitat
kleinerer Follikel fir SHBG liegen. Eine Abhangigkeit der Blut-Follikel-Schranke
von Follikelentwicklung und weiblichem Zyklus allgemein wurde bereits
vermutet (Cavender und Murdoch 1988; Espey 1980; Hess et al. 1998; Siu und
Cheng 2012). Es konnte jedoch auch sein, dass in kleinen Follikeln mehr SHBG
intrafollikular synthetisiert wird als in groRen. Dies kdnnte z. B. mittels einer
Quantifizierung der SHBG-mRNA in den Granulosazellen oder immunhisto-
chemischen Methoden weiter untersucht werden (Forges et al. 2005). Eine
Frage dahinter konnte sein, ob SHBG in kleinen Follikeln ggf. eine groliere Rolle
bei der Regulation von Zellfunktionen und Steroideffekten spielt als in grof3en.
Alternativ konnte sich ein Konzentrationsunterschied auch schlichtweg durch
einen Verdunnungseffekt aufgrund einer FlUssigkeitszunahme mit zuneh-
mender Follikelreife erklaren lassen. Bezlglich Serumproteinkonzentrationen in
der FF im Allgemeinen wurde ein solcher Verdinnungseffekt aufgrund der
grolReren Zunahme des Follikelvolumens im Verhaltnis zur Follikeloberflache
gemutmaldt (Wen et al. 2009).

Auf Follikelebene zeichnete sich eine ahnliche Tendenz ab: In den vier Follikel-
gruppen mit zunehmendem Follikeldurchmesser zeigte sich tendenziell eine
graduelle Abnahme der Median-SHBG-Konzentrationen. Es war jedoch keiner
der Gruppenunterschiede signifikant. Zudem wurde auf Follikelebene keine

signifikante Korrelation mit dem Follikeldurchmesser gefunden.

Es gibt eine mogliche Erklarung dafir, wieso die Signifikanz ausschliel3lich auf
Patientinnenebene nur knapp verfehlt wurde. Es kdnnte sein, dass die Test-
ergebnisse auf Follikelebene tatsachlich durch die unterschiedliche Gewichtung
der Patientinnen aufgrund deren unterschiedlichen eingegangenen Proben-
anzahlen, bei gleichzeitiger relevanter Zwischensubjektvariabilitat, verzerrt
wurden. So ist bereits bekannt, dass die SHBG-Serumspiegel ausgepragte
interindividuelle Schwankungen zeigen (Thaler et al. 2015). Und in der aktuellen
Studie war die interindividuelle Schwankung der FF-Spiegel ahnlich grof3 jener
der Serumspiegel (IQR 86,4 vs. 93,2 nmol/l).
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Insgesamt konnte somit weder ein klarer Hinweis auf einen Zusammenhang der
Follikelgrofie mit der SHBG-Konzentration in der FF gefunden werden, noch ein

solcher ausgeschlossen werden.

Es konnten nur zwei Publikationen Uber weitere Studien gefunden werden, die
bisher einen Zusammenhang der FollikelgroRe mit dem SHBG-Spiegel in der
FF untersuchten. Hatzi et al. (2011) berichteten von einer Assoziation, wobei
kleine (= 12 mm) Follikel um knapp 20 % hohere SHBG-Konzentrationen auf-
wiesen als grol3e (= 18 mm) Follikel. Bei dieser Untersuchung wurde allerdings
nicht auf eine Gleichgewichtung der Patientinnen geachtet, da eine unter-
schiedliche Anzahl an Follikeln je Patientin verwendet wurde. Dies schrankt die
Verlasslichkeit der Ergebnisse ein, wie oben erklart. Andererseits konnte in
dieser Studie auf Patientinnenebene gezeigt werden, dass auch ein bestimmter
Polymorphismus im SHBG-Gen, ein (TAAAA)» Penta-Nucleotid-Repeat-
Polymorphismus an der Grenze des Promotors mit Einfluss auf die transkrip-
tionelle Aktivitat, mit der FollikelgroRe assoziiert war. Ein Unterschied zur
vorliegenden Studie war, dass die Gruppe der kleinen Follikel durch einen
niedrigeren Follikeldurchmesser von unter 13 mm statt in der vorliegenden
Studie auf Patientinnenebene unter 16 mm definiert war. Eventuell treten also
die entscheidenden Konzentrationsunterschiede erst ab geringeren Follikel-
durchmessern auf. Aulierdem wurden bei der Betrachtung die mittelgro3en (13-
17 mm) Follikel ausgeschlossen. Eventuell hatte sich bei einem solchen
Vorgehen in der vorliegenden Studie auf Patientinnenebene ebenfalls ein

signifikanter Unterschied ergeben.

Eine andere Studie verwendete als Parameter der Follikelgrolke das FF-
Volumen. Hier wurde von keiner wesentlichen oder signifikanten Korrelation mit
der SHBG-Konzentration in der FF berichtet (Li et al. 2000). Dies entspricht dem
Ergebnis der vorliegenden Studie auf Follikelebene, wobei dort wie auch bei Li
et al. (2000) keine Gleichgewichtung der Patientinnen erfolgte, da eine unter-

schiedliche Anzahl an Follikeln je Patientin verwendet wurde.

Die bisherige Studienlage ist daher widerspruchlich und schwach. Studien mit
einer hdheren Fallzahl und einer Gleichgewichtung der Patientinnen kénnten in

Zukunft zur Klarung beitragen.
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4.2.4 Zusammenhang mit verschiedenen IVF- und ICSI-Parametern

Interessanterweise korrelierte die SHBG-Konzentration in der FF mit einer
ganzen Reihe der betrachteten IVF- bzw. ICSI-Parameter signifikant moderat
positiv: der Anzahl der punktierten Follikel, der gewonnenen und der reifen Ei-
zellen, die Rate der reifen Eizellen, der Anzahl und dem Anteil der korrekt
befruchteten Eizellen. Neben dem Anteil der korrekt befruchteten Eizellen an
allen behandelten Eizellen, sprich der Gesamt-Befruchtungsrate, wurden auch
aufgetrennt der Anteil der korrekt befruchteten Eizellen unter ICSI-Therapie und
unter IVF-Therapie betrachtet. Auch die ICSI-Befruchtungsrate korrelierte
signifikant moderat positiv mit der SHBG-Konzentration in der FF. Eventuell
hatte auch die moderate positive Korrelation mit der IVF-Befruchtungsrate
Signifikanz erreicht (p = 0,130), wenn nicht die untersuchte Fallzahl (n = 12

Patientinnen) im Vergleich deutlich geringer gewesen ware.

Diese Studienergebnisse lassen SHBG in der FF vielversprechend erscheinen,
was eine mogliche Bedeutung als Biomarker fur die Eizellkompetenz wieder-
spiegelnde erfolgreiche IVF- bzw. I[CSI-Therapieergebnisse betrifft. Die
gefundenen Korrelationen kénnen zu der Annahme flihren, dass SHBG in der
FF eine Rolle in der Follikelentwicklung und der ovariellen Reaktion wahrend
der COS spielt. Denn die genannten Follikel- und Eizellanzahlen spiegeln die
ovarielle Reaktion auf die COS wider (Zhai et al. 2021). Allerdings korrelierte fur
alle aufgezahlten Parameter bis auf die Befruchtungsraten ebenfalls die SHBG-
Konzentration im Serum signifikant moderat positiv, und zwar mit der Rate reifer
Eizellen etwa gleich stark und mit den restlichen aufgezahlten Parametern sogar
etwas starker als die SHBG-Konzentration in der FF. In diesen Fallen scheint
daher die SHBG-Serumkonzentration genauso gut bzw. sogar etwas besser
aussagefahig zu sein wie bzw. als die SHBG-FF-Konzentration. Im Hinblick auf
langfristig angestrebte, eventuelle spatere diagnostische Zwecke kdnnte man
dies fur diese Parameter so interpretieren, dass die FF-Gewinnung und -Unter-
suchung keinen Mehrwert gegenuber der Durchfuhrung einer einfachen

Blutentnahme mit Serumuntersuchung hatte.

