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LH Luteinisierendes Hormon

m?2 Quadratmeter

mL Milliliter

mm Millimeter

mg Mikrogramm
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nm Nanometer
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TGF-a Transforming Growth factor a
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4 Einleitung

4.1 Aktueller Bezug des Themas

Ein unerfillter Kinderwunsch wird oft zu einer sehr belastenden Situation fur ein Paar
(Holthausen-Markou/ Schippert 2016). Immer mehr Paare fanden sich in Deutschland in
den letzten Jahren ungewollt in dieser Lage wieder. So wird angenommen, dass in
Deutschland in rund 12-15 % der Ehen, eine ungewollte Kinderlosigkeit vorliegt (Valet/
Ziller 2021). Dementsprechend gewannen die Assistierten Reproduktionstechnologien
(ART) in den letzten Jahrzehnten immer mehr an Bedeutung. Die Zahlen des Deutschen
IVF-Register beweisen dies eindrticklich. So wurden in den Jahren 2019 und 2020 in
Deutschland 340.053 Kinder nach einem In-vitro-Fertilisationszyklus geboren (D-I-R
2021). Fur das Jahr 2017 kann beispielsweise davon ausgegangen werden, dass durch-
schnittlich in jeder deutschen Schulklasse ein Kind sal3, dessen Eltern eine kiinstliche
Befruchtung in Anspruch genommen haben (D-I-R 2019).
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Abbildung 1: Anzahl der Follikelpunktionen 1982-2018, D-I-R 2019

Abbildung 1 zeigt, dass die Zahl der Follikelpunktionen, sei es fur In-vitro-Fertilisation
(IVF) oder Intrazytoplasmatische-Spermieninjektion (ICSI), in den letzten Jahrzehnten in
Deutschland stark gestiegen ist. Auffallend ist jedoch ein sprungartiger Rickgang der
Punktionen zwischen den Jahren 2003 und 2004 um rund 47 % von 80.434 auf 37.633

Punktionen (D-I-R 2005). Dieser Abfall fallt zeitlich mit dem Gesundheitsmodernisie-
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rungs-Gesetz zusammen. Durch Inkrafttreten des Gesetzes mussten Paare unter ande-
rem die Halfte der IVF-Behandlungskosten selbst Ubernehmen, was als mdglichen
Grund fur den Riickgang betrachtet wird (Arzte Zeitung 2006).

Die Frage nach den Grinden fir eine ungewollte Kinderlosigkeit stellt sich vielféltig dar.
So verschaob sich das Alter der Frauen, indem sie Kinder zur Welt bringen, in den letzten
Jahrzehnten immer weiter nach hinten. Dies ist unter anderem durch langere Ausbil-
dungszeiten, aber auch vermehrte Berufstéatigkeit der Frauen zu erklaren (Weyerstahl/
Stauber 2013). Wahrend das Durchschnittsalter der Mutter bei der Geburt ihres ersten
Kindes im Jahr 2010 noch bei 29,0 Jahren lag, stieg es im Jahr 2020 auf 30,2 Jahre an
(Statistisches Bundesamt 2022). Aul3erdem ist auch das mittlere Alter der Frauen, die
eine kiunstliche Befruchtung durchfihren lassen, in den letzten Jahren stetig gestiegen
und liegt aktuell bei 35,6 Jahren. Zudem nimmt der Anteil an Patientinnen mit Gber 40
Jahren immer weiter zu (D-I-R 2021).

Problematischerweise stellt das Alter sowohl fiir das Eintreten einer natdrlichen Gravidi-
tat als auch fur die kinstliche Befruchtung einen sehr ungtinstigen Faktor dar. In der
nachfolgenden Abbildung wird deutlich, dass mit steigendem Alter die Wahrscheinlich-
keit einer klinischen Schwangerschaft und einer Geburt bezogen auf die Anzahl der
Transfers abfallt, unterdessen die Wahrscheinlichkeit fir einen Abort in Bezug auf die
klinische Schwangerschaft ansteigt (D-1-R 2021).

% | Klin. $5/Transfer (%) Aborte/Klin. 55 (%) Geburten/Transfer (%) +

100

0 o
[
<=24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44  >=45 Jahre

n 219 498 662 1.033 1.455 1984 2.520 2.840 3.384 3.584 3643 3.943 3953 3884 3.997 5714 2.237 1997 1402 930 578 464 ET

% 365 399 434 421 404 404 404 40,5 389 394 377 374 325 31,8 302 266 223 206 155 111 68 43 Klin. SS/ET
n 57 153 218 330 460 625 783 871 1.028 1.052 1.005 1.051 890 883 810 968 276 238 97 45 12 5 Geburten

Abbildung 2: Schwangerschaftsraten und Schwangerschaftsverlaufe in Abhangigkeit vom Alter der Frau 2019, D-I-R 2021

Fur das weitere Verstandnis ist auch die Unterscheidung zwischen Schwangerschafts-

rate und Geburtenrate wichtig. Wahrend die reine Schwangerschaftsrate pro Embryo-
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nentransfer nach Frischzyklen (im Anschluss an die Follikelpunktion ohne Kryokonser-
vierung) bei 31,9 % liegt, ist die Geburtenrate nach Frischtransfers mit 23,3 % niedriger.
In den letzten Jahren war zudem ein immer starker werdender Trend zum ,single embryo
transfer® zu beobachten. Da der Anteil an Frihgeburten unter Mehrlingsschwanger-
schaften erhoht ist, soll durch den Transfer von nur einem Embryo die Risiken und Be-
lastungen, die eine Frihgeburt fir Mutter und Kind mit sich bringen verringert, werden.
Allerdings muss auch festgehalten werden, dass die Schwangerschaftsrate bei Transfer
am Tag 5/6 dadurch von 48% (nach 2 Embryonen) auf 39% sinkt. Durch den ,single
embryo transfer gelang es allerdings, die Rate an Mehrlingsgeburten nach Frischzyklus
von 19,6 % (2018) auf 18,3 % (2019) zu senken (D-1-R 2021).

Die jungste und bedeutsame statistische Entwicklung stellt die seit 2018 mogliche ku-
mulative Darstellung der Behandlungsergebnisse dar. Demnach liegt die Wahrschein-
lichkeit, schwanger zu werden nach insgesamt 4 Zyklen mit Transfer, fur eine Frau bei
70 % (D-I-R 2021).

All diese aktuellen Zahlen und Fakten Uber das Thema kinstliche Befruchtung zeigen
die Wichtigkeit des Themas in unserer Gesellschaft. Dementsprechend ist es wesentlich,
auch in Zukunft weiter wissenschaftliche Forschung in diesem Gebiet zu betreiben, um

mdglichst vielen, ungewollt kinderlosen Paaren auch in Zukunft helfen zu kénnen.

4.2 Der weibliche Zyklus

Der weibliche Zyklus zahlt zu einem der komplexesten Vorgange im menschlichen Kor-
per. Er unterliegt einem streng geregelten hormonellen Kreislauf, der die Voraussetzung
fur die Bildung einer befruchtungsfahigen Eizelle, der Vorbereitung des Uterus fir die
Implantation der befruchteten Eizelle und damit dem Entstehen der Schwangerschaft
bildet (Kurtz et al. 2018). Sein Verstandnis ist essenziell, um auch die Vorgange der

kiinstlichen Befruchtung nachvollziehen zu kdnnen.



Einleitung

Ovulation %

400
= B |
o) |
= 300 |
— ‘
] |
T 200 !
= |
% 100 }
= [
I |
i {
| Follikel,
@ ‘ ‘ M @ G @ Corpus luteum

=
2 Follikelphase I Lutealphase 66
= | Py
Q8 1600 (— | Inhibin — =
- ! 80 2
— 1200 |— i | £
3 Ostradiol 60 s

800 )
£ 40 2
— [0)
= 400 20 8”
-c S
@ o
o
% 0
O 375

°C

37,0 ‘ |

36,5 | | I Muttermund-
weite

Zervixschleim

zyklische
Veranderung
des
Endometriums

Mensesblutung

0. L OLLLIGI

2 4 6 8 10 1214 16 18 20 22 24 26 28 Zyklustag

Abbildung 3: Menstruationszyklus der Frau, Quelle: Kurtz et al. 2018

Die obige Abbildung 3 stellt die Zusammenhange zwischen den fur den Menstruations-
zyklus relevanten Hormonen, dem Zeitpunkt der Blutung, der Temperatur und der Zer-
vix- und Endometriumentwicklung dar.

Wichtig ist hierbei zu beachten, dass der Menstruationszyklus in zwei Phasen unterteilt
werden kann. Zuerst erfolgt die Follikelphase, die durch die Reifung der Follikel gepragt
ist. Dann die Lutealphase, die entweder in eine Schwangerschaft oder andernfalls in die
Abbruchblutung mindet.

Als Beginn des Menstruationszyklus, an dem auch die Follikelphase beginnt, wird der
erste Tag der Regelblutung definiert. Wahrend dieses Vorganges, der circa ein bis vier
Tage dauert, kommt es zur AbstofRung der Funktionalis des Endometriums. Auf hormo-

neller Ebene ist dabei vor allem die pulsatile Freisetzung von Gonadotropin releasing
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hormone (GnRH) aus dem Hypothalamus wichtig. Dieses wiederum bedingt die Freiset-
zung der Gonadotropine (Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikelstimulierendes Hor-
mon (FSH)) aus der Hypophyse. Vor allem das Hormon FSH fordert die Follikelreifung.
Zu Beginn der friihen Follikelphase findet so die Selektion eines dominanten Follikels
(dem sogenannten Graaf-Follikel) und die Rickbildung der anderen Follikel statt. Die
heranreifenden Follikel produzieren im Verlauf sowohl das Hormon Ostradiol als auch
Inhibin. Hiermit wird wiederum durch einen negativen Rickkopplungsmechanismus die
FSH-Ausschittung gehemmt. Der Graaf-Follikel produziert wahrenddessen immer mehr
Ostradiol, welches furr den Aufbau der Funktionalis des Endometriums verantwortlich ist.
Deshalb wird dieser Abschnitt in Bezug auf das Endometrium auch Proliferationsphase
genannt (Weyerstahl/ Stauber 2013).

Etwa 24 Stunden vor der Ovulation fuhren die sehr hohen Ostradiolspiegel zu einem
kurzzeitigen Umschlagen der negativen in eine positive Rickkopplung. Das bedeutet,
dass es kurzfristig zu einer hohen Ausschittung an LH kommt, was verantwortlich fur
das Auslosen des Eisprungs ist. Dieser Vorgang findet ungefdhr am 14. Zyklustag statt
und markiert den Beginn der zweiten Phase des Zyklus, der Lutealphase (Kurtz et al.
2018). Circa 48 Stunden nach der Ovulation steigt durch das Progesteron auch die Ba-
saltemperatur der Frau um circa 0,2-0,5 °C an. Dieser Anstieg wird auch fiir die nattrli-
che Kontrazeption verwendet (Lasch/ Fillenberg 2017).

Durch den Ostrogeneinfluss weitet sich der Zervikalkanal und bildet mehr Schleim der
seine Konfiguration andert um fir Spermien passierbar zu werden. Das Endometrium
geht in die Sekretionsphase Uber, bei der die Durchblutung zunimmt und die Drisen
weiter einen glycogenhaltigen Schleim sezernieren (Kurtz et al. 2018).

Postovulatorisch kommt es durch nochmals steigende Ostrogen- und Inhibin-Werte zum
Abfall von LH und FSH (negative Riickkopplung). Der Follikel wandelt sich derweil in den
sogenannten Gelbkdrper um, der fir die Produktion von Progesteron verantwortlich ist.
Seinen Namen, der namensgebend fir die Lutealphase ist, tragt er aufgrund von grof3en
Lutealzellen mit hohem Lipoidgehalt, was ihn makroskopisch gelb erscheinen lasst
(Kurtz et al. 2018).

Alles ist nun bereit fiir die erfolgreiche Einnistung (Implantation), der befruchteten Eizelle
und dem Beginn der Schwangerschatft. Ist dies nicht der Fall, bildet sich der Gelbkdrper
langsam zum Corpus albicans zuriick und es kommt zu einem Progesteronentzug.
Dadurch verandert sich die Schleimhaut des Endometriums (z. B. Verschluss der Spi-
ralarterien und Ischamie), was wiederum die Abbruchblutung einleitet. Die Follikelphase
beginnt und der circa 28-tagige Zyklus kann erneut begonnen werden (Weyerstahl/ Stau-
ber 2013).
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4.3 Die kunstliche Befruchtung

Bevor bei einem Paar mit Kinderwunsch invasive MalBhahmen ergriffen werden, gibt es
eine Reihe von Mdglichkeiten, die - je nach Diagnhose - eventuell zuerst ausgeschopft
werden kénnen.

Am Anfang jeder Diagnostik steht immer eine ausfiihrliche Anamnese. Hier missen bei-
spielsweise Fragen nach der Dauer des unerfiilllten Kinderwunsches, zur Sozial-, Se-
xual- und Familienanamnese gestellt werden, um die Spontankonzeptionschancen des
Paares einschatzen zu konnen. Daraufhin folgt die weitere Diagnostik sowohl bei der
Frau (beispielsweise korperliche Untersuchung, Vaginalzytologie, Sonografie und even-
tuell inklusive Bestimmung des basalen Hormonstatus im Rahmen eines Zyklusmonito-
rings) als auch beim Mann (kérperliche Untersuchung, endokrinologische Hormonbe-
stimmung, Spermiogramm etc.) (Kaufmann et al. 2013).

Einige Ursachen fir einen unerfiillten Kinderwunsch kénnen oft wenig invasiv therapiert
werden. So kann beispielsweise eine ausbleibende Ovulation medikamentds mit ovari-
eller Stimulation und Ovulationsinduktion behandelt werden (Kaufmann et al. 2013).
Wenn z. B. eine geringgradige andrologische Subfertilitéat vorliegt, kann eine Intrauterine
Insemination (IUI) eine mdgliche Therapie darstellen. Hierbei wird das meist praparierte
(seminalplasmafreie) Ejakulat direkt in die Gebarmutter eingebracht. Doch die Erfolgs-
rate der Ul liegt im Durchschnitt bei nur 10 %. (Nawroth/ R6mer 2015).

4.3.1 Stimulationsprotokolle

Fallt nach abgeschlossener Diagnostik die Wahl auf eine invasive Fertilitdtsbehandlung
wie IVF oder ICSI, steht zu Beginn meist die ovarielle Stimulation.