Hingegen korrelierte die Gesamt- und ICSI-Befruchtungsrate ausschlief3lich
signifikant mit der SHBG-Konzentration in der FF, und nicht mit jener im Serum.

Zudem war die Korrelation mit der FF-Konzentration hoher als mit der Serum-
110



konzentration (Spearmans p = 0,291 vs. 0,164; Spearmans p = 0,326 vs. 0,214).
Je hoher der SHBG-FF-Spiegel war, desto mehr der behandelten Eizellen
konnten korrekt befruchtet werden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die SHBG-
FF-Konzentration pradiktiv fir die Erfolgsrate des entscheidenden
Behandlungsschritts der extrakorporalen Befruchtung ist. Daher sollte SHBG als
Kandidat fur einen Biomarker der IVF- bzw. ICSI-Therapieergebnisse und somit

auch Eizellkompetenz angesehen werden.

Eine bedeutsame Rolle von SHBG in der follikularen Physiologie erscheint
plausibel (Forges et al. 2004; Hatzi et al. 2011), denn es findet sich in allen
Stadien der Follikulogenese im Follikelepithel und u. a. in unmittelbarer Nahe
der Zellmembran reifer Eizellen (Forges et al. 2005). Es konnte Uber parakrine
und autokrine Effekte an der lokalen Regulation der ovariellen Funktion, wie
Follikelreifung und Lutealfunktion, beteiligt sein (Forges et al. 2004; Forges et
al. 2005; Hanrieder et al. 2008; Rosner et al. 2010). Lokal synthetisiertes,
membrangebundes SHBG konnte einen Einfluss auf Zellfunktionen haben, wie
in anderen steroidresponsiven Geweben bereits beobachtet (Forges et al. 2004;
Fortunati 1999). Als Teil eines komplexen Steroid-Signalsystems kénnte es u.
a. die transkriptionelle Aktivitat der Steroidrezeptoren und die Effekte von
Androgenen und Estrogenen in Zellen beeinflussen (Fortunati 1999; Kahn et al.
2002; Rosner et al. 1992; Rosner et al. 1999; Rosner et al. 2010). Zudem wurde
im Hoden der Ratte gezeigt, dass das sich bloR in der Glykosylierung unter-
scheidende Androgen-bindende Protein (ABP) zu den Keimzellen transferiert
wird und deren DNA- und Proteinsynthese steigern kann (Forges et al. 2004;
Gerard et al. 1994; Gerard 1995; Gérard et al. 1996). Analoge Prozesse konnten
auch im Ovar stattfinden (Forges et al. 2004).

Die genaueren physiologischen Hintergrinde der gefundenen Studien-
ergebnisse sind nicht leicht ersichtlich, u. a. aufgrund zahlreicher potentiell die
SHBG-Spiegel beeinflussender Faktoren. Ohnehin kénnen die Studien-
ergebnisse nur Aussagen uber Assoziationen, aber nicht Kausalitaten
generieren. Ein veranderter SHBG-Spiegel konnte auch lediglich ein Epi-
phanomen darstellen, ohne selbst eine relevante pathophysiologische Wirkung
auf die Eizelle zu haben. Dies wirde dennoch die Méglichkeit bieten, SHBG als

Surrogatmarker zu nutzen (Thaler et al. 2015).
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Es wurde nur eine Studie gefunden, die zuvor auf diese Weise den Zusammen-
hang zwischen dem SHBG-Spiegel in der FF und einem der hier betrachteten
IVF- und ICSI-Parameter untersucht hat. Da alle punktierbaren Follikel punktiert
wurden, entsprach die Anzahl der punktierten Follikel der punktierbaren
Gesamtfollikelzahl. Die Ergebnisse bestatigen somit die von Hatzi et al. (2011)
berichtete signifikante positive Korrelation der SHBG-FF- und -Serumspiegel mit
der Gesamtfollikelzahl, auch wenn die Starke der Korrelation dort etwas
geringer war (FF: r = 0,202, p < 0,02; Serum: r = 0,266, p < 0,001). Dort wies
ebenfalls der SHBG-Serumspiegel eine etwas starkere Korrelation damit auf als
der SHBG-FF-Spiegel. Im Ubrigen konnte auch eine Assoziation eines
bestimmten Polymorphismus im SHBG-Gen, ein (TAAAA), Penta-Nukleotid-
Repeat-Polymorphismus an der Grenze des Promotors mit Einfluss auf die
transkriptionelle Aktivitat, in Kombination mit weiteren Polymorphismen mit
Follikel- und Eizellanzahl gezeigt werden (Lazaros et al. 2012). Auch eine
weitere Studie bestatigte eine signifikante moderate positive Korrelation
zwischen der SHBG-Serumkonzentration und der Anzahl gewonnener Eizellen,
und auch Embryonen (Zhai et al. 2021). Hier wurde allerdings die SHBG-
Serumkonzentration am Tag der hCG-Gabe betrachtet, d. h. knapp zwei Tage
vor dem in der vorliegenden Studie betrachteten Zeitpunkt (Zhai et al. 2021). D.
h. diese Korrelation scheint nicht erst nach der Ovulationsinduktion vorzuliegen.
Wiederum eine weitere Studie mit Serumwerten vom Tag der Follikelpunktion
beschrieb bei Patientinnen mit Infertilitdt aufgrund tubarer oder mannlicher
Faktoren ebenfalls eine signifikante, wenn auch geringe Korrelation mit der
Embryonenanzahl (Meriem et al. 2016). Hier verfehlte die Korrelation mit der
Eizellanzahl die statistische Signfikanz (p = 0,08) (Meriem et al. 2016).
Allerdings zeigte sich in dieser Studie, dass im Unterschied dazu bei PCOS-
Patientinnen fur beide diese Korrelationen die statistische Signifikanz verfehlt
wurde, und zwar mit einem deutlich héheren p-Wert (Meriem et al. 2016). Es
konnte sich daher bei PCOS-Patientinnen um eine spezielle Subgruppe
handeln, fur die die beobachteten Zusammenhange nicht gelten. Zudem soll an
dieser Stelle anhand der Studie von Barbieri et al. (2005) noch einmal
verdeutlicht werden, dass Studienergebnisse unter COS nicht direkt mit jenen
ohne COS verglichen werden koénnen. Denn in dieser Studie wurden die

Ausgangsserumwerte aus dem unstimulierten Zyklus vor COS-Beginn

112



betrachtet, und im Gegensatz zu den zuvor angefihrten Studien wurde nur eine
sehr geringe und nicht signifikante Korrelation mit der Anzahl der im Verlauf

gewonnenen Eizellen gefunden.

Eine andere Studie betrachtete umgekehrt statt den Zusammenhang mit erfolg-
reichen Therapieergebnissen jenen mit der Anzahl atretischer Eizellen. Hier
wurde eine niedrige SHBG-Konzentration in der FF der Patientin mit einer
groBeren Anzahl atretischer Eizellen assoziiert (Kamberi et al. 1988). Diese
Assoziation passt mit den in der vorliegenden Studie gefundenen Assoziationen
erfolgreicher Therapieergebnisse mit einer héheren SHBG-FF-Konzentration
zusammen. Uber eine Korrelation mit dem SHBG-Serumspiegel wurde in dieser
Studie nicht berichtet.