Waéhrend im normalen weiblichen Zyklus unter endogenem Hormoneinfluss ein domi-
nanter Follikel heranreift, sollen bei der Stimulation fur die kinstliche Befruchtung meh-
rere Follikel heranreifen, um mehrere befruchtungsfahige Eizellen zu gewinnen (Griesin-
ger et al. 2019).

Dafir existieren unterschiedliche Protokolle, die verschiedene Vorgehensweisen bedeu-
ten. Allerdings zeigte sich in verschiedenen Studien, dass sich diese in Bezug auf die
Schwangerschaftsrate nur wenig unterscheiden (Griesinger et al. 2019).

Grundsatzlich soll bei der ovariellen Stimulation die vorzeitige Ovulation verhindert wer-
den, indem die LH-Freisetzung inhibiert wird. Klassischerweise wird dies mittels GnRH-
Antagonisten erreicht. Diese blockieren die Hypophyse und machen diese damit unemp-
findlich gegeniiber dem endogenen GnRH. Man kann hierfir sowohl Agonisten als auch
Antagonisten verwenden (Weyerstahl/ Stauber 2013). Die Agonisten bringen jedoch ei-

nen kurzfristigen sogenannten ,flair up“ mit sich, das heif3t, dass sie zuerst die Hormon-
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produktion der Hypophyse stimulieren und nach flinf bis sieben Tagen zu einer Hypogo-
nadotropie fuhrt. Die GnRH-Antagonisten hingegen haben den Vorteil, dass sie schneller
wirken und schon nach circa sechs Stunden zu einer Blockade der Hypophyse fihren.
Die verschiedenen Protokolle unterscheiden sich daher z. B. in ihrer Dauer, Flexibilitét
und ihrem Nebenwirkungsprofil (Wolff/ Stute 2013).

Durch diese Blockade kann gewdhrleistet werden, dass wahrend des Zyklus nicht nur
einer, sondern mehrere Follikel synchron heranreifen konnen (Weyerstahl/ Stauber
2013). Dies geschieht allerdings nur unter der zusatzlichen Gonadotropinstimulation.
Dafiir kbnnen FSH mit oder ohne LH und Humanes Menopausengonadotropin (HMG)
verwendet werden. In ihrer Effektivitdt unterscheiden sich die einzelnen Préaparate nur
gering. Nichtsdestotrotz muss auf manche Einzelheiten, wie z. B. die lokale Verfugbar-
keit, Preis oder das Ansprechen auf die Stimulation in vorherigen Zyklen geachtet wer-
den (Wolff/ Stute 2013).

Wahrend der hormonellen Stimulation ist es aul3erdem wichtig, gleichzeitig das Zyklus-
monitoring durchzufiihren. Das bedeutet, dass der Zyklus in regelmé&Rigen Abstanden
sowohl transvaginalsonografisch als auch laborchemisch (u.a. Seruméstradiol) Uber-
wacht wird. Dadurch kann einerseits der richtige Zeitpunkt fir das Auslésen des Ei-
sprungs ermittelt werden (lUber die GroRRe der Follikel) und andererseits das endokrine
Ansprechen auf die Therapie kontrolliert werden (Griesinger 2019).

Beendet wird der Stimulationsvorgang durch das Auslésen des Eisprungs, sobald der
Leitfollikel eine ungefahre GréRe von 20 mm erreicht. Hierflr wird meist urinares und
rekombinantes hCG (Humanes Choriongonadotropin) s.c. verwendet. Es sollte 35-36
Stunden vor der geplanten Follikelpunktion verabreicht werden (Wolff/ Stute 2013). Es
kann davon ausgegangen werden, dass bei Einhaltung dieses Ublichen Zeitfensters die

Anzahl an gewonnenen Eizellen besonders gut ausfallt. (Griesinger 2019).
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Abbildung 4: Schematischer Ablauf des IVF-Stimulationsprotokolls mit GnRH-Antagonisten, Quelle: Modifiziert nach
Wolff/ Stute 2013
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In Abbildung 4 ist eine schematische Darstellung des IVF-Stimulationsprotokolls darge-
stellt. Beispielhaft wurde ein Protokoll mit GhnRH-Antagonisten abgebildet. Der Beginn
der Gonadotropingabe erfolgt ungefahr am zweiten bis dritten Zyklustag. Wahrend des
gesamtem Stimulationvorganges werden regelmafig sowohl vaginalsonografische als
auch laborchemische Kontrollen (Monitoring) durchgefiihrt. Die vaginale Progesteron-
gabe wird als Lutealphasenunterstiitzung bezeichnet und sollte supportiv nach der Fol-
likelpunktion verabreicht werden. Hierdurch soll das Eintreten einer Corpus-Luteum-In-
suffizienz vermieden werden. Diese wirde durch die LH-Suppression bedingt und hatte
negative Folgen auf die Implantationsrate (Wolff/ Stute 2013).

4.3.2 In-vitro-Fertilisation (IVF)

Klassische Indikationen fiir eine IVF-Behandlung stellen unter anderem eine tubare Ste-
rilitét (beispielsweise nach einer Chlamydieninfektion) oder Endometriose dar (Nawroth/
Romer 2015).

Nachdem ein Stimulationsprotokoll wie oben beschrieben erfolgreich durchgefiihrt
wurde, sollte 35-36 Stunden nach der Ovulationsinduktion die transvaginale Punktion
der Follikel stattfinden. Diese erfolgt unter Ultraschallkontrolle und unterschiedlichen
Narkoseverfahren, meist mit einer 18-Gauge-Nadel (Wolff/ Stute 2013). Wichtig ist hier-
bei, die Temperatur der Follikelflissigkeit und damit der Eizellen méglichst nicht absin-
ken zu lassen, da diese sehr temperaturempfindlich reagieren. Als nachstes wird der
Cumulus-Eizell-Komplex (COC) beurteilt (Ebner/ Diedrich 2018). Dabei kommt es darauf
an, eine reife (sich in der Metaphase Il befindende) von einer unreifen Eizelle zu unter-
scheiden. Dies geschieht einerseits anhand von Beurteilung des Expansionsgrades der
Corona Radiata und andererseits der &uf3eren Cumuluszellmatrix (Veeck/ Rosenwaks
1999).

Das Ejakulat des Partners sollte im besten Falle zeitgleich abgegeben werden und wird
dann aufbereitet und untersucht. Dabei werden die Spermien vom Seminalplasma ge-

trennt und die motilen Spermatozoen konzentriert (Nawroth/ Romer 2015).

Im Falle einer IVF sollen mdglichst die natirlichen Prozesse der Befruchtung in vitro
nachempfunden werden. Das bedeutet, dass circa zwei bis drei Stunden nach der Punk-
tion die ausgewahlten COCs in der Kulturschale mit einer bestimmten Menge an Sper-
mien zusammengebracht und inkubiert werden. Zur Anzahl der Spermien existieren in
der Literatur unterschiedliche Angaben. Als Endkonzentration wird aber ungefahr eine
Konzentration von circa 50.000-150.000 Spermien pro Eizelle angestrebt (Ebner/ Died-
rich 2018).
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Am Tag nach der Punktion, circa 16-18 Stunden nach der Insemination, wird die Vor-

kernkontrolle vorgenommen, welche zeigt, ob der Befruchtungsprozess begonnen hat
(Kaufmann et al. 2013).

Abbildung 5: Menschliche Oozyte im Vorkernstadium, etwa 18 Stunden nach IVF, Quelle: Beyer et al.2011

Im Vorkernstadium (Abbildung 5) kann nach dem Punktescore nach Scott und Smith
(1998) eine Beurteilung erfolgen, die schon in diesem frilhen Stadium darauf hinweisen
kann, welche Eizelle sich zu einem qualitativ guten Embryo mit hoher Chance einer er-
folgreichen Implantation entwickeln kann. Wegweisend sind hierfir beispielsweise Merk-
male wie ein homogenes Zytoplasma und aneinandergelagerte Vorkerne (Kaufmann et
al. 2013).

Fur den Zeitpunkt des Embryonentransfers existieren verschiedene Herangehenswei-
sen. Fruher wurde der Transfer 48 Stunden nach In-vitro-Kultivierung durchgefiihrt (Keck
et al. 1997). In jungerer Vergangenheit wurde allerdings die Blastozystenselektion ent-
wickelt und erlangte immer mehr an Bedeutung. Hierbei handelt es sich um ein Verfah-
ren, bei dem die Embryonen funf Tage kultiviert werden, bis sie sich zum Blastozysten-
stadium entwickelt haben. Erst dann findet der Embryonentransfer statt. Wahrend der
Kultivierung gelangen im Durchschnitt nur drei bis vier von zehn imprégnierten Eizellen

in das Blastozystenstadium (s. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Expandierte Blastozyste (Tag 5 nach ICSI mit deutlich sichtbarer innerer Zellmasse). Quelle: Al-Hasani/
Diedrich 2019

Besonders erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang die Bewertung des Zytoplas-
mas und das Vorhandensein von Vorkernen, welches im Vorkernstadium (2 PN) statt-
findet (Al-Hasani/ Diedrich 2019). Dieses Stadium schlief3t sich an das Meiose |- und
Meiose II- Stadium an (Sonntag 2018). Laut des deutschen Embryonenschutzgesetzes
ist eine maximale Ubertragung von drei Embryonen wahrend einer ART-Behandlung er-
laubt (Ziller 2017). Alle Embryonen im Vorkernstadium, die nicht verwendet werden kon-
nen, werden somit entweder kryokonserviert oder verworfen (Al-Hasani/ Diedrich 2019).
Sobald es dann zum Embryonentransfer kommt, werden die zu transferierenden Emb-
ryonen mit einem Katheter transvaginal und transzervikal tber den inneren Muttermund
hinweg in die Gebarmutter eingebracht. Dabei sollte darauf geachtet werden, mit der
Spitze des Katheters nicht zu weit in Richtung der Tuben vorzudringen, um eine Extra-
uteringraviditéat zu verhindern (Keck et al. 1997).

Als weiteren wichtigen unterstiitzenden Punkt in der IVF-Behandlung ist der Lutealpha-
sensupport zu nennen. Bei einer normalen Schwangerschatft bildet sich nach dem Ei-
sprung aus dem verbleibenden Follikel der sogenannte Gelbkérper (Corpus luteum) aus.
Dieser ist fur die frihe Produktion von Progesteron zusténdig, welches wiederum im En-
dometrium flr sekretorische Umbauprozesse sorgt. So werden die bestmdglichen Vo-
raussetzungen fur die Einnistung und Entwicklung des Embryos gewahrleistet (Lasch/
Fillenberg 2017). Wenn allerdings die ovarielle Stimulation, wie im Falle der IVF-
Behandlung, durch externe Hormongabe erfolgt, besteht eine relative Gelbkdrperinsuffi-
zienz. Dies bedeutet, dass die Unterstiitzung, die der Gelbkorper eigentlich leisten sollte,
nach IVF/ICSI nicht gewahrleistet werden kann. Folglich ist eine Unterstutzung der
Lutealphase von aufRen notwendig (Keck 2014). Von der wiederholten hCG-Gabe wird
heutzutage Abstand genommen, da diese das Risiko fur eine Uberstimulation begiins-
tigt. Ublicherweise wird zur Unterstiitzung eine intravaginale Progesterongabe (z.B. als
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Gel) bis zum Vorliegen eines positiven Schwangerschaftstests empfohlen (Sonntag
2018).

4.3.3 Intrazytoplasmatische-Spermieninjektion (ICSI)

Neben der klassischen IVF-Therapie existiert noch eine weitere Behandlungsméglich-
keit, die mittlerweile einen Grof3teil der ART-Behandlungen ausmacht. Hierbei handelt
es sich um die Intrazytoplasmatische-Spermieninjektion (ICSI). Im Jahr 2020 folgten auf
44.336 der insgesamt 111.752 plausiblen Zyklen eine ICSI-Behandlung (18.724 IVF-
Behandlungen, 32.945 Kryokonservierungen) (D-I-R 2021).

Eine ICSI-Behandlung ist beispielsweise dann indiziert, wenn eine schwerer andrologi-
scher Subfertilitat vorliegt oder auch bei fehlendem Erfolg der konventionellen IVF-
Behandlung (Gétje et al. 2011).

Ein Sonderfall stellt die Azoospermie dar, bei der keine Spermien im Ejakulat zu finden
sind. Dann ist es moglich, Spermien entweder aus dem Nebenhoden
(MESA=microsurgical sperm extraction) zu aspirieren oder direkt aus dem Hoden
(TSE=testicular sperm extraction) zu extrahieren (Weyerstahl/ Stauber 2013).

Der im Kapitel ,4.3.2 In-vitro-Fertilisation* beschriebene Vorgang stellt sich bis zu dem
Zeitpunkt, an dem die durch die Punktion gewonnene Eizelle und das Sperma zusam-
mengebracht werden, identisch dar. Im Unterschied zur IVF-Behandlung wird das ein-
zelne Spermium dann dahingegen direkt mittels einer Glasnadel in die Eizelle injiziert
(Ebner/ Diedrich 2018) (s. Abbildung 7).

Abbildung 7: Intrazytoplasmatische Spermieninjektion mit deutlich sichtbarem Einstichtrichter. Das immobilisierte Sper-
mium befindet sich noch in der ICSI-Pipette. Quelle: Ebner/ Diedrich 2018.

Der weitere Ablauf unterscheidet sich dann nicht mehr von einer konventionellen IVF-
Behandlung. Die Entscheidung, welches Verfahren in jeweiligen Fall besser geeignet ist,
kann somit erst im Labor und nach Beurteilung der Spermien getroffen werden (Ebner/
Diedrich 2018).

Im Zweifelsfall ist es auch mdglich, IVF und ICSI in einem Zyklus gleichzeitig anzuwen-
den. Dies war beispielsweise 2020 bei 1.471 von insgesamt 111.752 plausiblen Zyklen
der Fall (D-1-R 2021).
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4.3.4 In-vitro-Maturation (IVM), Kryokonservierung und Natural Cycle

Im Folgenden werden drei weitere wichtige Behandlungsformen bzw. Behandlungsab-
lAufe, die im Rahmen der ART angewandt werden kénnen, beschrieben.

Bei der IVM wird nur eine kurze, niedrig dosierte oder gar keine ovarielle Stimulation
vorgenommen. Nachdem die Eizellen im unreifen Zustand punktiert wurden, werden
diese in vitro maturiert (Reifung) und dann spater wieder in eine IVF- oder ICSI- Behand-
lung Uberfiihrt (Strowitzki et al. 2018). Diese Behandlungstechnik kann bei Patientinnen
angewendet werden, die durch die ovarielle Stimulation ein erhohtes Risiko fur ein Uber-
stimulationssyndrom vorweisen. Dies kénnen beispielsweise Patientinnen mit Z.n. einem
Uberstimulationssyndrom oder Polyzystisches Ovarialsyndrom (PCO)- Patientinnen sein
(Strowitzki et al. 2018).

Bei der Kryokonservierung handelt es sich um eine Methode, bei der nach einer Follikel-
punktion vitale Zellen und Gewebe bzw. Blastozysten bei -196°C gelagert werden kon-
nen. Diese Methode kommt zum Einsatz, um tberzéhlige Zellen im Vorkernstadium oder
Blastozysten fir einen erneuten Transfer bereitzustellen. In den letzten Jahren ging hier-
bei international der Trend hin zur ,Vitrifikation“. Das bedeutet, dass die Zellen anstelle
von langsamer Kryokonservierung ultraschnell eingefroren werden. Durch hohe Stan-
dards und verbesserte Techniken ist es heutzutage méglich, dadurch eine hohe Implan-
tations- und Schwangerschaftsrate nach Kryokonservierung zu erzielen. Jedoch ist fest-
zuhalten, dass in Deutschland auf Grund des Embryonenschutzgesetzes entstandene
Zellen nur im Pronukleusstadium kryokonserviert werden dirfen (Liebermann 2018). In
den letzten Jahren stieg der Anteil an Auftauzyklen im Vergleich zu Frischzyklen stetig
an und lag zuletzt bei 29,5 % (D-I-R 2021).

Eine weitere reproduktionsmedizinische Methode ist zudem die Natural-Cycle-IVF oder
Minimal-Stimulation-IVF Methode. Diese unterscheidet sich zur klassischen IVF/ICSI
Therapie dahingehend, dass hierbei, ahnlich wie bei der IVM, eine sehr geringe Dosis
oder sogar keine Gonadotropine zur Stimulation verwendet werden (Wolff/ Stute 2013).
Grundsatzlich bedeutet eine Natural-Cycle-IVF, dass der natirliche Zyklus Uberwacht
und gegebenenfalls unterstitzt wird, um dann nur eine Eizelle zu gewinnen. Dadurch
wird das Risiko fiir eine Mehrlingsschwangerschaft und auch eines Uberstimulationssyn-
droms gesenkt (Verberg et al. 2009). Wissenschaftlich besonders interessant erscheint
diese Methode, da hierdurch eine direkte Nachverfolgung des jeweiligen Follikels im Hin-

blick auf beispielsweise das Eintreten einer klinischen Schwangerschaft méglich ist.
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4.4 Der Follikel

Im néchsten Schritt soll nun der weibliche Follikel genauer beschrieben werden. Die Fol-
likel, sind als Teil des Ovars an der Bereitstellung der Eizellen beteiligt. Daher stellen sie
einen sehr wichtigen Faktor im Ablauf der Reproduktion dar.

Schon in der Embryonalentwicklung erfolgt die Anlage der Ovarien und damit der Follikel
mit den darin enthaltenen Eizellen. Bis zur 20. Gestationswoche sind sechs bis sieben
Millionen Keimzellen entstanden. Allerdings finden in den Ovarien sténdig sowohl Atre-
sie als auch Apoptose statt, was die Zahl der Follikel schon bis zur Geburt auf durch-
schnittlich ein bis zwei Millionen Primordialfollikel begrenzt. Bis zum Eintritt in die Puber-
tat hat sich die Anzahl dann auf circa 300.000 reduziert (Kaufmann et al. 2013). Die
geschlechtsreife Phase der Frau dauert ungeféahr 35 Jahre an. In diesem Zeitraum ge-
langen nur 300-500 Eizellen zur Ovulation. Der Rest unterliegt den standigen Vorgangen
der Atresie, wodurch die ovarielle Reserve zum Zeitpunkt der Menopause géanzlich er-
schopft ist (Kurtz et al. 2018).

Der Aufbau des Follikels ist in der nachfolgenden Abbildung 8 schematisch dargestellt.
Aus histologischer Sicht sind die Follikel in der Rinde des Ovars in ein zellreiches
spinozellulares Bindegewebe eingebettet. Jeder Follikel wird vom Follikelepithel beste-
hend aus Granulosazellen (somatische Begleitzellen) umgeben und beinhaltet eine
Keimzelle (Oozyte). Die auf3erste Schicht wird von den Theca Zellen gebildet, in denen
unter andrem die Umwandlung von Progesteron in Androstendion stattfindet. Die Ba-
sallamina dient als Grenze zu den Granulosazellen. Ausgefullt wird der Follikel von der
Follikelflissigkeit. Dieses umschlie3t auch den Cumulus-Eizell-Komplex in dessen Inne-

ren sich die Keimzelle (Oozyte) befindet (Lillmann-Rauch/ Asan 2019).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines antralen Follikels, modifiziert nach Hennet/ Combelles 2012
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Es existieren hauptséachlich drei Gruppen von Follikeln in unterschiedlichen Stadien. Die
sogenannten Primordialfollikel stellen den ruhenden Vorrat der ovariellen Reserve dar.
Aus ihnen werden zyklusabhangig neue Follikel rekrutiert. Hierfur sind komplexe hormo-
nelle Vorgange verantwortlich. Unter anderem spielt hier auch das Anti-Muller-Hormon
(AMH), welches durch die Granulosazellen der Ovarien produziert wird, eine wichtige
Rolle (Lullmann-Rauch/ Asan 2019).

Die zweite Gruppe bilden die gonadotropinunabhangigen Follikel. Diese Follikel stellen
den heranwachsen Vorrat dar und befinden sich in unterschiedlichen Stadien (Primar-,
Sekundar- und Tertiarfollikel) (Lullmann-Rauch/ Asan 2019).

Als dritte Gruppe wird der Teil der Kohorte bezeichnet, der sich gonadotropinabhéangig
weiterentwickelt. Hierfur ist vor allem FSH verantwortlich. Durch Selektionsvorgéange
wird am Ende aus der Gruppe der friih-antralen Follikel ein dominanter Follikel ausge-
wahlt, der dann sprungreif wird und die Eizelle zur Verfigung stellt (Lullmann-Rauch/
Asan 2019).

Neben der Bereitstellung der Eizellen tbernehmen die Follikel die &uRerst wichtige Funk-
tion der Hormonproduktion (Androgene, Ostrogene und AMH) (Cordes 2019). Beson-
ders bedeutsam firr den Follikel ist die Produktion von Ostrogen (aus der Gruppe der
Steroidhormone), darunter deren Hauptvertreter Estradiol. Gebildet werden sie vor allem
vom dominanten Follikel des jeweiligen Zyklus. Dabei kommt es zu einem Zusammen-
wirken zwischen Theca interna und Granulosazellen. Wahrend die Theca interna fir die
Produktion der Androgene aus Cholesterin zustandig ist, werden diese in den Granu-
losazellen umgesetzt. Diese Umsetzung wird vom Enzymkomplex der Aromatase er-
maglicht, wessen Expression wiederum vor allem vom Vorhandensein von FSH abhan-
gig ist. Die Wirkung der gebildeten Ostrogene ist dann vielfaltig und reicht unter anderem
von der Proliferation der Uterusschleimhaut bis hin zur Entwicklung der weiblichen Brust-
drise (Lullmann-Rauch/ Asan 2019).

Doch in den Follikeln werden noch eine Vielzahl anderer Stoffe produziert, die z. B. fur
die Reifung und Ernéhrung der Eizelle von groRer Bedeutung sind. Zwischen den ein-
zelnen Zellen, die den COC bilden, befinden sich sogenannte Gap junctions, die erlau-
ben, dass Substrate wie lonen, Glucose, Aminosauren und Signalbotenstoffe zur Eizelle
gelangen. Hierdurch wird die Entwicklung der Eizelle sowohl begulinstigt als auch beein-
flusst (Hennet/ Combelles 2012).

Die Follikelflissigkeit wird grundsatzlich aus zwei verschiedenen Urspriingen zusam-
mengesetzt. Einerseits gelangen Kompartimente des Blutes Uber die Kapillaren an den
Theca Zellen in das Innere des Follikels (Plasmafiltrat). Andererseits sezernieren die

Zellen im Follikel auch Stoffe direkt in die Follikelflissigkeit. Hierbei sind vor allem die
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Granulosazellen wichtig, die beispielsweise auch das AMH produzieren (Rodgers/ Ir-
ving-Rodgers 2010).

Betrachtet man die Follikelfliissigkeit genauer, so stellt man fest, dass sie sehr viele ver-
schiedene Stoffe beinhaltet. Hierzu gehotren beispielsweise Aminoséauren, Fette, Elekt-
rolyte, Steroidhormone (FSH, LH, hCG, GH, Progesteron und Estradiol), Cytokine, En-
zyme, Reaktive Sauerstoff Spezies (ROS), Antioxidantien (wie Vitamin E), Katalase, Me-
latonin, Antikoagulantien sowie Wachstumsfaktoren (Epidermaler Wachstumsfaktor
(EGF), EGF-like growth factor und Transformierender Wachstumsfaktor a (TGF-a))
(Basuino/ Silveira 2016).

Jedoch ist zum heutigen Zeitpunkt noch vieles tber die Zusammensetzung und Funktion
der Follikelflissigkeit und damit Gber den Follikel im Allgemeinen unklar. Dementspre-
chend muss dies auch fur die Zukunft Ansatz fir weitere Forschungsarbeiten sein.

4.5 Das Anti-Muller-Hormon

4.5.1 Grundlagen Uber das AMH

Das Kapitel zum theoretischen Hintergrund dieser Arbeit schliel3t mit einer genauen Be-
trachtung des Anti-Muller-Hormons (AMH). Erstmalig erwahnt wurde das Anti-Mdiller-
Hormon in den 1940er Jahren von dem franzésischen Wissenschaftler Alfred Jost (Jost
1966). Er beobachtete, dass in frihen Entwicklungsphasen der Saugetiere, bei beiden
Geschlechtern sowohl die sogenannten Wolff- als auch die Miller- Gange existieren.
Der Einfluss von Testosteron auf die Embryonalentwicklung war zur damaligen Zeit
schon bekannt. Jost stellte zusétzlich fest, dass der mannliche Hoden ein weiteres Hor-
mon produziert, welches beim méannlichen Fétus fur die Rickbildung der Muller-Gange
verantwortlich ist. Dieses nannte er zu Beginn ,hormone inhibitrice“ bzw. ,Mullerian inhi-
bitor* (Rey et al. 2003).

Der Muller-Gang (Ductus paramesonephricus) und der Wolff-Gang (Urnierengang, Duc-
tus mesonephricus) minden beide in den Sinus urogenitalis (Kirsch et al. 2017). Die
folgende Abbildung verdeutlicht, welche Strukturen aus welchem der Gange hervorge-
hen und welche Rolle das AMH darauf hat.
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Wolff-Gang —— Samenwege! — Rickbildung?

(\VIIETSCEL -8 — > Rickbildung? ——— Eileiter und Uterovaginalkanal

1 Ductus epididymidisund Ductus deferens

2 bis auf einige Rudimente (Epoophoron und Paroophoron)
3 bis auf ein kleines Rudiment (Appendix Testis)

4 kranialerund kaudalerTeil

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Entwicklung von Wolff- und Millergdngen, modifiziert nach Kirsch et al.
2017

Auf die Entwicklung des Wolff-Gang hat das AMH weder beim Mann noch bei der Frau
eine Auswirkung. Jedoch bewirkt es beim Mann, dass sich der Miller-Gang zuriickent-
wickelt und es nicht zur Ausbildung von Eileiter und Uterovaginalkanal kommt (Kirsch et
al. 2017).

Nach Josts Entdeckung dauerte es jedoch noch einige Jahre, bis der endgiiltige Nach-
weis der Existenz und auch der weiteren Funktionen des AMHSs erfolgen konnte.

Im Jahr 1986 gelang es schlieBlich, die Gene, die fir das AMH kodieren, zu isolieren
und zu sequenzieren (Cate et al. 1986). Die fiir die Bildung des AMHSs zustandigen Gene
liegen auf dem kurzen Arm von Chromosom 19 (Cohen-Haguenauer et al. 1987).
Einzuordnen ist das AMH in die grol3e Gruppe der TGF-B Familie (Wilson et al. 1993).
Charakteristisch fur diese Gruppe ist die Beteiligung an der Regulation von Gewebe-
wachstum und -differenzierung (Di Clemente et al. 2010).

Betrachtet man den molekularen Aufbau, handelt es sich beim AMH um ein durch Disul-
fidbriicken vernetztes homodimeres Glykoprotein, welches eine atomare Masseneinheit
von 140 kDa aufweist. Eine C-terminale Doméne dient zur Verstarkung der Bioaktivitat
(Wilson et al. 1993).

Im weiblichen Korper stellen die Granulosa-Zellen der Follikel den Produktionsort des
AMHs dar. Es ist unter anderem an der zyklischen Steuerung des Wachstums der
Primordialfollikel beteiligt. Dabei hat es vor allem eine inhibitorische Rolle inne. Durch
den hemmenden Einfluss von AMH auf den Ubergang der Primordial- ins Reifungssta-
dium spielt es eine wichtige Rolle im Regulationsvorgang, welche Follikel aus dem Pool

fur den Zyklus rekrutiert werden (Ldllmann-Rauch/ Asan 2019).
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AuRerdem kommt es zum Zusammenspiel mit dem Hormon FSH. AMH wirkt hemmend
auf die Follikelsensitivitat, die die Follikel gegeniiber FSH besitzen. Zudem kommt, dass
die AMH-Expression wahrend der Follikelrekrutierung nicht immer gleich hoch ist. Zu
Beginn steigt die AMH-Expression an und erreicht ihr Maximum in den Granulosazellen
der Praantral- und kleinen Antralfollikel. Sobald das Wachstum der Follikel allerdings
nicht mehr von FSH abhangig ist, wird auch das AMH ricklaufig, bis es in den Granu-
losazellen nicht mehr nachweisbar ist (Visser et al. 2006).

Doch nicht alle Granulosazellen produzieren gleich viel AMH. Bei grof3en Follikeln sind
diejenigen, die nahe an der Oozyte zu finden sind, vermehrt fiir die Expression zustan-
dig. Betrachtet man kleine Follikel und Primarfollikel, kann eine homogene AMH-
Expression festgestellt werden. Wohingegen in atretischen und in Theka-Zellen kein
AMH gefunden werden kann (Rey et al. 2003).

Auf die im praktischen Alltag wohl wichtigste Eigenschaft des AMHs als Marker fur die
ovarielle Reserve wird im Abschnitt 4.5.2 naher eingegangen. Allerdings beschaftigte
sich die Forschung der letzten Jahre eingehend auch mit anderen Aspekten des AMHS,
die fur den klinischen Alltag relevant sein kénnen.