Ferner erscheint auch stimmig, dass bei einer Untersuchung von PCOS-
Patientinnen eine Korrelation eines bestimmten Polymorphismus im SHBG-
Gen, dem Einzelnukleotid-Polymorphismus rs6259, mit der Befruchtungsrate
(dort definiert als Anteil der befruchteten Eizellen an der Anzahl gewonnener
Eizellen) gefunden wurde (Liu et al. 2019). Allerdings wirft dies die Frage auf,
ob die Befruchtungsrate nicht doch auch mit dem SHBG-Serumspiegel
assoziiert sein konnte. Denn dieser Polymorphismus scheint mit hoheren
SHBG-Serumspiegeln verbunden zu sein (Sato et al. 2017). Zur direkten
Untersuchung der Korrelation zwischen SHBG-Serumspiegel und
Befruchtungsrate wurden nur zwei Studien gefunden, wovon nur bei einer die
Serumproben am Tag der Follikelpunktion gewonnen wurden (Barbieri et al.
2005; Meriem et al. 2016). Letztere zeigte keine signifikante Korrelation und der
Korrelationskoeffizient war gering (Meriem et al. 2016). Die andere Studie
betrachtete mit den Ausgangsserumwerten aus dem unstimulierten Zyklus vor
COS-Beginn einen abweichenden Zeitpunkt, sodass ihr Ergebnis nicht zum
direkten Vergleich mit dem vorliegenden Studienergebnis herangezogen
werden darf. Sie findet der Vollstandigkeit halber Erwahnung. Auch hier wurde
keine signifikante Korrelation festgestellt und der Korrelationskoeffizient war

zudem sehr gering (Barbieri et al. 2005).

Zur Bestatigung oder zum Ausschluss von SHBG als Pradiktor der oben
genannten IVF- bzw. ICSI-Therapieergebnisse sind weitere Studien notig.

Zunachst sind, wie in Kapitel 4.1.8 erlautert, zur Bestatigung auch der vor-
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liegenden signifikanten Ergebnisse Studien notwendig, bei denen im Gegensatz
zu dieser Pilotstudie mit Hilfe der schlieRenden Statistik Aussagen Uber die
Grundgesamtheit getroffen werden durfen. Diese Studien sollten dann auch
potentielle Confounder berticksichtigen, wie z. B. Stimulationsprotokolltyp, Alter
und BMI (Ola und Sun 2012). Und es sollte, wie in Kapitel 4.1.6.1 erklart, eine
Verdinnung der Proben vor der Messung der SHBG-Konzentration durch-

gefuhrt werden.

Aulerdem sollten zuklnftige Studien mit groRerer Fallzahl dartiber Aufschluss
geben, ob es sich bei der Korrelation mit den Befruchtungsraten tatsachlich um
eine speziell mit SHBG in der FF vorhandene Assoziation handelt, oder diese
doch auch fur den SHBG-Spiegel im Serum noch signifikant werden konnte.
Zumindest in der vorliegenden Studie wurde die statistische Signifikanz jedoch
nicht nur knapp verfehlt (Gesamt-Befruchtungsrate: p = 0,250; ICSI-
Befruchtungsrate: p = 0,152).

Sollten sich die Studienergebnisse bestatigen, ware eine Studie mit Zuordenbar-
keit der einzelnen Eizellen zu ihren Follikeln bzw. FF-Proben auch nach der In-
vitro-Befruchtung durchfuhrungswert. Schliel3lich wurde in der vorliegenden
Studie die mittlere SHBG-FF-Konzentration je Patientin betrachtet, sodass
keine direkte Aussage Uber eine Eignung der SHBG-Konzentration in der FF far
die Selektion einzelner Follikel bzw. Eizellen moglich ist. In einem nachsten
Schritt erscheint es sinnvoll, Erkenntnisse darliber zu gewinnen, ob in Follikeln
mit spater korrekt befruchteter Eizelle die SHBG-Spiegel hdher sind als in
Follikeln ohne spater korrekt befruchtete Eizelle. Dies erscheint angesichts des
gefundenen Zusammenhangs zwischen SHBG-FF-Spiegel und Anzahl sowie
Anteil der korrekt befruchteten Eizellen mdglich. Nur dann kénnte auch eine
klare Aussage uber SHBG als Marker der Eizellkompetenz zur Unterscheidung
der Qualitat individueller Follikel getroffen werden. Eine ahnliche Studie wurde
bereits 1985 von Ben-Rafael et al. (1987a) durchgefuhrt. Deren Ergebnisse
wiesen nicht auf das Vorhandensein eines solchen Unterschieds hin. Hier
wurden vier Gruppen von Follikeln miteinander verglichen. Es wurde kein
signifikanter Unterschied des SHBG-FF-Spiegels gefunden in Abhangigkeit
davon, ob die aus dem Follikel stammende Eizelle nicht befruchtet wurde,

abnormal befruchtet wurde, sich nach der Befruchtung nicht teilte oder sich
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teilte. Hierbei wurden allerdings ausschliellich morphologisch als reif ein-
gestufte Eizellen bzw. deren zugehoérige FF-Proben untersucht. Die Studien-
population bestand ausschlieldlich aus Frauen mit mechanischer Infertilitat, das
Stimulationsprotokoll bestand aus einer ausschlieRlichen hMG-Gabe ohne
Gabe eines GnRH-Agonisten oder -Antagonisten und die extrakorporale
Befruchtung wurde ausschliefdlich mit dem IVF-Verfahren durchgefiihrt. Dies
alles sind zur vorliegenden Studie differierende Bedingungen. Hier wurde eine
von den Infertilitatsursachen her gemischte Studienpopulation untersucht, alle
Patientinnen wurden mit GnRH-Agonisten oder -Antagonisten und grétenteils
mit dem ICSI-Verfahren behandelt. AuRerdem geht aus der Publikation nicht
klar hervor, wie viele Eizellen mit ihren zugehoérigen FF-Proben je Frau unter-
sucht wurden. Vermutlich wurden pro Frau verschiedene Anzahlen von Eizellen
je Follikelgruppe untersucht, wodurch es zu Verzerrungen der Daten bei
vorhandener Zwischensubjektvariabilitat gekommen sein konnte. Auch zum
Verfahren zur Separierung der FF der einzelnen Follikel wurden keine Angaben
gemacht, sodass dessen Exaktheit nicht beurteilbar ist. Weitere derartige
Studien konnten nicht gefunden werden. In zwei weiteren Studien wurde blof3
die zwar ahnliche, aber andere und engere Fragestellung untersucht, ob
Unterschiede der SHBG-FF-Konzentration bestehen zwischen Follikeln, aus
denen Eizellen mit und ohne Furchungsteilung im Verlauf hervorgingen
(Gustafson et al. 1996; Yding Andersen 1990). Folglich konnte es sich lohnen,
die Ergebnisse von Ben-Rafael et al. (1987a) mittels einer Studie unter anderen,
der vorliegenden Studie ahnlicheren Bedingungen noch einmal zu Uberprifen.
Die Erwartungen an eine solche Studie werden allerdings dadurch gedampft,
dass ein anderes Studienergebnis zumindest auf den ersten Blick nicht
schlissig im Hinblick auf die Eignung von SHBG zur Selektion einzelner
kompetenter Follikel erscheint. Auf der einen Seite steht eine hohere SHBG-
Konzentration in einem positiven Zusammenhang mit eher reifen Follikeln zu-
zuordnenden Therapieergebnissen wie der Befruchtungsrate der Eizellen.
Darauf beruhend ware in Follikeln mit daraus hervorgehender korrekt
befruchtbarer Eizelle eine hohere SHBG-Konzentration als in Follikeln ohne
solche zu erwarten. Auf der anderen Seite wurde eine tendenziell niedrigere
SHBG-Konzentration in groReren, sprich reiferen, Follikeln gefunden. Im

Gegensatz zu einer anderen Studie (Hatzi et al. 2011) war der Unterschied
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zwischen gréReren und kleineren Follikeln in der vorliegenden Studie allerdings
nicht statistisch signifikant. Auf den zweiten Blick konnten aul3erdem ab einer
bestimmten FollikelgroRe die SHBG-Spiegel nicht mehr mit der Follikelgroe
assoziiert sein, aber noch mit der Eizellkompetenz. Dennoch sollte an dieser
Stelle auf diese widerspriichliche Tendenz hingewiesen werden. Sollte in einer
solchen Studie wiederum kein Unterschied nachweisbar sein, konnte SHBG
weiterhin ein Pradiktor fir die genannten Therapieergebnisse wie die
Befruchtungsrate zwischen verschiedenen Patientinnen sein, aber nicht ein

Marker der Eizellkompetenz individueller Follikel.