Beispielsweise kann das AMH im Bereich der kiinstlichen Befruchtung eingesetzt wer-
den, um die Vorhersage der ovariellen Stimulation zu verbessern und somit indirekt da-
bei behilflich sein, das Risiko eines ovariellen Hyperstimulationssyndrom zu senken (De-
walilly et al. 2014).

Weitere Ansétze nutzen die Messung von AMH zur Uberwachung von Granulosazelltu-
moren (La Marca/ Volpe 2007) oder zur Diagnose des polyzystischen Ovarialsyndroms
(lliodromiti et al. 2013). Aber auch im spateren Verlauf des Lebens kann es nitzlich sein,

um beispielsweise den Zeitpunkt der Menopause vorherzusagen (Tehrani et al. 2013).

4.5.2 AMH und die Bestimmung der ovariellen Reserve

Das wohl wichtigste Anwendungsgebiet des AMHs im klinischen und praktischen Alltag
stellt die Bestimmung der ovariellen Reserve dar.

Definitionsgemal wird unter der ovariellen Reserve der Anteil der noch lbrig geblieben
Primordialfollikel im Ovar verstanden (Maltaris at al. 2010). Die Frage nach der ovariellen
Reserve einer Frau und damit der Méglichkeit schwanger zu werden, wird oft von Frauen
mit Kinderwunsch gestellt. Diese zu beantworten ist allerdings nicht immer ganz ohne
Einschrankungen mdglich. So héngt sie nicht nur von einem Faktor, wie dem Alter ab,
sondern kann individuell sehr unterschiedlich sein. Folglich kann es auch zu Unterschie-
den zwischen dem chronologischen und biologischen Alter einer Patientin kommen
(Keck 2014). Betrachtet man die Hohe des AMHSs in Bezug auf das Alter der Frauen ist

bekannt, dass das AMH bei der Geburt nahezu bei null liegt. Spater werden stabile Werte
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erreicht. Diese beginnen mit der Pubertét und halten sich bis circa zum drei3igsten Le-
bensjahr (Buhling et al. 2013).

Neben dem natirlichen Alterungsprozess kénnen auch andere Faktoren eine wichtige
Rolle spielen. Hierzu zahlen beispielsweise Krankheitsbilder wie das der vorzeitigen
Ovarialinsuffizienz (POF), eine Chemo- oder Strahlentherapie (z. B. zur Behandlung von
Karzinomen) oder Umwelteinfliisse (Maltaris at al. 2010). Die abnehmende Eizellqualitat
beruht grundsatzlich vor allem auf zwei Faktoren. Erstens nimmt mit steigendem Alter
die Eizellqualitat per se immer weiter ab. Zweitens sinkt auch die Anzahl der Follikel
(Maltaris at al. 2010).

Um die ovarielle Reserve moglichst genau abzuschétzen, wird im praktischen Alltag sehr
haufig der AMH-Wert im Serum (SAMH) gemessen, da es sich hierbei um eine einfach
durchzufiihrende Methode handelt (Lullmann-Rauch/ Asan 2019).

Es wurde festgestellt, dass das sAMH sowohl mit dem Antral Follicle Count als auch mit
der Anzahl der gewonnenen Eizellen in Verbindung gebracht werden kann und insofern
als Marker des Alterungsprozesses der Ovarien dient (van Rooij et al. 2002). Dasselbe
gilt auch fur die Schwangerschaftsraten. Diese sind bei Patientinnen mit hdheren sAMH-
Werten hoher als mit Niedrigen (Chen et al. 2014).

Im Laufe des Lebens einer Frau verandern sich die AMH-Werte im Serum deutlich. Wah-
rend bei der Geburt die AMH-Werte gegen Null gehen, erreichen sie um die Pubertat inr
Maximum und fallen dann bis zur Menopause sukzessive ab (Kelsey et al. 2012). Da-
nach werden meist nur noch Werte von <0,4 ug/l ermittelt (Maltaris at al. 2010).

Jedoch kdénnen noch weitere Punkte, neben dem Alter, die AMH-Serumkonzentration
beeinflussen. Bei der Einnahme von kombinierten Kontrazeptiva beispielsweise sinkt der
Wert signifikant ab (Kallio et al. 2013). Uber die Frage, ob allgemein zyklische Schwan-
kungen existieren, ist die Datenlage nicht einheitlich. In einer Arbeit aus dem Jahr 2007
wurde festgestellt, dass sich die Werte ohne hormonellen Einfluss wahrend des Menst-
ruationszyklus stabil verhalten (Tsepelidis et al. 2007). Dies konne den Wert fur die Mes-
sung der ovariellen Reserve interessant machen, da er zu jedem Zeitpunkt bestimmt
werden konne (Tsepelidis et al. 2007). Allerdings gibt es auch andere Meinungen, die
besagen, dass durchaus intrazyklische Schwankungen existieren (Overbeek et al.
2012).

Dementsprechend sollte bei der klinischen Interpretation eines individuellen sAMH-

Werts immer mit gewisser Vorsicht vorgegangen werden.

4.5.3 Forschungsstand zum AMH in der Follikelflissigkeit

Die Messung des AMHs im Serum einer Patientin als prognostischer Marker gilt, wie im
letzten Abschnitt beschrieben, schon seit Langerem als ein zuverlassiger und wichtiger

Faktor in der Reproduktionsmedizin (Mdiller et al. 2009).
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Wahrend sich die Forschung sehr lange eher auf die Diskussion der sAMH bezog, wurde
in den letzten Jahren die Frage nach der Bedeutung von AMH in der Follikelflissigkeit
(fAMH), welche bezogen auf die Follikel- und Eizellgenese den eigentlichen Wirkungsort
darstellt, immer wichtiger (z.B. Fanchin et al. 2005, Capkin et al. 2012). Es stellte sich
heraus, dass die Aufgaben und Wirkungsweisen des AMHSs vielschichtig und komplex
sind.

Jedoch existieren unterschiedliche wissenschaftliche Meinungen bezuglich dieses The-
mas. Schon allein die Betrachtung der Studien, die sich nur mit gesunden Patientinnen,
also ohne beispielsweise PCO oder Endometriose als Erkrankung, auseinandersetzen,
ergibt ein inhomogenes Bild.

Grundsatzlich wurden oft gepoolte Werte betrachtet (z. B. Bolat et al. 2016, Wunder et
al. 2008). Gepoolt heifdt in diesem Zusammenhang, dass die Follikelflissigkeit aller Fol-
likel ,vermischt® wurde und dann ein Wert bestimmt wurde. Ruckschlisse auf den ein-
zelnen Follikel kbnnen dementsprechend nicht gezogen werden.

Mit dieser Methodik wurde einerseits festgestellt, dass zwischen dem AMH-Level in der
Follikelflissigkeit und dem Ergebnis der IVF-Behandlung (Eizellzahl, Befruchtungsrate
und Klinische Schwangerschaft) keine signifikante Korrelation besteht. Andererseits
wurde dem sAMH-Wert eine positive Korrelation mit der Rate an klinischen Schwanger-
schaften zugeschrieben und somit festgestellt, dass das SAMH einen zuverlassiger Wert
fur die Feststellung der klinischen Schwangerschaftsrate darstellt (Bolat et al. 2016).
Zudem wurde auch eine Studie verdffentlicht, bei der signifikant héhere fAMH-Werte
(gepoolt) bei Patientinnen gemessen wurden, die durch ART schwanger wurden, als bei
denen, die nicht schwanger wurden (Wunder et al. 2008).

Eine der ersten Studien, die sich mit der Auswertung des einzelnen Follikels beschafti-
gen fand, im Jahr 2005 heraus, dass kleine Follikel circa dreimal hohere AMH-Werte
aufweisen als grof3e. Hierbei wurden jedoch jeweils nur zwei Follikel in die Untersuchung
eingeschlossen (Fanchin et al. 2005). Ahnliche Ergebnisse lieferten Daten, bei denen
das fAMH Uber eine IVM (Kedem et al. 2013) bzw. kryokonservierte Follikel gewonnen
wurde (Kristensen et al. 2019).

Zudem konnte sowohl sSAMH als auch fAMH positiv mit der Implantations- und Schwan-
gerschaftsrate korreliert werden (Capkin et al. 2012). Im Gegensatz dazu wurde aller-
dings keine Korrelation zur Befruchtungsrate festgestellt. Hierbei wurde jeweils nur der
fAMH-Wert aus dem ersten Follikel bestimmt (Capkin et al. 2012).

Ahnliche Ergebnisse lassen sich auch von Kim et al. 2014 ableiten. Die Arbeitsgruppe
zeigte, dass fAMH-Werte positiv mit der Embryonenqualitat korreliert werden kénnen
und bei Patientinnen mit niedrigen fAMH-Werten auch die Befruchtungsrate geringer

ausfallt. Somit konnte fAMH als Pradikator fir Eizell- und Embryonenqualitat dienen.



Einleitung

Auch hier wurde jeweils der erste dominante Follikel der Patientin punktiert (Kim et al.
2014). AuBerdem konnte festgestellt werden, dass fAMH-Werte in Follikeln, deren Ei-
zelle spater befruchtet werden, um ein Mehrfaches héher sind, als wenn keine Befruch-
tung eintritt (Takahashi et al. 2008).

Weiterfuhrend von der Befruchtungsrate kénnen auch Aussagen Uber das Eintreten ei-
ner klinischen Schwangerschaft gemacht werden. Die Aussagen hierzu sind allerdings
wiederum nicht eindeutig. So ist es laut Bastu et al. 2015 nicht méglich, eine signifikante
Korrelation zwischen der Schwangerschaftsrate und AMH herzustellen (Bastu et al.
2015). Demgegenuber wurde auch festgestellt, dass sowohl erh6hte SAMH als auch
fAMH-Werte als Pradikator fur das Eintreten einer klinischen Schwangerschaft dienen
konnten (Hattori et al. 2013). Auch im Rahmen anderer Studien, die sich mit der Aus-
wertung von dominanten Follikeln oder Natural-Cycle-IVFs beschéftigen, konnten hohe
fAMH-Werte mit einer hoheren Rate an klinischen Schwangerschaftsraten in Verbindung
gebracht werden (Sacha et al. 2020/ Wolff et al. 2021).

Auch Uber die Frage, ob fAMH lberhaupt ein besserer Préadikator in der Reproduktions-
medizin darstellt als sSAMH, herrscht Uneinigkeit. Schenk et al. (2017) stellten beispiel-
weise in ihrer Studie fest, dass zwischen sAMH und fAMH-Werten keine Unterschiede
bestehen. Des Weiteren konnte in dieser Studie eine positive Korrelation zwischen
SAMH und fAMH ermittelt werden.

Grundsatzlich kann nattrlich auch die Frage gestellt werden, ob das jeweils angewen-
dete Stimulationsprotokoll einen Einfluss auf die gemessenen AMH-Werte hat. Bisher ist
bekannt, dass bei der Bestimmung von fAMH kein Unterschied zwischen GnRH Agonis-
ten- und GnRH Antagonistenprotokollen besteht und dementsprechend die Art der ova-
riellen Hyperstimulation keinen Einfluss auf das die Produktion von AMH hat (Lee et al.
2008, Kaya et al. 2012). In Bezug auf die verwendeten Dosen an Gonadotropinen konnte
bisher gezeigt werden, dass es auch bei niedrigeren Dosen nicht zu einer niedrigen

Schwangerschaftsrate kommt (Hohmann et al. 2003).

Das AMH wurde auch immer wieder mit anderen Parametern in Verbindung gebracht.
Fur Sexualhormone, wie Testosteron und Estradiol, herrscht ein uneinheitliches Bild.
Zwischen Testosteron und fAMH wurde einerseits keine Korrelation (Kristensen et al.
2019), andererseits eine positive Korrelation festgestellt (Wolff et al. 2017). Fur den Zu-
sammenhang zwischen Estradiol und fAMH gibt es sowohl Hinweise auf eine negative
Korrelation (Fanchin et al. 2007/ Kristensen et al. 2019), als auch darauf, dass keine

Korrelation existiert (Wolff et al. 2017). Im Falle von LH geht man bisher von einer posi-
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tiven Verbindung zu fAMH aus (Wolff et al. 2017). Auch flr Vitamin D existieren wissen-
schaftliche Arbeiten, die sowohl negative (Merhi et al. 2014/ Bednarska et al. 2019), als

auch positive Korrelationen feststellen konnten (Skowronska et al. 2021).

Nur wenige Studien betrachteten bisher auch den Durchmesser oder das Volumen der
punktierten Follikel im Vergleich zu den fAMH-Werten. In ersten Ansatzen, die sich mit
dieser Fragestellung beschéftigten, konnte bei der Untersuchung von kryokonservierten
Ovarien (zum Fertilitatserhalt bei gonadotoxischer Therapie) beobachtet werden, dass
fAMH-Werte mit steigendem Follikeldurchmesser progressiv niedriger werden (Yding
Andersen et al. 2008).

Auch die Unterscheidung von je einem kleinen und einem grof3en Follikel im Vergleich
PCO und gesunder Kontrollgruppe wurde untersucht. Sowohl die kleinen als auch die
grolRen Follikel der PCO-Patientinnen enthielten signifikant hdhere AMH-Werte. Aul3er-
dem wurde festgestellt, dass die durchschnittlichen fAMH-Werte in kleinen Follikeln sig-
nifikant hoher waren, als in grof3en Follikeln. Dies gilt sowohl fir PCO- Patientinnen, als
auch fur die Kontrollgruppe (Desforges-Bullet et al. 2010).

In einer weiteren Studie wurden verschiedene Gruppen mit verschiedenen Follikelgro-
3en verglichen. Demnach werden die AMH-Level geringer, wenn die Follikeldurchmes-
ser grolRer werden (Bgtkjeer et al. 2015).

Kurzlich veroffentlichte Ergebnisse, bei denen AMH-Isoformen verglichen wurden, ge-
hen davon aus, dass eine negative Korrelation zwischen dem Follikeldurchmesser und

den Isoformen vorliegt (Mamsen et al. 2021).

Besonderes Augenmerk wurde in den vergangenen Jahren auch auf den Zusammen-
hang zwischen AMH und dem Vorhandensein einer Eizelle bzw. der insgesamten Eizell-
zahl gelegt. Bisher konnte gezeigt werden, dass zwischen sAMH und der Eizellzahl ein
Zusammenhang besteht (Wunder et al. 2008, Arabzadeh et al. 2010, Li et al. 2015, Me-
lado et al. 2017, Walters et al. 2019). In Bezug auf fAMH ist bekannt, dass Follikel, die
eine Eizelle enthalten, htéhere fAMH-Werte aufweisen. Hierfir wurden entweder ge-
poolte Werte verwendet (Wunder et al. 2008) oder nur einzelne Follikel untersucht (Wal-
ters et al. 2019). Allerdings existiert auch eine Studie, die das Gegenteil beschreibt
(Skowronska et al. 2021).

Die hier beschriebene, zum Teil widersprichliche und mangelhafte Datenlage legt wei-
tere Untersuchungen zum Thema AMH im Kontext der kinstlichen Befruchtung unbe-

dingt nahe.
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4.6 Ziele der Arbeit

Das AMH wird immer wieder als Marker fiir verschiedenste Aspekte in der Reprodukti-
onsmedizin diskutiert. Vor allem vor dem Hintergrund, dass die Patientinnen, die eine
kunstliche Befruchtung Uber IVF oder ICSI in Anspruch nehmen, immer &lter werden,
erscheint es wichtig, neue Erkenntnisse auf diesem Bereich zu gewinnen.

Allerdings bezogen sich die bisher durchgefuhrten Studien oft auf die Serum AMH-
Werte. Wenn der AMH-Wert der Follikelflissigkeit untersucht wurde, wurde meist eine
gepoolte Methodik angewandt (z. B. Bolat et al. 2016, Wunder et al. 2008). In nur weni-
gen Studien wurden einzelne Follikel punktiert. Dabei wurde dann oft nur die Untersu-
chung des dominanten Follikels durchgefiihrt (z. B. Kim et al. 2014, Takahashi et al.
2008, Walters et al. 2019, Sacha et al. 2020, Lv et al. 2020). Bisher ist nicht eindeutig
geklart, ob zwischen den AMH-Werten, die in der Follikelflussigkeit gemessen werden,
ein Unterschied zu den Werten im Serum existiert. Das heif3t, inwiefern das von den
Granulosazellen produzierte und in die Follikelflissigkeit abgegebene AMH ins Serum
Ubertritt. Zudem ist nicht klar, in welchem Umfang die Gro3e der Follikel einen Einfluss
auf die AMH- Produktion oder das Vorhandensein einer Eizelle hat. Die Datenlage hierzu
ist dementsprechend noch nicht sehr aussagekréftig und viele Fragen beziiglich des
AMH im Kontext des Follikels und seiner Wirkung bleiben unbeantwortet.

Hauptziele dieser Arbeit sind es, den Zusammenhang zwischen fAMH und dem Follikel-
durchmesser bzw. das Vorhandensein einer Eizelle durch eine umfassende und grol3e
Fallzahl zu erfassen. AuRerdem soll weiter die Verbringung von AMH zu anderen Hor-
monen und Vitaminen sowie Behandlungsvariablen beleuchtet werden. Des Weiteren
stehen wichtige soziobkonomische Faktoren wie Alter und Body-Mass-Index (BMI) so-
wie das Eintreten einer klinischen Schwangerschaft im Vordergrund.

Somit ist es auch Ziel dieser Arbeit, mégliche Korrelationen zwischen der Konzentration
von fAMH und anderen Parametern herzustellen. AuRerdem sollen in einem weiteren
Schritt mégliche Zusammenhéange zwischen fAMH und verschiedenen Anamnesevari-
ablen sowie klinische Ergebnisse der kinstlichen Befruchtung dargestellt werden.
Erkenntnisse, die in dieser Arbeit gewonnen werden, sollen zum besseren Verstandnis
der follikuldren Prozesse beitragen. Aul3erdem soll ein Beitrag zum besseren Verstand-
nis des Hormons und langfristig auch dessen Nutzen als prognostischer Marker und

Auswirkungen auf die ART geleistet werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Allgemeine Informationen und Biobanking

Alle Proben, die fir die die vorliegende Arbeit verwendet wurden, konnten im Zeitraum
von Januar 2018 bis Dezember 2018 im REPKO (Reproduktionsmedizinisches Kompe-
tenzzentrum) der Universitatsklinik GieRBen und Marburg (Standort Marburg) gesammelt
werden.

Das Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit ist es, Follikelflissigkeit, die im Rahmen der
Follikelpunktionen gewonnen wurde, explorativ zu untersuchen.

Dabei ist es wichtig eine mdglichst aussagekraftige Fallzahl zu erreichen. Dies zu errei-
chen setzt voraus, Proben Uber einen langeren Zeitraum aufzubewahren. Hierflir bietet
die Comprehensive Biobank Marburg die nétigen Voraussetzungen. Ziel des Bioban-
kings allgemein ist es, Daten und Materialien langfristig aufzubewahren und zu einem
spateren Zeitpunkt wieder zur Verfligung zu stellen.

Fur diese Arbeit wurden aus jeder bei den jeweiligen Follikelpunktionen gewonnener
Probe je drei Aliquote & 1,2 mL generiert. Da es in einigen Fallen vorkam, dass weniger
als 3 mL Material zur Verfigung stand, entstand in diesen Fallen weniger Aliquote. Im
nachsten Schritt wurden die Aliquote codiert und bei -80°C eingefroren. Auch die kurz
vor der Follikelpunktion entnommenen Blutproben wurden erst in der Biobank zentrifu-
giert, codiert und dann bei -80°C eingefroren.

Alle Proben konnten dann zu einem spéateren Zeitpunkt angefordert, aufgetaut und die

entsprechenden Messungen durchgefiihrt werden.

5.2 Patientinnenkollektiv

Fur die vorliegende Arbeit wurde eine Gesamtzahl von 376 Follikeln von 61 Patientinnen
in die Studie eingeschlossen. Dabei wurde allen Patientinnen die im Erhebungszeitraum
eine ART erhielten, die Teilnahme an der Studie angeboten.

Im n&chsten Schritt wurde eine engere Auswahl an Patientinnen getroffen. Hierbei wur-
den nur ,gesunde“ Patientinnen in das Patientenkollektiv aufgenommen. Ausnahmen
bildeten dabei Diagnosen wie eingeschrankte Eileiterdurchgangigkeit, Tubenpatholo-
gien allgemein, Zustand nach Chlamydieninfektion, uteriner oder zervikaler Faktor oder
Schilddrisenerkrankungen, da diese entweder ausschlaggebend fiir die Sterilitat sein
kdnnen oder hierfur nicht als relevant erachtet wurden. Auf das Ausschlusskriterium
Alter wurde zunachst bewusst verzichtet und Frauen jeden Alters eingeschlossen, um
auch diesen Aspekt in Bezug auf das AMH untersuchen zu kdnnen. Gleiches galt fir

Patientinnen mit der Diagnose Préadipositas, Adipositas Grad 1,2 oder 3 (Einteilung
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nach Herold et al. 2018). Nicht eingeschlossen wurden Patientinnen mit den Diagnosen
Endometriose, PCO, Zustand nach Malignom, Prolaktinom, Mukoviszidose und Hepati-
tis, da diese Erkrankungen potentiell einen Einfluss auf die Fertilitdt und auch das AMH
haben kénnen.

Bei den Partnern der Patientinnen wurden nur Erkrankungen ausgeschlossen, die zu
einer auRergewohnlichen Befruchtungsrate fuhren. Hierdurch soll gewahrleistet werden,

dass die Ergebnisse nicht von &ul3eren Faktoren beeinflusst werden.

5.3 Ovarielle Stimulationsprotokolle

Alle in die Studie eingeschlossenen Patientinnen unterzogen sich vor der Behandlung
individuell angepassten ovariellen Stimulationsprotokollen.

Das Ziel der ovariellen Stimulation der Patientinnen war es, ungefahr acht bis zwélf be-
fruchtungsfahige Eizellen fur die kiinstliche Befruchtung bereitzustellen.

Genaue Erklarungen zum allgemeinen Ablauf der ovariellen Stimulation sind im Kapitel
»4.3.1. Stimulationsprotokolle“ nachzulesen.

Fur die vorliegende Studie wurden entweder Kurz(short)- oder Lang(long)- Protokolle
verwendet. Diese unterscheiden sich insoweit, dass im Langprotokoll die hypophyséaren
Gonadotropine zuerst mit einem GnRH-Analogon supprimiert werden. Daraufhin erfolgt
die Stimulation mittels FSH und dann die Ovulationsinduktion mittels hCG. Das Kurzpro-
tokoll dahingegen beginnt mit der Stimulation mittels FSH gefolgt mit der Verwendung
eines GnRH-Antagonisten zur Unterdriickung der Hypophysenaktivitat. Fir die Follikel-
stimulation und Ovulationsinduktion wird dann analog zum Langprotokoll weiter FSH und
dann hCG verwendet.

Fur die Follikelstimulation mit FSH wurden folgende Praparate (gegebenenfalls auch in
Kombination) verwendet. Urindres humanes Menopausales Gonadotropin (hMG; enthalt
LH und FSH), rekombinantes FSH (rFSH, FSH- CPT) oder rekombinantes LH (rLH). In
den meisten Fallen wurden rekombinante Produkte verwendet. Die verwendeten Dosie-
rungsformen sind entweder konstant bleibend, abfallend (,step down") oder individuell
ansteigend (,step up").

Als Applikationsformen kamen intranasale Einzelapplikation oder i.m.- bzw. s.c.-Appli-
kation eines Depotpraparates in Frage. Die Dosierung erfolge entweder als Standarddo-
sierung oder individuell angepasst (nach Alter, Gewicht, Hormonstatus etc.).

Als n&chstes wurde dann an Tag funf bis sieben der Stimulation ein transvaginaler Ult-
raschall zur Kontrolle des Follikelwachstums durchgefihrt. Gleichzeitig wurde Uber eine
Blutentnahme Estradiol, LH und gegebenenfalls Progesteron bestimmt. Je nach Ergeb-
nissen der sonografischen und laborchemischen Kontrollen wurden weitere Dosierun-

gen festgelegt und die Kontrolle bis zum Entschluss zur Eizellentnahme wiederholt.
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Von dem Zeitpunkt an, an dem in der sonografischen Kontrolle festgestellt wurde, dass
drei dominante Follikel von mindestens 18-20 mm beim Langprotokoll oder 17-18 mm
beim Kurzprotokoll (Mittelwert von zwei maximalen Durchmessern) vorhanden sind,
wurde der Termin fur die Follikelpunktion festgelegt. Die endgultige Eizellreifung und
Ovulation wurde circa 36 Stunden vor dem Termin der Follikelpunktion mittels hCG s.c.

(5000 IU/Applikation (rekombinant 250 pg/ Applikation) ausgelést.

5.4 Ablauf der Probensammlung, Eizellenthnahme und Gewinnung
der Follikelfliissigkeit und Serumproben

Die ambulant durchgefuhrte Follikelpunktion geschah circa 36 Stunden nach der hCG-
Gabe in Kurznarkose. Dabei wurden die Follikel mit einer 17 Gauge Nadel (Follicle-
Puncture-System; Reproline) transvaginal und ultraschallgesteuert punktiert und die Fol-
likelflissigkeit, mit den Eizellen, mittels einer Vakuumpumpe in entsprechende 14ml
Rundbodenréhrchen (Rundbodenréhrchen; Falcon) abgesaugt.

Jeder Follikel wurde einzeln punktiert und die Follikelflissigkeit komplett entleert. Die
Flussigkeit, die sich danach noch im Schlauch befand, wurde ganz in das Réhrchen ab-
gegeben. Wenn die einzelne Punktion z. B. auf Grund der GrolRe des Follikels nicht
mdglich war, wurden mehrere Follikel in ein Réhrchen punktiert und dieses dann als
Mischpunktat dokumentiert. Wenn mdglich wurden groRRe Follikel zuerst punktiert. Wenn
notig wurde zwischen den einzelnen Follikeln mit Flushingmedium (Flushing Medium;
Origio MediCult) gespult und dies dann auch dokumentiert. Wahrend der Punktion wurde
der Durchmesser des jeweils punktieren Follikels mit Hilfe des Ultraschalles erfasst und
dokumentiert. Das bedeutet, dass der routinemafiige Ablauf der Follikelpunktion an die-
ser Stelle minimal veréndert wurde, da normalerweise nicht jeder Follikel einzeln punk-
tiert wird.

Direkt im Anschluss wurde die Follikelflissigkeit unter einem Stereomikroskop
(SMZ1500 Plan apo; Nikon) auf einer Warmeplatte nach dem Vorhandensein von Eizel-
len untersucht. Diese wurden dann in Flushing Medium bei 37°C uberfuhrt. So konnte
gewabhrleistet werden, dass die Temperatur des Punktats bis zur Entnahme der Eizellen
nicht absinken konnte. Anschlieend wurden die Eizellen gemafld dem routinemafigen
Ablauf der ART entweder mittels IVF oder ICSI mit den Spermien zusammengefuhrt.
Die ubriggebliebene Follikelflissigkeit wurde anschlieRend wieder in vorbeschriftete
Rohrchen gegeben, sodass im Nachhinein eine Zuordnung zu den einzelnen Follikeln
maglich war. Im gleichen Zug wurde das Volumen der Follikelflissigkeit in mL abgelesen

und dokumentiert.
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Im Anschluss an die Follikelpunktion wurden die Proben elf Minuten bei 3000g zentrifu-
giert, der Uberstand verworfen, und dann bei -80°C in der Comprehensive Biobank Mar-
burg bis zur Messung der Konzentrationen gelagert.

Die Serumproben wurden am Tag der Follikelpunktionen vor dem Eingriff Gber eine ve-
ndse Blutentnahme gewonnen (S- Monovette 4.9mL Z-Gel; Sarstedt).

Die Serumprobe wurde im Anschluss (innerhalb von 1,5 Stunden) bei 25009 fur zehn
Minuten zentrifugiert und der Serumuiberstand in tiefkaltebestandige Kryoréhrchen der
Firma FluidX gefllt. Die Proben wurden bei -80 °C bis zur weiteren Analyse aufbewabhrt.

5.5 Quantitative Analyse des AMH

Fur die quantitative Analyse wurden nur Proben verwendet, die nicht blutig und ohne
Flushingmedium waren. Dadurch kann gewahrleistet werden, dass die Follikelflissigkeit
nicht verunreinigt wurde und die gemessenen Werte den Werten in der Follikelflissigkeit
entsprechen.

Die immunhistologische Bestimmung des AMH im Serum und Follikelflissigkeit konnte
mit Hilfe eines Elektrochemilumineszenz Immunoassay (ECLIA) durchgefihrt (Cobas-
€601 analyzer, Roche Diagnostics GmbH) durchgefiihrt werden. Dabei handelte es sich
um eine vollautomatische Analyse. Die angewendete Methode wurde durch interne und
externe Qualitéatsprogramme kontrolliert. Als Grenzbereiche der Messung wurden
0.01-23 ng/mL definiert. Die verwendeten Reagenzien sind in der folgenden Tabelle auf-

gefluhrt.