4.2.5 Vergleich zwischen Nichtschwangeren und Schwangeren

Es bestand kein relevanter Unterschied der SHBG-Konzentration in der FF oder
im Serum zwischen Patientinnen, die im Verlauf eine Schwangerschaft
erreichten, und solchen, wo dies nicht der Fall war. Es besteht daher in der
vorliegenden Studie kein Hinweis darauf, dass die SHBG-Konzentration
pradiktiv fur einen Schwangerschaftseintritt im Rahmen einer IVF- bzw. ICSI-

Therapie ist.

Im Kapitel 4.2.4 wurde der SHBG-FF-Spiegel aufgrund seiner Assoziation mit
der Befruchtungsrate als Kandidat fur einen Biomarker der IVF- bzw. ICSI-
Therapieergebnisse vorgeschlagen. Seine Eignung wird dadurch limitiert, dass
seine Vorhersagefahigkeit in der vorliegenden Studie allerdings nicht so weit
reichte, als dass er den Eintritt einer Schwangerschaft hatte vorhersagen
kénnen. Dies konnte sich damit erklaren lassen, dass im Vergleich zur
Befruchtungsrate die Erzielung einer Schwangerschaft von noch zahlreicheren
Faktoren neben der Eizellqualitat abhangt, wie z. B. der Rezeptivitat des
Endometriums (Sonntag 2020a). Generell kdnnte angesichts der Komplexitat
der zahlreichen die Follikel- und Eizellreifung beeinflussenden Prozesse ein
einzelner Biomarker ggf. nicht ausreichen (Chen et al. 2016). Eine Kombination
von mehreren Markern konnte ein grof3eres Potential zur Pradiktion der besten
Eizellen bzw. guter Therapieergebnisse der assistierten Reproduktion haben
(Benkhalifa et al. 2015), und SHBG kénnte einen Teil eines solchen Profils

darstellen.

116



Bisherige Studienergebnisse waren bezuglich der Existenz einer Assoziation
der SHBG-Konzentration in der FF und einem Schwangerschaftseintritt wider-
spruchlich. Zum einen waren in zwei Studien die SHBG-FF-Spiegel signifikant
hoéher bei Patientinnen, die spater schwanger wurden (Lin und Sun 2005; Yding
Andersen 1990). Der SHBG-FF-Spiegel war dabei um etwa ein Flnftel hoher
als bei Patientinnen ohne Schwangerschaft im Verlauf. Yding Andersen (1990)
konnte sogar noch einen signifikanten Unterschied der SHBG-FF-Spiegel
zwischen spater Schwangeren und Nichtschwangeren feststellen, wenn aus-
schlie3lich Follikel betrachtet wurden, aus denen Eizellen mit einsetzender
Furchungsteilung hervorgingen. Zudem war hier der Unterschied zwischen
Schwangeren und Nichtschwangeren speziell nur fur die FF-, und nicht die
Serumspiegel signifikant. Allerdings stellte eine nachfolgende Studie einen
signifikanten Unterschied der Serumspiegel fest (Yding Andersen et al. 1992b).
Und bei Lin und Sun (2005) bestand in derselben Studie neben dem Unter-
schied der FF- auch einer der Serumspiegel. Die von den Autoren vermuteten
physiologischen Hintergrinde der Studienergebnisse bezuglich der FF sind
zwar fraglich, doch es existiert eine alternative mogliche Erklarung. Die Autoren
hielten eine Inaktivierung von Estrogen- oder Androgenwirkung durch eine
Bindung an SHBG mit z. B. konsekutiver Verbesserung der Eizellqualitat fir die
mogliche Erklarung der hdheren SHBG-Spiegel bei im Verlauf Schwangeren
(Lin und Sun 2005; Yding Andersen 1990; Yding Andersen et al. 1992b). Auf
den ersten Blick konnte man meinen, dass SHBG wie im Serum auch in der FF
fur eine derartige Balancierung der Sexsteroidhormonspiegel zustandig ist
(Meriem et al. 2016). Doch in praovulatorischen Follikeln ist SHBG hochst-
wahrscheinlich durch die hohen Steroidhormonspiegel gesattigt (Ben-Rafael et
al. 1986; Campo et al. 1989; Yding Andersen 1991). Der SHBG-gebundene
Anteil des Estradiols wurde bisher zwischen 1,5 und 35 % geschatzt (Ben-
Rafael et al. 1986; Yding Andersen 1991; Yding Andersen et al. 1992a). Daher
scheinen solche passiven Funktionen dort nicht im Vordergrund zu stehen. Eine
aktivere Funktion mit Beeinflussung von Transkription und Hormoneffekten in
Zellen des Follikels Uber eine Membranbindung als Teil eines komplexen
Steroid-Signalsystems erscheint demgegenlber plausibler (Fortunati 1999;
Kahn et al. 2002; Rosner et al. 1992; Rosner et al. 1999; Rosner et al. 2010).
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Zum anderen entsprach das Studienergebnis zweier weiterer Studien jenem der
vorliegenden Studie. Sie zeigten keinen signifikanten Unterschied der SHBG-
FF- sowie -Serumkonzentration zwischen spater schwangeren und spater nicht
schwangeren Patientinnen (Hatzi et al. 2011; Phocas et al. 1995). In einer
weiteren Studie wurde nur die Serumkonzentration betrachtet und ebenfalls
keine Beziehung zum Therapieregebnis Schwangerschaft gefunden (Penrose
et al. 2013).

Die Vergleichbarkeit mit den angeflihrten Studien ist eingeschrankt, da grofteils
unterschiedliche Bedingungen vorlagen. So wurden verschiedene Follikelprofile
zur Analyse ausgewahlt. Yding Andersen (1990) untersuchte ausschlielich
Follikel mit enthaltener Eizelle, Lin und Sun (2005) poolten zwei Follikel von
beiden Ovarien und Phocas et al. (1995) verwendeten ausschlie3lich Follikel mit
enthaltener reifer Eizelle. Genauere Angaben zur Follikelgréfde wurden nicht
gemacht, doch anhand dessen ist von der Verwendung durchschnittlich
grolRerer Follikel als in der vorliegenden Studie auszugehen. Bei Hatzi et al.
(2011) wurden zwar ebenfalls FF-Proben von mehreren separierten und
darunter auch kleinen Follikeln verwendet, jedoch vermutlich mittelgrof3e Follikel
mit einem Durchmesser zwischen 13 und 17 mm von der Untersuchung aus-
geschlossen. Auch unterschieden sich die Studienpopulationen anhand der ein-
bezogenen Infertilitdtsursachen. Lin und Sun (2005) und Hatzi et al. (2011)
schlossen nur Patientinnen ein, die aufgrund tubarer Infertilitdt oder mannlichen
Faktoren behandelt wurden. Yding Andersen (1990) und Phocas et al. (1995)
machten hierzu keine Angaben. Die zur Behandlung angewandten Stimulations-
protokolle unterschieden sich ebenfalls. Z. B. wurde bei Lin und Sun (2005) und
Hatzi et al. (2011) ein long-Protokoll mit einem GnRH-Agonisten angewandt,
wahrend der Groldteil der Patientinnen der vorliegenden Studie ein short-
Protokoll mit einem GnRH-Antagonisten erhielt. Dartber hinaus wurde bei Yding
Andersen (1990) und Lin und Sun (2005) der Schwangerschaftseintritt bereits
durch einen positiven Schwangerschaftstest bzw. biochemisch definiert,
wahrend bei der vorliegenden Studie, Phocas et al. (1995) und Hatzi et al.
(2011) ein sonographischer Nachweis gefordert wurde. Da insbesondere in den
ersten Schwangerschaftswochen das Risiko eines Aborts am hdchsten ist (Tong
et al. 2008; Wang et al. 2003), konnte dieser Unterschied relevant sein. Immer-

hin wurde eine signifikante Assoziation mit dem SHBG-Spiegel in den beiden
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Studien festgestellt, bei denen die friher feststellbare biochemische
Schwangerschaft als Definition verwendet wurde. Allerdings wurde zumindest
fur die Studie von Yding Andersen (1990) berichtet, dass nur eine der 11
schwangeren Patientinnen nach der biochemischen keine klinische Schwanger-
schaft erreichte, was wiederum die Relevanz des Unterschieds zumindest fir

diese Studie eher gering erscheinen lasst.