Tabelle 1: Verwendete Reagenzien fir den ECLIA, Quelle: modifiziert nach Elecsys AMH Plus.
Reagenz Zusammensetzung und Konzentration
Anti-AMH-Ak~Ru(bpy) 3* Monoklonaler Anti-AMH-Antikérper (Maus), markiert

mit Ruthenium-Komplex, 1.0 mg/L; Phosphatpuffer, 50
mmol/L, pH 7.5; Konservierungsmittel
Anti-AMH-Ak~Biotin Biotinylierter  monoklonales  Anti-AMH-Antikdrper
(Maus),1.0 mg/L; Phosphatpuffer, 50 mmol/L, pH 7.5;
Konservierungsmittel
Streptavidin-beschichtete Streptavidin-beschichtete Mikropartikel, 0.72 mg/mL;

Mikropartikel Konservierungsmittel

5.5.1 Elektrochemilumineszenz-Immunoassay

Bei dem fir die Messung des AMH angewandten Verfahren handelt es sich um einen
Elektrochemilumineszenz-Immunoassay (ECLIA). Dies ist eine Sonderform des Immu-

noassays. Der Vorteil dieser Analysemethode liegt vor allem darin, dass es die zwei sehr
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wichtigen analytischen Prinzipen Elektrochemie und Spektrometrie miteinander kombi-
niert. Grundsatzlich werden fur diesen Assay neben dem zu bestimmenden Antigen zwei
verschiedene Antikdrper bendtigt. Erstens ein biotinylierter und zweitens ein Ruthenium
(ID-tris(bipyridyl)2+-konjugierter Antikérper ([Ru(bpy)3]2+). Diese Komponenten bilden
einen Komplex. Nach Inkubation bei 37 °C werden zur Probe Streptavidin-beschichtete
Mikropartikel hinzugegeben. Sie binden an den biotinylierten Antikérper. Da die Partikel
paramagnetisch sind, werden sie von einem an der Anode gelegenen positiven Magne-
ten angezogen. So kann das Reaktionsgemisch von den uberfliissigen Bestandteilen
(nicht an Antigen fixierte [Ru(bpy)3]2+-markierte AK) getrennt werden. Im nachsten
Schritt wird das Oxidationsmittel Tripropylamin (TPA) hinzugegeben. Durch eine ange-
legte Spannung an der Anode kommt es sowohl zur Abgabe eines Elektrons als auch
eines Protons des TPA. Es bildet sich ein TPA-Radikal. Gleichzeitig wird der Ruthenium
(IN)-tris(bipyridyl)2+-konjugierter Antikdrper von [Ru(bpy)3]2+ zu [Ru(bpy)3]3+ oxidiert.
Durch die darauffolgende Reaktion wird der Antikdrper in einen angeregten Zustand
Uberfiihrt. Dies geschieht durch Reduktion auf [Ru(bpy)3]2+, genauer gesagt durch die
Ubernahme eines freien Elektrons des TPA-Radikals. Da dieser Zustand nicht stabil ist,
kehrt er wieder in seine Ausgangsform zurlick. Entscheidend dabei ist, dass ein Photon
der Wellenlange 620nm abgegeben wird. Am Ende wird die Chemilumineszenzemission
bei 620nm gemessen und Uber die Intensitat dann die Konzentration des zu bestimmen-

den Antigens bestimmt (Renz 2009).

5.6 Statistische Analyse

Die fir die statistische Analyse relevanten Daten wurden entweder wahrend der Follikel-
punktion erhoben (Follikelvolumen, Follikeldurchmesser, etc.), im Nachhinein bestimmt
(AMH-Werte, etc.) oder aus der intern gefuhrten Datenbank MedITEX IVF abgerufen
(BMI der Patientinnen, Diagnosen, Befruchtungsraten, etc.). Da von einer Patientin meh-
rere Follikel fir die Messung der Sexualsteroidkonzentrationen ausgewertet wurden,
wurden marginale Modelle fiir die statistische Auswertung verwendet (Pinheiro 2006).
Dadurch konnte gewahrleistet werden, dass eine direkte Intra-Patienten-Korrelation in-
nerhalb wiederholter Messungen der gleichen Variablen sowie zwischen den einzelnen
Variablenpaaren (z. B. fAMH und sAMH) hergestellt werden konnte (Witzke et al. 2021).
Im Mittelpunkt der Auswertungen standen neben soziodemografischen Parametern an-
dere Hormone und Vitamine, vor allem der GréRRendurchmesser der Follikel. Um eine
bessere Vergleichbarkeit der Follikel herzustellen, erfolgte eine Einteilung in zwei Grup-
pen. Follikel mit einem Durchmesser von <16mm wurden als klein, solche mit einem
Durchmesser 216 mm als grol3 definiert. Ein p-Wert von <.05 wurde als signifikant an-

gesehen.
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Alle statistischen Analysen wurden mit dem Statistikprogramm R durchgefihrt. Fir Grup-
penvergleiche zum Vergleich der Steroidkonzentrationen wurden verallgemeinerte
Kleinste-Quadrate-Schatzungen durchgefiihrt. Dabei wurden die Korrelationen zwi-
schen wiederholten Messungen von verschiedenen Follikelproben derselben Patientin
verwendet. FUr jedes berechnete Variablenpaar wurde die Maximum-Likelihood-Me-
thode angewandt, um Schatzungen der mittleren Konzentrationen, der Varianzen, Kor-
relationen sowie der 95%-Konfidenzintervalle (CIs) zu ermitteln (R Core Team 2014).
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6 Ergebnisse

6.1 Deskriptive Datenanalyse

6.1.1 Charakteristika der Patientinnen und Behandlungsprotokolle

Das durchschnittliche Alter der 61 an der Studie teilnehmenden Patientinnen betrug 34,3
Jahre (95% CI, 33.57-34.99). Betrachtet man weitere soziodemografische Parameter,
zeigt sich ein durchschnittlicher BMI von 23,72 kg/m? (95% CI, 22,97-24,46). Genauer
unterteilt entsprachen 76,9% der Patientinnen nicht der Definition von Ubergewicht.
11,5% wurden zur Gruppe mit Praadipositas, 3,85% Adipositas Grad 1, 1,92% Adiposi-
tas Grad 2 und 5,77% Adipositas Grad 3 zugeordnet.

AulRerdem wurden Uber die intern geflihrte Datenbank MedITEX IVF Daten zur Ursache
fur die Behandlung erhoben. Sowohl die erfassten weiblichen, als auch die méannlichen
Ursachen werden in der folgenden Tabelle 2 zusammengefasst dargestellt. Dabei ist es
maoglich, dass eine Frau bzw. ein Mann mehrere der genannten Merkmale aufweist (s.
Tabelle 2).

Tabelle 2: Ursachen fiir die Fertilitdétsbehandlung der Patientinnen bzw. deren Partner

Diagnose Patientin Anteil
Idiopathisch 48,1%
Tubenpathologie 26,9%
Nachgewiesene Chlamydieninfektion 9,62%
Schilddriisenerkrankung 3,85%
Uteriner und/ oder zervikaler Faktor 1,92%
Uterus bicornis 1,92%

Diagnose Partner der Patientin

Eingeschranktes Spermiogramm 46,2%
Idiopathisch 42,3%
Azoospermie 7,69%

Es zeigt sich, dass die Hauptursache fir die Fertilitadtsbehandlung auf Seite der Patientin
idiopathisch und an zweiter Stelle eine Tubenpathologie war. In Bezug auf die Partner
der Patientinnen wiesen fast die Halfte ein eingeschrénktes Spermiogramm als Ursache
fur die Behandlung auf. Bei fast ebenso vielen Partnern konnte keine bekannte Ursache
evaluiert werden.

In Bezug auf die angewandte Technik wurden bei 90,2% der Patientinnen eine ICSI-
Behandlung durchgefiihrt. Bei 6,56% Patientinnen war es eine IVF und bei 3,28% eine

Kombination aus beidem. Bei den Behandlungsprotokollen handelte es sich bei 52,5%
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um ein Short-Protokoll, bei 28,8% um ein Long-Protokoll und bei 18,6% um andere Pro-
tokolle.

Eine klinisch nachgewiesene Schwangerschaft trat bei 54,1% der Patientinnen ein. Da-
von waren 72,7% Einlings- und 27,3% Zwillingsschwangerschaften. Von den schwange-
ren Frauen brachten 48,5% ein oder mehrere Kinder zur Welt. Das bedeutet insgesamt

eine Geburtenrate von 26,23%.

6.1.2 AMH in der Follikelflissigkeit und im Serum

Die 376 gesammelten Follikelproben, sowie die 53 Serumproben wurden priméar auf das
AMH untersucht. Die Werte sowie die Standardabweichung, Median etc. sind in der fol-
genden Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Mittelwert, Standardabweichung (SD), Median, Interquartilsabstand (IQR), Minimum (Min.) und Maximum
(Max.) von fAMH und s AMH in ng/ml (Witzke et al. 2021).

Flussigkeit n Mittelwert SD Median IQR Min. Max.
AMH Follikel 376 3,0 31 2,0 2,0 0,0 20,7
Serum 53 2,81 1,8 2,12 2,56 0,57 7,36

6.1.3 Behandlungs- und Kulturvariablen

Da viele Informationen Uber den Ablauf der Behandlung und den spateren Verlauf in der
Eizellkultur tiber die Meditex- Datenbank gesammelt wurden, konnte auch ein Uberblick
der Daten Uber den Verlauf der Stimulationen bereitgestellt werden.

Einen Uberblick tiber die Werte bietet Tabelle 4. Bei 61 betrachteten Stimulationsproto-
kollen wurden die Patientinnen im Durchschnitt 10,5 Tage stimuliert (Sd 1,3), bis die
Eizellentnahme erfolgte. Der kirzeste Zeitraum war 8, der langste 14 Tage. Im Durch-
schnitt wurde jeweils 9,4 Eizellen je Punktion gewonnen (Sd 5,6, minimal eine, maximal
21). Es wurden im Durchschnitt 7,4 Eizellen inseminiert (Sd 5,0, minimal null, maximal
21). Wohingegen im Durchschnitt nur 5,3 Eizellen befruchtet werden (Sd 3,7, minimal O,
maximal 16). 1,6 Eizellen wurden im Durchschnitt kryokonservier (Sd 3,4, minimal O,
maximal 15).

Auch Hormonspiegel wurden im Zuge der Stimulationsprotokolle im Serum erhoben. Da-
bei lagen die letzten gemessenen AMH-Werte bei 3,0 ng/ml im Durchschnitt (Sd 2,2,
minimal 0,6, maximal 9,1, n = 48). Fir Estradiol wurden 1409,4 pg/ml (Sd 1134,0, mini-
mal 52,0, maximal 5530,0, n = 58), fur LH 3,0 mlU/ml (Sd 2,9, minimal 0,2, maximal 18,0,
n = 58) und fur Progesteron 0,6 ng/ml (Sd 0,4, minimal 0,1, maximal 1,6, n = 57) Durch-

schnittswerte erhoben.



Ergebnisse

In den einzelnen Stimulationszyklen wurden unterschiedliche Dosen zur ovariellen Sti-
mulation verwendet. Im Durchschnitt waren dies fur FSH 1928,7 mlU/ml (Sd 885,7, mi-
nimal 0,0, maximal 3900,0) und fur hMG 259,4 IU (Sd 821,3, minimal 0,0, maximal
3300,0). AuRerdem wurden mehrere Variablen der Eizellkulturen aus der Meditex- Datei
erhoben. ,2 PN“ wird hierbei als Vorkernstadium definiert. ,EC* bedeutet in diesem Zu-
sammenhang Eizelle. Die Abklurzungen MI und MII beziehen sich auf die Metaphase |

bzw. 1l des Zellzyklus.

Tabelle 4: Mittelwert, Standardabweichung (SD), Median, Interquartilsabstand (IQR), Minimum (Min.) und Maximum
(Max.) von Meditex Kulturvariablen.

n Mittelwert SD Median IQR Min. Max.

2 PNs ICSI 61 4,5 3,7 4,0 4,0 0,0 16,0
2PNs IVF 61 0,4 15 0,0 0,0 0,0 9,0
EC MI- Phase 61 0,5 0,8 0,0 1,0 0,0 3,0
EC MlI-Phase 61 53 4,5 4,0 6,0 0,0 18,0

6.2 Statistische Datenanalyse

6.2.1 AMH in Bezug auf Durchmesser und Eizellen

Aus den erhobenen Daten konnten insbesondere Erkenntnisse Uber den Zusammen-
hang zwischen dem AMH und Parametern wie dem Follikeldurchmesser und das Vor-
handensein einer Eizelle im jeweiligen Follikel gewonnen werden. Follikel mit einem gro-
Ben Durchmesser beinhalteten eine signifikant niedrigere Konzentration von fAMH mit
einem mittleren Unterschied von 1 ng/ml weniger (p = 0,001). Es konnte zudem gezeigt
werden, dass Follikel, die eine Eizelle beinhalten, signifikant héhere fAMH aufweisen als
diejenigen ohne eine Eizelle (p < 0,001). Hierbei betrug der mittlere Durchschnitt 2,1
ng/ml beim Vorhandensein einer Eizelle. Die genauen Zusammenhange sind in der fol-
genden Tabelle 5 aufgefuhrt (Witzke et al. 2021).

Tabelle 5: Vergleich der Mittelwertkonzentration von fAMH zwischen Follikeln mit kleinem und groRem Durchmesser,
sowie ohne und mit Eizelle (Witzke et al. 2021)

Variable Gruppe Mittelwert (95% CI) p
Durchmesser Klein 3,6 (2,8; 4,4) 0,001
Grof3 2,6 (2,0;3,2)
Grol3 — klein -1,0 (-1,7; -0,3)
Eizelle Nein 2,7(1,9; 3,4) <0,001
Ja 4,8 (3,6; 5,9)

Ja -Nein 2,1(1,1; 3,2)



Ergebnisse

6.2.2 AMH in Bezug auf soziodemografische Faktoren

Als soziodemografische Faktoren wurde das fAMH hinsichtlich des Zusammenhangs mit
dem Alter und dem BMI der Patientinnen untersucht. Dabei zeigte sich, dass der BMI
minimal signifikant positiv mit den fAMH-Werten korreliert (r = 0,03, p < 0,006). Aul3er-
dem wurde ein durchschnittlicher Wert von 23,72 kg/m? (95% 22,97, 24,46) ermittelt.
Bezlglich des Alters zeigte sich, dass altere Patientinnen niedrigere fAMH-Werte auf-
wiesen als jingere Patientinnen (r = -0,11, p< 0,001). Das Durchschnittliche Alter betrug
34,28 Jahre (95% CI 33,57, 34,99) (Witzke et al. 2021).

Die genauen Werte sind in der folgenden Abbildung 10 grafisch dargestellt.
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Abbildung 10: Zusammenhang zwischen fAMH in ng/ml mit den soziobkonomischen Parametern Alter und BMI, Quelle:
Eigene Darstellung

6.2.3 AMH in Bezug auf andere Hormone

In der Follikelflissigkeit konnen neben dem AMH noch eine Vielzahl anderer Hormone
nachgewiesen werden. Die in Tabelle 6 aufgefihrten Hormone wurden in der vorliegen-
den Datenbasis untersucht und in Korrelation zum AMH gesetzt. Besonders auffallend
ist hierbei, dass eine negative Korrelation zu Vitamin D, FSH, TSH, Estradiol und Pro-
gestern besteht, wahrend im Zusammenhang mit LH das Gegenteil festzustellen ist. Das
bedeutet, dass bei htheren LH-Werten auch hohere AMH-Werte in den Follikeln enthal-
ten sind. Zwischen TSH und AMH konnte eine negative Korrelation gefunden werden
(Witzke et al. 2021). Hinsichtlich der Effektstarke ist festzustellen, dass die Korrelation

zwischen AMH und FSH sowie AMH und Progesteron besonders bedeutsam ist.
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Tabelle 6: Mittelwertkonzentration von AMH, Vitamin D, LH, etc. in Follikelflissigkeit mit einem CI von 95% und dem
Korrelationskoeffizienten (r) zwischen AMH in ng/ml und Vitamin D in ng/ml, FSH in miU/ml, LH in mIU/ml, TSH in plU/ml,
Testosteron in ng/ml, Estradiol in pg/ml, Progesteron in ng/ml (Witzke et al. 2021)

Hormon Mittelwert AMH Mittelwert des Hor- r p
mons
Vitamin D 2,86 (2,48; 3,25) 29,53 (27,80; 31,26) -0,13 (-0,14; -0,11) < 0,001
FSH 2,86 (2,47; 3,24) 8,00 (7,18; 8,81) -0,11(-0,12; -0,09) < 0,001
LH 2,85 (2,47; 3,24) 1,34 (1,10; 1,59) 0,35 (0,34; 0,37) < 0,001
TSH 2,86 (2,47, 3,24) 2,14 (1,98; 2,31) -0,13 (-0,14; -0,11) < 0,001
Testosteron 2,85 (2,47; 3,24) 6,53 (5,69; 7,37) -0.07 (-0,09; -0,06) < 0,001
Estradiol 2,90 (2,52; 3,27) 485675,41 -0.15 (-0,17; -0,13) < 0,001
(485675,41,
485675,41)
Progesteron 2,92 (2,56, 3,27) 11660,53 (11660,53, -0,21 (-0,23, -0,20) < 0,001
11660,53)

6.2.4 AMH in Bezug auf Behandlungsvariablen, Kulturvariablen, IVF,
und andere Parameter

Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwischen dem AMH mit verschiedenen Be-
handlungs-, sowie Kulturvariablen und anderen Parametern untersucht.

In Bezug auf die angewandten Behandlungsprotokolle konnte beispielsweise festgestellt
werden, dass der erste gemessene hCG-Wert in mlU/ml (dementsprechend der labor-
chemische Test um die Schwangerschaft festzustellen) positiv mit dem fAMH-Wert kor-
reliert (r = 0,17 (Sd 0,15; 0,20), p < 0,001). Ein besonders starker positiver Zusammen-
hang besteht auf3erdem zwischen dem letzten gemessenen AMH-Wert vor der Punktion
im Serum und fAMH (r = 0,36 (Sd 0,34; 0,38), p < 0,001) (Witzke et al. 2021). Mit jeweils
r = -0,06 fur Estradiol (Sd -0,08; -0,04, p < 0,001) und LH (Sd -0,09; -0,04, p < 0,001),
welches zum gleichen Zeitpunkt wie das letzte SAMH gemessen wurde, zeigte sich hin-
gegen ein lediglich schwacher signifikanter Zusammenhang. Fir den zuletzt gemesse-
nen Progesteronspiegel im Serum konnte auf einem Signifikanzniveau von 5 % kein sig-
nifikanter Zusammenhang festgestellt werden (r = 0,00; Sd -0,02; 0,02, p = 0,988).

In einem nachsten Schritt wurde analysiert, wie sich der Zusammenhang von fAMH und
den verwendeten Stimulationsdosen zeigt. Hierbei konnte ein signifikanter negativer Zu-
sammenhang sowohl fiir das insgesamt verwendete FSH (r = -0,11 (Sd -0,12; -0,09), p
< 0,001), als auch fir hMG (r = -0,14 (Sd -0,16; -0,13), p < 0,001) festgestellt werden.
Das bedeutet, dass je geringer die verwendeten Dosen in der Stimulation waren, desto
hoher waren die endgiltigen fAMH-Werte. Dasselbe gilt auch fiir die Anzahl der Tage,
die insgesamt fir die Stimulation benétigt wurden (r =-0,18 (Sd -0,20; -0,16), p < 0,001).
Umgekehrt verhalt sich der Zusammenhang zwischen fAMH und der totalen Anzahl an
gewonnen Eizellen je Punktion. Die beiden Parameter korrelieren signifikant schwach
positiv miteinander (r = 0,12 (Sd 0,10; 0,13), p < 0,001) (Witzke et al. 2021).
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In Bezug auf die durchschnittlich inseminierten und dann tatsachlich befruchteten Eizel-
len konnte ein signifikant schwach positiver Zusammenhang festgestellt werden (r = 0,10
(Sd 0,08; 0,11), p < 0,001 und r = 0,18 (Sd 0,16; 0,20), p < 0,001).

Daraufhin wurden die verschiedenen Kulturvariablen analysiert. In Bezug auf 2PNs bei
einer ICSI-Therapie konnte eine signifikant positive Korrelation mit AMH festgestellt wer-
den (r = 0,18 (Sd 0,16; 0,20), p < 0,001). Im Gegensatz dazu wurde fur die 2PNs nach
einer IVF-Behandlung ein signifikant schwach negativer Zusammenhang festgestellt (r
=-0,06 (Sd -0,08; -0,04), p < 0,001). Fur Metaphase | bzw. 1l Stadien konnten folgende
Korrelationen mit fAMH erhoben werden: M | r = -0,04 (-0,06; -0,02) p < 0,001 und M Il r
= 0,21 (0,19; 0,23) p < 0,001. Das bedeutet, dass jeweils eine signifikant negative Kor-
relation zwischen fAMH und M | bzw. M Il beschrieben werden kann.

In Bezug auf weitere Faktoren, die Uber die Meditex- Datenbank erhoben wurden, wie
beispielsweise das Vorkommen eines Uberstimulationssyndroms, welche Art von
Stimulationsprotokoll angewendet wurde oder ob eine IVF oder ICSI durchgefiihrt wurde,
konnte auf einem Signifikanzniveau von 5% leider kein signifikanter Zusammenhnag

festgestellt werden.

6.2.5 AMH in Bezug auf andere Hormone in FF und Serum

Des Weiteren wurde die Verbindung zwischen fAMH und sAMH untersucht. Wir be-
schrankten uns hierbei nicht nur auf das AMH, sondern untersuchten auch weitere Hor-
mone wie beispielsweise Vitamin D, LH, FSH und Testosteron. Auch diese Hormone
spielen im Kontext des Zyklus und der ART eine wichtige Rolle.
Dabei zeigte sich bei allen untersuchten Hormonen eine signifikante positive Korrelation.
Dies bedeutet, dass héhere Werte in der Follikelflissigkeit auch mit hdheren Werten im
Serum einhergehen. Neben dieser schon in der Literatur beschriebenen Aussage in Be-
zug auf AMH (Schenk et al. 2017), fallen besonders starke positive Korrelationen bei
Vitamin D, FSH, LH, TSH und hCG auf.

Die genaue Auflistung der Werte ist in der folgenden Tabelle 7 veranschaulicht. Des
Weiteren ist in Abbildung 11 eine Scatterplotmatrix zur besseren grafischen Darstellung

dieser Werte abgebildet.
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Tabelle 7: Mittelwertkonzentrationen von AMH in ng/ml, Vitamin D in ng/ml, aktives Vitamin D in ng/ml, FSH in miU/ml,
LH in mlU/ml, TSH in plU/ml, hCG in mlU/ml, Testosteron in ng/ml, Estradiol in pg/ml, Progesteron in ng/ml und VEGF in
ng/ml in Follikelflussigkeit und Serum mit einem Cl von 95% und dem Korrelationskoeffizienten (r) zwischen Serum und
Follikelkonzentration.

Hormon Mittelwert FF Mittelwert Serum r p
AMH 2,84 (2,45; 3,23) 0,79 (0,69; 0,89) 0,42 (0,40; 0,44) < 0,001
Vitamin D 29,62 (27,90; 31,33) 31,00 (29,15; 32,86) 0,82 (0,81; 0,83) < 0,001
Aktives Vitamin D 45,51 (42,42; 48,61) 53,53 (50,13; 56,94) 0,44 (0,41; 0,47) < 0,001
FSH 8,03 (7,22; 8,84) 12,62 (11,44; 13,80) 0,91 (0,91; 0,91) < 0,001
LH 1,34 (1,10; 1,59) 1,52 (1,26; 1,79) 0,69 (0,68; 0,71) < 0,001
TSH 2,14 (1,98; 2,31) 2,43 (2,19; 2,68) 0,75 (0,74; 0,76) < 0,001
hCG 44,26 (39,21; 49,30) 99,30 (90,42; 108,18) 0,75 (0,74; 0,76) < 0,001
Testosteron 6,52 (5,68; 7,36) 0,57 (0,50; 0,63) 0,38 (0,36; 0,40) < 0,001
Estradiol 485675,42 1381,90 (1381,90; 0,24 (0,20; 0,27) < 0,001
(485675,42; 1381,90)
485675,42)
Progesteron 11660,90 (11660,90; 10,86 (8,86; 12,86) 0,34 (0,31; 0,37) < 0,001
11660,90)
VEGF 4,56 (4,19; 4,92) 0,54 (0,44; 0,64) 0,40 (0,38, 0,43) < 0,001

Vitamin D Active vitD FSH
] ° S ;
wn g o° i
= 3 3 1 § 158 5
J0 (=] o [«] oy .
8 o | 88 ’ § g& o '
0 < T & g % o - éo
o
2 A 8 I 8 T I I I 1 I T =4 T T T T T
35 45 55 65 10 30 50
TSH HCGB Testosterone
© o
ke] 0
= © 7 26 a
5 i
3 N 3
= o <o 0
S Cal
o o o o o
1 3 5
Progesteron
2 =N )
o =
o N %0 o e o '§ o|
o P i %
o i © 5% Qo
S H g g
=) o i
~ S ® ]
(=] °5 o AN A E
@ L T T T
500 1500 2500 5 15 25 05 10 15

Serum

Abbildung 11: Scatterplotmatrix mit den Konzentrationen von AMH und anderen Hormonen im Serum und Follikelflissig-
keit.
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7 Diskussion

Betrachtet man zuallererst das Kollektiv der Patientinnen, so konnten wir mit unseren 61
Patientinnen mit einem durchschnittlichen Alter von 34,3 Jahren ein gutes Vergleichs-
kollektiv der Patientinnen in Deutschland abbilden. Das Durchschnittsalter der behan-
delten Frauen betrug laut Deutschem IVF Register im Jahr 2019 35,6 Jahre (D-1-R 2021).
Auch die Indikationen, die in unserem Patientenkollektiv zur ART fiihrten, ahneln den
Hauptindikationen in ganz Deutschland. Das Deutsche IVF Register gibt als Indikationen
fur IVF und ICSI Tubenpathologie, Endometriose, Hyperandrogenamie/PCO, Pathologi-
scher Zyklus, Psychische Faktoren, Alter, sonstige (inklusive uteriner oder zervikaler
Faktor), keine Angaben und normal an (D-I-R 2021). Diese entsprechen in grof3en Teilen
den Indikationen unseres Kollektiven (s. Ergebnisteil). Auf Patientinnen mit der Diagnose
Endometriose und PCO-Syndrom wurde bei der Auswahl aktiv verzichtet, um sicherzu-
stellen, dass diese Krankheitsbilder die AMH-Werte nicht beeinflussen.

Die Mehrheit der Patientinnen unseres Patientenkollektives erhielten eine ICSI-
Behandlung. Dies ist auch im deutschlandweiten Vergleich der Fall. Hierbei waren es
2020 39,7% ICSI und 16,8% IVF. Dies ist zwar in Bezug auf die ICSI-Behandlung mehr
als in unserem Kollektiv, allerdings ist zu berticksichtigen, dass in die deutschlandweite
Statistik auch kryokonservierte Eizellen einbezogen wurden (29,5%) (D-1-R 2021).

Fur das Eintreten einer klinischen Schwangerschaft konnten wir mit 54,1% einen hohe-
ren Wert als im gesamtdeutschen Durchschnitt erzielen (31,9%). Mit 26,23% Geburten-
rate in unserer Studie liegt der Durchschnitt leicht Uber dem gesamtdeutschen Durch-
schnitt, der bei 23,3% liegt (D-1-R 2021). Diese Diskrepanz kénnte damit erklart werden,
dass unser Kollektiv, wie oben beschreiben, Patientinnen mit Erkrankungen wie bei-
spielsweise PCO und Endometriose nicht berlicksichtigt. Dies kénnte auch die héhere

Rate an klinischen Schwangerschaften und Geburtenrate erklaren.

Betrachtet man die Methodik der bisherigen wissenschaftlichen Arbeiten, die das Anti-
Mdller-Hormon und dessen Auswirkung auf die ART behandeln, lag der Fokus oft auf
den Serumwerten (Melado et al. 20017, van Rooij et al. 2002). Allerdings spiegeln die
Follikel als Entstehungsort des AMH die tatsachlichen Werte deutlich besser wider als
die im Serum gemessenen Werte. Selbst wenn das fAMH untersucht wurde, wurden in
der Mehrzahl der Arbeiten nur gepoolte Werte untersucht (Wunder et al. 2008, Mehta et
al. 2013, Bolat et al. 2016). Diese Technik ist zwar leichter und schneller durchzufiihren,
ergibt aber ein Mischergebnis aus den einzelnen Werten und erlaubt es daher nicht,
Ruckschlisse auf den einzelnen Follikel zu ziehen. Daher kann es als Vorteil bewertet

werden, dass fur die Ergebnisse dieser Arbeit jeder Follikel einzeln punktiert wurde.
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Zudem gab es bisher in nur wenigen Arbeiten den Ansatz, einzelne Follikel zu punktie-
ren. Dies wurde allerdings dann mit der Einschréankung durchgefiihrt, nur den ersten
bzw. die ersten beiden dominanten Follikel zu punktieren (Fanchin et al. 2007, Arabza-
deh et al. 2010, Walters et al. 2019). Auf diese Weise konnten zwar Ruickschlisse auf
den einen einzelnen Follikel gezogen werden, jedoch nur in einer sehr geringen Anzahl
und auch nicht annahernd vollstandig fur die jeweilige Patientin. Somit geht ein Teil der
Informationen Uber die Follikel verloren.