Des Weiteren wurden bei Yding Andersen (1990), Phocas et al. (1995) und
Hatzi et al. (2011) unterschiedlich viele Follikel je Patientin verwendet, sodass
vermutet werden konnte, dass eine Ungleichgewichtung der Patientinnen statt-
fand und bei einer vorliegenden Zwischensubjektvariabilitat der SHBG-Spiegel
die Ergebnisse verzerrt haben konnte. Zudem erscheint die Zuverlassigkeit des
Ergebnisses der Studie von Phocas et al. (1995) dadurch zweifelhaft, dass sie
bei anderen Studienergebnissen eine den restlichen Studien widersprechende
Ausnahme darstellte (s. Kapitel 4.2.1.4).

Insgesamt ist die Studienlage noch schwach, und die Existenz einer Assoziation
zwischen SHBG-Konzentration in der FF und einem Schwangerschaftseintritt
im Zuge einer IVF- bzw. ICSI-Therapie noch nicht abschlieRend geklart. Zwei
Studien zeigen, dass diese unter zu jenen in der vorliegenden Studie differie-
renden Bedingungen mdglich sein koénnte. Eventuell kann die SHBG-FF-
Konzentration ausschlie8lich in Follikeln mit bestimmten Merkmalen aus-
schlieBlich fur Patientinnen mit bestimmten Infertilitdtsursachen und Therapie-

protokollen als Marker fur einen Schwangerschaftseintritt dienen.

Auch fanden sich keine Hinweise auf eine Assoziation der Streuung der SHBG-
Konzentration der Follikel einer Patientin mit einem Schwangerschaftseintritt.
Ursprunglich hatte man spekulieren kdnnen, dass vielleicht bei Patientinnen, die
keine Schwangerschaft erreichen, die bendtigten unterschiedlichen SHBG-
Spiegel in den individuellen Follikeln nicht so gut aufrechterhalten werden
kénnen, und daher eine geringere Streuung vorliegt. Oder umgekehrt, dass
vielleicht weniger gleichmaRige SHBG-Spiegel in den Follikeln vorliegen, weil
deren Konstanz weniger gut aufrechterhalten werden kann. Vergleichbare
Studien finden sich nicht. Ausgehend vom vorliegenden Studienergebnis

scheinen diese Uberlegungen jedoch nicht weiter verfolgenswert.
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4.2.6 Vergleich zwischen Patientinnen ohne und mit Lebendgeburt

Es bestand kein relevanter Unterschied der SHBG-Konzentration zwischen
Patientinnen, die im Verlauf eine Lebendgeburt erreichten, und solchen, wo dies
nicht der Fall war. Es besteht daher in der vorliegenden Studie kein Hinweis
darauf, dass die SHBG-Konzentration in der FF pradiktiv fur die Erzielung einer

Lebendgeburt im Rahmen einer IVF- bzw. ICSI-Therapie ist.

Angesichts des Fehlens einer Assoziation mit dem Schwangerschaftseintritt war
dies zu erwarten. Auf dem Weg zur Erreichung einer Lebendgeburt haben noch
vielzahligere Faktoren einen Einfluss, als zur Erreichung einer Schwanger-
schaft. Dies bedeutet, dass dafur eine Vorhersagbarkeit Uber denselben

Biomarker in der FF als geringer angenommen werden muss.

Es fanden sich keine Hinweise auf eine Assoziation der Streuung der SHBG-
Konzentration der Follikel einer Patientin mit dem Eintritt einer Lebendgeburt.
Wie fur den Schwangerschaftseintritt (s. Kapitel 4.2.5) erscheinen derartige
Uberlegungen nicht weiter ergriindenswert.

4.2.7 Alter

Es wurden keine Hinweise auf einen signifikanten Zusammenhang der SHBG-
Konzentration in FF oder Serum mit dem Alter der Patientinnen gefunden.
Insbesondere ist zu betonen, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den
Patientinnen unter 35 Jahren und den beiden alteren Gruppen gefunden wurde.
Denn ab etwa dem 35. Lebensjahr beginnt im Allgemeinen die Fertilitats-
abnahme mit Reduzierung der Ovarialfollikelzahl und Eizellqualitat (Li et al.
2021), und auch die Erfolgsrate von Therapien der assistierten Reproduktion
sinkt deutlich (Broekmans et al. 2009). Mdglicherweise spiegelt sich dies
generell nicht in der SHBG-Konzentration wieder. Es ist aber nicht auszu-
schlieflen, dass die per se eingeschrankte Infertilitat bei den — auch jungeren —
Patientinnen mit weiteren auRer mechanischen oder mannlichen Faktoren mit

dieser Betrachtung interferierte.

Es wurden keine anderen Studien bezlglich des Zusammenhangs der SHBG-
Konzentration in der FF, oder im Serum unter COS, mit dem Alter gefunden.

Auch wenn basierend auf Studien altersabhangige Veranderungen der SHBG-
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Serumspiegel vorgeschlagen wurden, fehlen hierzu noch immer ausreichende
robuste epidemiologische Daten (Aribas et al. 2021), insbesondere bei pra-
menopausalen Frauen. Dort ist die Studienlage noch widerspruchlich. Manche
Studien fanden wie die vorliegende Studie keine Altersabhangigkeit (Koskova
et al. 2009; Pasquali et al. 1997; Winters et al. 2014). Andere Studien fanden
auch explizit in der pramenopausalen Lebensphase eine Abhangigkeit vom Alter
(Cikim et al. 2004). Es ist anzunehmen, dass gefundene Altersabhangigkeiten
teilweise durch eine Abhangigkeit vom BMI erklart werden konnen (Cooper et
al. 2015; Maggio et al. 2008). Bei Frauen konnten U-férmige Muster der Alters-
abhangigkeit mit einem Nadir in der 6.-7. Lebensdekade modelliert werden
(Aribas et al. 2021; Maggio et al. 2008). Allerdings lagen die beobachteten
Mittelwerte der Altersgruppen 20-29, 30-39 und 40-49 Jahre auch hier nicht in
einer abnehmenden Reihenfolge, sondern erst die anhand von Regressions-
modellen geschatzten Mittelwerte nahmen graduell ab (Maggio et al. 2008). Im
Gegensatz dazu wurden in einer anderen Studie, passend zur Beobachtung
niedrigerer Spiegel bei jungeren unter pramenopausalen Frauen (Cikim et al.
2004), innerhalb dieser Altersspanne graduell zunehmende SHBG-Serumwerte
beobachtet (Handelsman et al. 2016). Dabei traten jedoch erst ab héherem Alter
ausgepragtere Veranderungen auf (Handelsman et al. 2016). Prinzipiell kdnnte
demnach eine Altersabhangigkeit bestehen, jedoch in der vorliegenden Studie
aufgrund der Begrenzung der Betrachtung auf die Altersspanne von 25-47
Jahren nicht gefunden worden sein. Schliel3lich wurde auch im Methodenblatt
des verwendeten Immunoassays erst ab 50 Jahren ein differierender Referenz-
bereich fur die SHBG-Serumspiegel ohne COS angegeben, wahrend fir 20-49-
jahrige Frauen ein gemeinsamer Referenzbereich angegeben wurde (Roche
Diagnostics 2018). Ohnehin sind die Daten nicht direkt vergleichbar, da die
angefuhrten Studien nicht unter COS-Bedingungen stattfanden. Die SHBG-
Serumspiegel verandern sich wahrend der COS im Vergleich zu unstimulierten
Zyklen (Dowsett et al. 1985; Fridstrom et al. 1999; Hatzi et al. 2011; Lin und Sun
2005; Odlind et al. 1982; Penrose et al. 2013; Phocas et al. 1995; Thuesen et
al. 2013; Yding Andersen 1990; Yding Andersen et al. 1992b; Zhai et al. 2021).
So kdnnte es sein, dass die COS zu einer Angleichung ggf. ohne COS beste-

hender altersabhangiger Unterschiede der SHBG-Serumspiegel gefuhrt hat.
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Auch fand sich kein signifikanter monotoner Zusammenhang zwischen der
Streuung der SHBG-Konzentration der Follikel einer Patientin mit dem Alter.
Ursprunglich hatte man spekulieren kdnnen, dass vielleicht bei Patientinnen im
fortgeschritteneren reproduktiven Alter die unterschiedlichen SHBG-Spiegel in
den individuellen Follikeln nicht mehr so gut aufrechterhalten werden kénnen,
und daher eine geringere Streuung vorliegt. Oder umgekehrt, dass vielleicht
weniger gleichmalige SHBG-Spiegel in den Follikeln vorliegen, weil deren
Konstanz weniger gut aufrechterhalten werden kann. Diese Uberlegungen
scheinen somit nicht primar weiter verfolgenswert. Allerdings hatte angesichts
des p-Werts von 0,086 eventuell bei einer groReren Fallzahl flr einen Unter-

schied zwischen zwei der Altersgruppen Signifikanz erreicht werden kénnen.

4.2.8 BMI

Es wurde eine statistisch signifikante, moderate negative monotone Beziehung
zwischen dem BMI der Patientin und der SHBG-Konzentration in der FF, aber
nicht im Serum, gefunden. Der SHBG-FF-Spiegel zeigte eine diese Beziehung
bestatigende graduelle Abnahme mit zunehmenden BMI in den BMI-Gruppen.
Die Unterschiede der BMI-Gruppen verfehlten allerdings die statistische
Signifikanz (p = 0,093). Es ist nicht auszuschliellen, dass die Korrelation
zwischen BMI und SHBG-Konzentration im Serum bei einer gréReren Fallzahl
auch noch Signifikanz hatte erreichen kdnnen, da der p-Wert 0,104 betrug.
Jedoch war diese Korrelation auch geringer als jene zwischen BMI und SHBG-

Konzentration in der FF.

Dies ist im Rahmen der vorliegenden Arbeit insbesondere deshalb interessant,
als dass sich Ubergewicht bekanntermalRen negativ auf die Fertilitat und die
Therapieergebnisse der assistierten Reproduktion auswirkt (Dag und Dilbaz
2015; Pasquali et al. 2003). Es erscheint somit in sich schllssig, dass in der
vorliegenden Studie die SHBG-Konzentration in der FF positiv mit einer Reihe
der betrachteten erfolgreichen IVF- und ICSI-Parameter korreliert, und negativ
mit dem BMI. Dies konnte ein Anhaltspunkt dafur sein, dass der SHBG-Spiegel
einen pathophysiologischen Einfluss auf die Follikel- bzw. Eizellqualitat besitzt,
und — zumindest anteilig — den negativen Effekt von Ubergewicht darauf

vermittelt. Es muss allerdings betont werden, dass es sich bei dieser Uber-
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legung um einen indirekten Ruckschluss handelt. Es ist moglich, dass die
SHBG-Konzentrationsveranderung blof3 ein Epiphanomen eines erhdhten BMI
darstellt, und daher nur indirekt mit den in Kapitel 4.2.4 genannten IVF- und
ICSI-Parametern assoziiert ist. Darauf weist die vorliegende Pilotstudie jedoch
nicht hin, denn hier korrelierte der SHBG-FF-Spiegel signifikant moderat mit den
IVF- und ICSI-Parametern, wahrend der BMI damit nur eine nicht signifikante,

schwache Korrelation aufwies (s. Anhang, Tabelle A und B).

Bereits in einer friheren Studie wurde von einer wesentlichen Erniedrigung der
SHBG-FF-Spiegel mit steigendem BMI berichtet (Robker et al. 2009). Auch dort
wurde eine moderate negative signifikante Korrelation festgestellt (r=-0,41, p =
0,001). In dieser Studie war pro Patientin statt mehreren nur ein Follikel, meist
der als erstes punktierte, und keine Blutprobe untersucht worden. PCOS-
Patientinnen waren ausgeschlossen worden. Trotz dieser differierenden
Bedingungen bestatigen die Studienergebnisse jene der einzigen diesbezlglich
gefundenen bisherigen Studie. Wie grol3teils in der vorliegenden Studie war ein
GnRH-Antagonisten-Protokoll angewandt worden, sodass diese Aussage
vorrangig fur eine Therapie unter diesem Stimulationsprotokoll getroffen werden

kann.

Eigentlich erschien es zu erwarten zu sein, dass ebenfalls eine signifikante
negative Assoziation des SHBG-Serumspiegels mit dem BMI gefunden wirde.
In der Literatur finden sich vielfach Berichte Uber negative Assoziationen des
SHBG-Serumspiegels mit zur Beschreibung von Ubergewicht verwendeten
Parametern. Auch explizit fir die betrachtete Patientinnengruppe der pra-
menopausalen Frauen wurde Uber eine Assoziation mit dem BMI berichtet (Akin
et al. 2008; Maggio et al. 2008; Pasquali et al. 1997; Pedersen et al. 1995),
sowie mit dem Gesamtkorperfett (Azrad et al. 2012; Hajamor et al. 2003;
Pedersen et al. 1995; Tchernof et al. 1999; Zumoff 1988). Insbesondere scheint
die SHBG-Konzentration im Serum mit einer zentralen Adipositas, d. h. einer
abdominalen Fettverteilung, assoziiert zu sein. So konnten fur pramenopausale
Frauen abnehmende SHBG-Serumspiegel bei zunehmendem Taille-HUft-
Verhaltnis festgestellt werden (Cikim et al. 2004; Evans et al. 1983; Hauner et
al. 1988; Pasquali et al. 1990; Pasquali et al. 1997), sowie mit hdherem Taillen-

umfang (Akin et al. 2008). Eine erhdhte Menge an subkutanem abdominellem
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und intraabdominellem Fettgewebe war bei pramenopausalen Frauen mit
erniedrigten SHBG-Serumspiegeln verbunden (Azrad et al. 2012; Evans et al.
1983; Hajamor et al. 2003; Pedersen et al. 1995; Tchernof et al. 1999), wobei
moderate bis starke inverse Korrelationen gefunden wurden. Die inversen
Assoziationen mit BMI und Taillenumfang fanden sich auch bei eine IVF
bendtigenden Frauen (Dumesic et al. 2007), sogar bei der speziellen Subgruppe
der PCOS-Patientinnen, wo die SHBG-Konzentration bereits aufgrund des
PCOS erniedrigt ist (Luo et al. 2020; Niu et al. 2014; Pasquali und Casimirri
1993), und auch bei Kindern, postmenopausalen Frauen und Mannern (Selva
et al. 2007; Simd et al. 2015), und sogar bei normalgewichtigen Personen
(Thaler et al. 2015). Allgemein scheint die Menge an Leberfett noch starkeren
Einfluss auf die SHBG-Serumspiegel zu haben als das Gesamtkorperfett oder
abdominelle Fett (Simo et al. 2015; Stefan et al. 2009). Es wurde gezeigt, dass
die SHBG mRNA in Leberproben und darauf basierend auch das SHBG im
Serum von der Hohe der hepatischen Triglyzerid-Konzentration abhangen
(Winters et al. 2014). Diese Beobachtungen sind stimmig mit der biologischen
Erklarung, die fur die Assoziation einer SHBG-Spiegelsenkung mit dem
metabolischen Snydrom und einem erhéhten Diabetesrisiko herangezogen
wurde. Eine durch Monosaccharide wie Glucose oder Fructose induzierte
hepatische Lipogenese in den Hepatozyten senkt die Spiegel des
Transkriptionsfaktors HNF-4a (Pugeat et al. 2010; Selva et al. 2007; Thaler et
al. 2015). Da HNF-4a am Promotor des SHBG-Gens hauptverantwortlich fur die
Verstarkung der SHBG-Transkription ist, flhrt dies in der Folge auch zu einer
reduzierten SHBG-Expression (Pugeat et al. 2010). Lange wurde Insulin eine
Hauptrolle bei der SHBG-Regulation zugeschrieben, jedoch sprechen neuere
Forschungsergebnisse gegen eine direkte derartige Wirkung (Simé et al. 2015;
Zhai et al. 2021). Stattdessen scheinen weitere Nahrungskomponenten und
Zytokine wie das aus Fettgewebe sezernierte Adiponectin relevant zu sein
(Simo et al. 2015). Im Hinblick auf Fertilitatseinschrankungen wurde SHBG als
verbindendes Glied zwischen metabolischen und reproduktiven Prozessen vor-
geschlagen (Meriem et al. 2016). Fir einen erniedrigten SHBG-Serumspiegel
wurde bereits spekuliert, dass er, ggf. in Verknlpfung mit einem funktionellen
Hyperandrogenismus, einen Teil der zu im Rahmen von Ubergewicht

auftretenden Verschlechterung der IVF- bzw. [CSI-Therapieergebnisse
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fuhrenden Faktoren darstellen konnte (Pasquali et al. 2003). Insgesamt erschien
aufgrund der vorherigen Studienergebnisse eine signifikante negative Assozia-
tion des BMI mit dem SHBG-Serumspiegel auch in der vorliegenden Studie zu
erwarten zu sein. Zu deren Fehlen kdnnte beigetragen haben, dass SHBG im
Serum tatsachlich, im Gegensatz zu mit dem Leberfett, mit dem BMI nur eine
indirekte Assoziation aufweist. Wie oben erwahnt, konnte das Nichterreichen
der Signifikanz aber auch schlichtweg an einer zu geringen Fallzahl gelegen
haben. Generell ist zu betonen, dass die in diesem Absatz angefuhrten Studien-
ergebnisse allerdings nicht unter COS-Bedingungen erzielt wurden, welche
jedoch in der vorliegenden Studie bestanden. Eine Uberlagerung des BMI-
bedingten Effektes durch Effekte der COS kann nicht ausgeschlossen werden
als Ursache dafur, dass in der vorliegenden Studie die Korrelation des SHBG-
Serumspiegels mit dem BMI die Signifikanz verfehlte. Allerdings zeigte sich die
genannte Assoziation mit dem BMI auch unter Schwangerschaftsbedingungen
(Xargay-Torrent et al. 2018). Auch wenn es eine vereinfachte Sichtweise ist,
sind diese eventuell mit der Situation wahrend der COS vergleichbar, da es hier
in ahnlicher Weise zu einem Anstieg der SHBG-Serumspiegel kommt (Kamberi
et al. 1988; Lin und Sun 2005; Odlind et al. 1982; Pearlman et al. 1967; Phocas
et al. 1995). Aus diesem Grund erscheint eigentlich auch unter COS-
Bedingungen eine Assoziation der SHBG-Serumspiegel mit dem BMI wahr-

scheinlich.

Da in der vorliegenden Studie die SHBG-Konzentration in der FF starker invers
mit dem BMI korrelierte als jene im Serum, kann spekuliert werden, dass
zusatzliche Effekte neben den furs Serum bekannten pathophysiologischen
Mechanismen auftreten. Z. B. konnte Ubergewicht (iber noch unbekannte
Mechanismen zu einer geringeren Transsudation von SHBG in die Ovarial-

follikel oder zu einer geringeren intrafollikularen SHBG-Produktion flhren.

Des Weiteren fand sich kein signifikanter monotoner Zusammenhang zwischen
der Streuung der SHBG-Konzentration der Follikel einer Patientin mit dem BMI.
Ursprunglich hatte man spekulieren kdnnen, dass vielleicht bei Patientinnen mit
Ubergewicht die unterschiedlichen SHBG-Spiegel in den individuellen Follikeln
nicht so gut aufrechterhalten werden koénnen, und daher eine geringere

Streuung vorliegt. Oder umgekehrt, dass vielleicht weniger gleichmafige
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SHBG-Spiegel in den Follikeln vorliegen, weil deren Konstanz weniger gut
aufrechterhalten werden kann. Diese Uberlegungen scheinen somit nicht weiter

verfolgenswert.
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5 Zusammenfassung

5.1 Deutsche Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten hat sich die Idee gefestigt, dass Biomarker in der
Ovarialfollikelflussigkeit Therapieergebnisse der In-vitro-Fertilisation (IVF) bzw.
Intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI) hervorsagen kénnen. Das
Sexualhormon-bindende-Globulin (SHBG) kdnnte ein Kandidat sein, da eine
Rolle in der lokalen Regulation der ovariellen Funktion vermutet wird.

Ziel dieser Arbeit war die Hypothesengenerierung Uber die Zusammenhange
der SHBG-Follikelflissigkeitskonzentration mit den Follikelmerkmalen Eizell-
gewinn und FollikelgroRe, IVF- und ICSI-Parametern wie Follikel- und Eizell-
anzahlen, Befruchtungsrate, Schwangerschafts- und Lebendgeburtseintritt,
sowie den soziodemographischen und klinischen Parametern Alter und Body-
Mass-Index (BMI). Zum Vergleich sollten diese Zusammenhange auch mit der
SHBG-Serumkonzentration am Tag der Follikelpunktion betrachtet werden. Des
Weiteren sollte untersucht werden, ob die Streuung der SHBG-Konzentrationen
der Follikel einer Patientin mit einem Teil der genannten Parameter zusammen-
hangt.

Es wurde eine prospektive, explorative Kohortenstudie am Reproduktions-
medizinischen Kompetenzzentrum Marburg durchgefihrt. Insgesamt 327
Follikelflussigkeitsproben von einzeln separierten Follikeln von 54 Patientinnen
mit IVF- bzw. ICSI-Therapie wurden analysiert. Die statistische Auswertung
erfolgte orientierend, ohne Adjustierung fur multiples Testen.

SHBG war in der Follikelflissigkeit signifikant niedriger konzentriert als im
Serum. Es scheint eine teilweise Passagehemmung in den Follikel zu bestehen.
Die SHBG-Konzentrationen in Follikelflissigkeit und Serum korrelierten
signifikant stark positiv. Dies spricht dafur, dass das SHBG in der Follikel-
flissigkeit grofRteils aus dem Blutstrom stammt, wahrend die intrafollikulare
SHBG-Synthese einen geringeren Einfluss auf den Follikelflissigkeitsspiegel
hat.

Es bestand kein wesentlicher Unterschied der SHBG-Konzentration zwischen
Follikeln ohne gewonnene und mit gewonnener Eizelle. Somit wurde kein

Hinweis darauf gefunden, dass SHBG eine relevante Rolle bei der Ablésung
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des Cumulus-Eizell-Komplexes von der Follikelwand spielt. In kleinen (< 16 mm)
Follikeln war die SHBG-Konzentration hdher als in gro3en (= 16 mm) Follikeln.
Der Unterschied verfehlte knapp die statistische Signifikanz (p = 0,055).
Interessanterweise korrelierte der SHBG-Follikelflissigkeitsspiegel mit einer
Reihe von IVF- und ICSI-Parametern signifikant moderat positiv: der Anzahl der
punktierten Follikel, der gewonnenen und der reifen Eizellen, die Rate der reifen
Eizellen, der Anzahl der korrekt befruchteten Eizellen und der Befruchtungsrate.
Der Serumspiegel korrelierte ausschlie3lich mit der Befruchtungsrate geringer
und nicht signifikant, sodass fir diese speziell der Follikelflissigkeitsspiegel
pradiktiv sein kénnte. Daher sollte SHBG in der FF als Kandidat fur einen Bio-
marker erfolgreicher IVF- bzw. ICSI-Therapieergebnisse angesehen werden.
Allerdings reichte seine Vorhersagefahigkeit in der vorliegenden Studie nicht so
weit, als dass er ein relevanter Unterschied der Spiegel zwischen Patientinnen
ohne und mit Schwangerschafts- bzw. Lebendgeburtseintritt gefunden worden
ware. Zwei bisherige Studien berichteten hingegen signifikant hhere SHBG-
Follikelflussigkeitsspiegel bei spater Schwangeren. Eventuell existiert diese
Assoziation nur fur eine bestimmte Konstellation von Follikelprofilen, Infertilitats-
ursachen und Therapieprotokollen.

Die SHBG-Konzentration korrelierte nicht signifikant mit dem Alter. Es ist zu
beachten, dass die Betrachtung auf eine Altersspanne zwischen 25 und 47
Jahren begrenzt war. Zwischen SHBG-Follikelflissigkeitsspiegel und BMI
wurde eine signifikante, moderate negative Beziehung festgestellt. Dies ist
interessant, da sich Ubergewicht negativ auf Fertilitdt und IVF- bzw. ICSI-
Therapieergebnisse auswirkt. Das Vorliegen einer negativen Korrelation mit
dem BMI und einer positiven Korrelation mit einer Reihe erfolgreicher Therapie-
parameter erscheint daher in sich schlUssig.

Fur keinen der betrachteten Parameter wurde eine Assoziation mit der Streuung
der SHBG-Konzentration der Follikel der Patientin gefunden.

Die Studienergebnisse tragen ein Teil zum Mosaik der Erkenntnisse uber
Follikelflissigkeitsinhaltsstoffe und deren Assoziationen mit diversen
Parametern bei. Letztendlich sind zur Bestatigung auch der signifikanten
Studienergebnisse weitere Studien notwendig, bei denen mit Hilfe der
schlieRenden Statistik Aussagen Uber die Grundgesamtheit getroffen werden
darfen.
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5.2 Englische Zusammenfassung (Summary)

Over the last decades the idea has been established that biomarkers in the
ovarian follicular fluid can predict in vitro fertilisation (IVF) and intracytoplasmic
sperm injection (ICSI) outcomes. Sex hormone-binding globulin (SHBG) could
be a candidate, as an important role in the local regulation of ovarian function is
presumed.

The aim of this thesis was to generate hypotheses about the relationships
between the follicular fluid SHBG concentration and the follicle characteristics
oocyte retrieval and follicle size, IVF and ICSI parameters like follicle and oocyte
counts, fertilisation rate, the occurrence of a pregnancy or live birth, and the
sociodemographic and clinical parameters age and body mass index (BMI). For
comparison, these relationships should also be examined with the serum SHBG
concentration on oocyte retrieval day. Moreover, it should be examined whether
the dispersion of the SHBG concentrations of the follicles from a patient is
associated with some of those parameters.

A prospective, explorative cohort study was carried out at the competence
centre of reproductive medicine in Marburg. A total of 327 follicular fluid samples
of individually separated follicles from 54 patients undergoing IVF or ICSI
treatment was analysed. Statistical analysis was orientative, without adjustment
for multiple testing.

SHBG was significantly lower concentrated in follicular fluid than in serum. Its
passage into the follicle seems to be partially inhibited. The SHBG
concentrations in follicular fluid and serum correlated significantly and strongly
positively. This indicates that SHBG in follicular fluid largely derives from the
bloodstream, while intrafollicular SHBG synthesis has a lesser impact on the
follicular fluid level.

No marked difference of the SHBG level between follicles without and with
retrieved oocyte was found. Thus, there was no indication that SHBG plays a
relevant role in the process of cumulus-oocyte complex detachment. In small
(< 16 mm) follicles, the SHBG concentration was higher than in large (= 16 mm)
follicles. The difference narrowly missed statistical significance (p = 0,055).
Interestingly, the follicular fluid SHBG level showed a significant moderate

positive correlation with several of the IVF and ICSI parameters: the number of
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punctured follicles, of retrieved and of mature oocytes, the rate of mature
oocytes, the number of correctly fertilised oocytes and the fertilisation rate.
Solely with the fertilisation rate, the serum SHBG level showed a lower and not
significant correlation. Thus, the follicular fluid level in particular could be
predictive of it. Therefore, SHBG in follicular fluid should be considered as a
candidate for a biomarker of successful IVF and ICSI treatment outcomes.
However, its predictive ability did not reach as far as the occurrence of
pregnancy or live birth. No relevant difference of the SHBG levels between
patients without and with pregnancy, or live birth, was observed. Conversely,
two previous studies reported signifcantly higher follicular fluid SHBG levels in
women who subsequently conceived. This association may exist solely for a
particular constellation of follicle profiles, causes of infertility and treatment
protocols.

The SHBG level did not correlate with age. It should be noted that the
examination was limited to an age span from 25 to 47 years. A significant
moderate negative correlation between follicular fluid SHBG level and BMI was
found. This is interesting, as overweight negatively impacts fertility and IVF and
ICSI treatment outcomes. The existence of a negative correlation with BMI and
a positive correlation with several successful treatment parameters seems to be
consistent.

None of the examined parameters showed an association with the dispersion of
the SHBG concentrations of the follicles from the patient.

The study results contribute a piece to the mosaic of the knowledge about
follicular fluid constituents and their association with various parameters.
Eventually, to confirm the study results including the significant ones, further
studies that allow to make statements about the population using inferential

statistics are needed.
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7 Anhang

7.1 Tabellen

Tabelle A:  Zusammenhang zwischen der SHBG-Konzentration in der FF
sowie BMI und Parametern der punktierten Follikel und
gewonnenen Eizellen

SHBG-Konzentration BMI / kg/m?
in der FF / nmol/l

Anzahl punktierter Follikel2 p 0,320* 0,210
p 0,020 0,131
Anzahl gewonnener Eizellen p 0,339* 0,115
p 0,012 0,409
Rate gewonnener Eizellen@ p 0,193 -0,052
p 0,167 0,711
Anzahl reifer Eizellen p 0,401 0,081
p 0,003 0,559
Anteil reifer Eizellen @ p 0,192 -0,079
p 0,169 0,576
Rate reifer Eizellen @ p 0,298* -0,143
p 0,030 0,309

Anmerkungen:

p = Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans Rho)
*p<0,05

an=53
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Tabelle B:  Zusammenhang zwischen SHBG-Konzentration in der FF sowie

BMI und Parametern der behandelten Eizellen

SHBG-Konzentration ~ BMI / kg/m?
in der FF / nmol/l
Anzahl korrekt p 0,415* 0,028
befruchteter Eizellen p 0,002 0,840
Gesamt- p 0,291* -0,151
Befruchtungsrate 2 p 0,038 0,290
ICSI-Befruchtungsrate® p 0,326* -0,191
p 0,027 0,203
IVF-Befruchtungsrate °© p 0,463 0,217
p 0,130 0,499

Anmerkungen:

p = Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (Spearmans Rho)

*p<0,05
an=51
bn =46
‘n=12
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7.2 Dokumentationsbogen

Dokumentation Follikelpunktion:

Fallnr.:
Datum:

Seite  Probe Roéhrchen Follikel: MP  FM  EZ

Etikett

Aussehen

nicht verwertbar

Indikation:

Frau
Mann

DM [mm]

Menge [ml]

001(Pat)001(Follikel)001(Aliquot)|

klar

triib

blutig

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Follikelzahl:
Punktionsdauer:
Anzahl der EZ:
Gesamtmenge (ml):
Besonderheiten:

EZ: Eizelle/ MP: Mischpunktat/ FM: Flushing Medium/ DM: Durchmesser
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