Die Mehrzahl der bisher zu diesem Thema vorgestellten Studien konnten auch nur klei-
nere Fallzahlen vorweisen (TramiSak et al. 2015, Schenk et al. 2017, Skowronska et al.
2021). Mit einer Patientinnenzahl von n = 61 und daraus resultierend 376 einzelnen Fol-
likeln konnten wir eine stabile Datenbasis generieren (Witzke et al. 2021).

Eines der Hauptziele dieser Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen dem fAMH und
dem Durchmesser der einzelnen Follikel (und damit indirekt auf das Volumen) sowie das
Vorhandensein einer Eizelle herauszuarbeiten. Darauf basierend soll der Ablauf der ART
besser evaluiert werden kénnen und insgesamt eine wissenschaftliche Basis geschaffen
werden, um ein besseres Outcome hinsichtlich erfolgreicher kiinstlicher Befruchtungen
zu erzielen.

Durch die vorliegenden Daten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es eine signifi-
kant negative Korrelation zwischen dem Durchmesser der Follikel und dem darin bein-
halteten fAMH gibt. Das bedeutet, dass Follikel, die einen grél3eren Durchmesser haben,
nicht automatisch auch mehr fAMH beinhalten, sondern eine niedrigere Konzentration
aufweisen. Dieses Ergebnis kdnnte auf einen Verdiinnungseffekt hinweisen. Das bedeu-
tet, dass grof3e und kleine Follikel zwar die gleiche Menge an fAMH produzieren, dann
aber die Konzentration in grof3en Follikeln insgesamt auf Grund des grof3eren Volumens
sinkt (Witzke et al. 2021).

Die Empfehlungen zum Ablauf der ultraschallgesteuerten Eizellentnahme der European
Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) raten dazu, moglichst alle
Follikel zu punktieren und mit dem am néchsten liegenden Ovar und Follikel unabhangig
von der GréfRe zu beginnen (D'Angelo et al. 2019). Auf Grundlage dieser Arbeit kann
allerdings die Uberlegung angestellt werden, dass auf Grund des Verdiinnungseffekts
grof3e (und dadurch gut erreichbare) Follikel zuerst punktiert werden kénnen.
Betrachtet man die vorliegende Literatur gibt es nur wenige Studien, die Bezug auf den
Follikeldurchmesser und das fAMH nehmen. Friihere Forschungsarbeiten untersuchten
nicht stimulierte Follikel von kryokonservierten Ovarien. Dabei wurden bei grof3erem
Durchmesser niedrigere fAMH-Werte gemessen (Yding Andersen et al. 2008). Eine weli-

tere Arbeit von Desforges-Bullet et al. (2010) verglich je einen kleinen mit einem grol3en
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Follikel einer Patientin und kam zu dem Ergebnis, dass kleinere Follikel hdhere fAMH-
Werte enthielten als grof3e Follikel. Jedoch sind diese Ergebnisse nur eingeschréankt zu
bewerten, da die Follikel im ersten Fall nicht stimuliert waren, also nicht dem Zustand
wahrend einer ART entsprechen, und bei der zweiten Studie nur zwei Follikel verglichen
wurden. Dies spiegelt beide Male den tatséchlichen Ist-Zustand unter der ART nicht wi-
der.

Etwas spater wurde festgestellt, dass wenn man Follikel unterschiedlicher Grof3e von
unterschiedlichen Patientinnen vergleicht, die AMH-Werte bei steigendem Follikeldurch-
messer sinken (Batkjeer et al. 2015). Diese Ergebnisse ahneln zwar den Ergebnissen,
die in dieser Arbeit prasentiert werden, allerdings wurden bei Bgatkjeer et al. (2015) teil-
weise kryokonservierte Follikel verwendet und diese direkt mit Follikeln anderer Patien-
tinnen verglichen. Des Weiteren konnte mit n=80 untersuchten Follikeln eher eine kleine
Datenbasis generiert werden.

Andere Ergebnisse weisen im Gegensatz zu unseren Ergebnissen auf eine negative
Korrelation hin. Allerdings wurde der Follikeldurchmesser hier einerseits mit AMH-
Isoformen verglichen und andererseits hatten gro3e Follikel nur einen Durchmesser von
12mm (Mamsen et al. 2021). Diese Einteilung entspricht jedoch nicht dem durchschnitt-
lichen sonografischen Befund bei der Follikelpunktion, da Follikelgréf3en von mehr als
12 mm durchaus vorliegen kénnen. Andere Studien gehen eher von einer positiven Kor-
relation aus (Kedem et al. 2013). Allerdings muss beachtet werden, dass beispielsweise
in der Studie von Kedem et al. (2013) eine andere Herangehensweise durchgefuhrt
wurde. Zwar wurden groRe Follikel Uber eine IVF-Behandlung gewonnen, kleine und
mittlere allerdings Uber eine IVM-Behandlung. Das bedeutet, dass dabei zwei unter-
schiedliche Verfahren verwendet wurden, um die jeweiligen fAMH-Werte zu erheben.
Diese Diskrepanz macht einen direkten Vergleich der Werte schwierig.

Ein weiteres Verfahren, das bisher verwendet wurde um Follikelflissigkeit auf AMH zu
untersuchen, ist die Verwendung von kryokonservierten Follikeln. Diese stammen aus
Ovarien die vorher laparoskopisch entnommen wurden (Kristensen et al. 2019). Auch
hier gilt, dass durch die Kryokonservierung moglicherweise keine vergleichbaren Ergeb-
nisse erhoben werden kénnen.

Auch in einer Arbeit von Fanchin et al. (2005) konnte der oben beschriebene Zusam-
menhang zwischen der Follikelgrof3e und dem fAMH bestéatig werden. Allerdings gilt
auch hier wieder die Einschrankung, dass pro Patientin nur vier Follikel eingeschlossen
wurden. Dabei wurden nur zwei grof3e und zwei kleine Follikel miteinander verglichen.
In der vorliegenden Arbeit konnten hingegen alle erhobenen Werte durch ein einheitli-
ches Verfahren (IVF oder ICSI) generiert werden. Hierdurch sind die Daten sowohl bes-

ser vergleichbar, als auch dem normalen Ablauf der ART entsprechend. Ausgehend von
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den bisherigen Uberlegungen, dass eine VergroRerung des follikularen Durchmessers
nicht zu einer Erhéhung der fAMH-Produktion fuhrt, kénnen die Daten dies nicht nur mit
grofRer Fallzahl bestétigen, sondern durch eine behandlungsnahe Methodik hoch weiter
starken. Das bedeutet einen erstmaligen Zusammenhang der Follikelgro3e zum tatsach-
lichen Ablauf der ART (Witzke et al. 2021).

Eine weitere wichtige Fragestellung dieser Arbeit bezieht sich auf das Vorhandensein
einer Eizelle in einem Follikel und dem Zusammenhang mit dem jeweiligen fAMH. Es
konnte gezeigt werden, dass Follikel, die eine Eizelle enthalten eine signifikant hohere
fAMH-Konzentration aufweisen, als diejenigen ohne Eizelle. Die Mehrzahl der wissen-
schaftlichen Arbeiten, die bisher zu dieser Frage veroffentlicht wurden, gehen von die-
sem Zusammenhang aus und kénnen somit durch die hier vorliegenden Ergebnisse be-
starkt werden. Allerdings wurde in den bestehenden Studien entweder der Vergleich zu
sAMH und fAMH gezogen (Melado et al. 2017), gepoolte Werte verwendet (Wunder et
al. 2008) oder nur einzelne grolRe Follikel ausgewertet (Walters et al. 2019). Es existiert
allerdings auch eine Studie, die davon ausgeht, dass die fAMH-Konzentration nicht mit
der Entwicklung einer Eizelle korreliert werden kann (Skowronska et al. 2021). Des Wei-
teren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass auch die Anzahl der ins-
gesamt pro Patientin gewonnenen Eizellen vom fAMH abhéngig ist. Das bedeutet, dass
je hoher die fAMH-Werte waren, desto mehr Eizellen wurden insgesamt gewonnen. Der
Zusammenhang zwischen einer Eizelle in einem individuellen Follikel mit fAMH geht al-
lerdings noch einen Schritt tber die insgesamte Eizellzahl hinaus. Kombiniert man diese
Information mit den Ergebnissen beziiglich des Durchmessers, kdnnte man davon aus-
gehen, dass grol3e Follikel, die keine hoheren fAMH-Werte aufweisen als kleinere Folli-
kel, nicht zwangslaufig auch mit einer htheren Wahrscheinlichkeit eine Eizelle beinhal-
ten. Daher kann die Uberlegung angestellt werden, dass die Reihenfolge, in der die Fol-
likel punktiert werden, in Bezug auf das Vorhandensein einer Eizelle keinen ausschlag-
gebenden Einfluss hat. Das bedeutet, dass die Chancen, eine Eizelle zu erhalten, unab-
hangig von der Follikelgrof3e sein kdnnten und man hinsichtlich des Ablaufs der ART auf
diesen Faktor keine Rucksicht nehmen musste (Witzke et al. 2021).

Weitere Parameter, die routinem&Rig im Rahmen der ART erhoben werden, sind sozio-
okonomische Faktoren, wie beispielsweise das Alter der Patientinnen und deren BMI.
Da diese Parameter nichtinvasiv und ohne Aufwand in jedem Behandlungszyklus erho-
ben werden kdnnen, eignen sie sich sehr gut zur Auswertung (Witzke et al. 2021). Somit
ergibt sich, im Vergleich zu z. B. aufwendigeren Hormonbestimmungen im Labor, ein

einfacher Zugang zu den Auswertungsmoglichkeiten der ART. Aul3erdem wurden in
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diese Studie nur "gesunde" Patientinnen aufgenommen, um den Einfluss von Krankhei-
ten wie PCO oder Endometriose auf das Ergebnis zu minimieren.

In Bezug auf das Alter der Patientinnen konnte festgestellt werden, dass mit zunehmen-
dem Alter die fAMH-Werte sinken. Diese Erkenntnis untersttitzt bereits vorliegenden Er-
gebnissen die Aussagen, dass nicht nur sAMH mit héherem Alter sinkt, sondern auch
fAMH (Schenk et al. 2017, Kedem et al. 2014).

Ein weiterer soziodemografischer Faktor ist der BMI. Da sich der BMI aus Gewicht und
Grol3e zusammensetzt, konnen indirekt auch Riuckschlusse Uber das Gewicht der Pati-
entin gezogen werden. Uber den Zusammenhang zwischen dem BMI und fAMH ist in
der bestehenden Literatur wenig bekannt. In einer kirzlich veroffentlichten Studie wurde
der Zusammenhang zwischen dem BMI und sAMH untersucht. Doch die Ergebnisse
waren nicht eindeutig. In der linearen Regression wurde kein Zusammenhang der beiden
Parameter festgestellt, in der Quantilsregression jedoch ein negativer Zusammenhang
(Lim et al. 2021). Wir konnten mit einer grof3en Fallzahl zeigen, dass lediglich eine
schwach signifikant positive Korrelation nachzuweisen ist. Dies ist eine interessante
Feststellung, wenn man bedenkt, dass ein erhdhter BMI als limitierender Faktor fur Fer-
tilitat gilt (Leidenberger et al. 2014). Die Tatsache, dass der BMI keinen Einfluss auf das
fAMH hat, konnte darauf hinweisen, dass das Gewicht die Fertilitat nicht direkt Uber den
Follikel, sondern Uber andere Prozesse beeinflussen kénnte. Weitere Studien (z.B. Uber
den Zusammenhang anderer Hormone mit dem BMI) werden notwendig sein, um den

Zusammenhang zu klaren (Witzke et al. 2021).

Da im follikularen Milieu neben AMH eine Vielzahl an weiteren Hormonen zu finden ist,
erscheint es sehr sinnvoll und interessant, diese auch im Kontext mit AMH zu untersu-
chen. Bisher sind die Zusammenhange in der Follikelflissigkeit nicht ganzlich untersucht
und verstanden worden. In dieser Arbeit konnten negative Korrelationen zwischen AMH
und Vitamin D, FSH, TSH, Estradiol und Progestern sowie eine positive Korrelation zu
LH festgestellt werden.

Bisher existieren in der Literatur widerspriichliche Aussagen. Es wird einerseits davon
ausgegangen, dass es keinen (Kristensen et al. 2019), aber auch andererseits einen
positiven (Wolff et al. 2017) Zusammenhang zwischen Testostern und eine negative
(Fanchin et al. 2007/ Kristensen et al. 2019), bzw. keine Korrelation zu Estradiol existiert
(Wolff et al. 2017). Das bedeutet, dass die hier vorliegenden Ergebnisse dies unterstut-
zen, wenn auch einschrankend angemerkt werden muss, dass es sich jeweils um eine
schwache Korrelation handelt. Andererseits existieren auch Arbeiten, die davon ausge-

hen, dass es eine positive Korrelation zwischen AMH und Testosteron, sowie keine Kor-
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relation mit Estradiol besteht. Hierbei wurden die Follikel allerdings nicht im Zusammen-
hang einer typischen ART-Behandlung, sondern im Zusammenhang eines ,Natural Cyc-
les“ und somit mit nur einem Follikel der jeweiligen Patientin untersucht (Wolff et al.
2017).

Einen besonders signifikant starken positiven Zusammenhang konnte zwischen AMH
und LH festgestellt werden. Umgekehrt existiert eine negative Korrelation zwischen AMH
und Vitamin D, wenn auch diese in diesem Zusammenhang eher schwach ausfallt. In
beiden Fallen konnte damit die bisher in der Literatur vorhandene spéarliche Datengrund-
lage gefestigt und bestétigt werden (Merhi et al. 2014, Wolff et al. 2017, Bednarska et
al. 2019, Skowronska et al. 2021).

Obwohl diese Arbeit die Zusammenh&nge zwischen den einzelnen Hormonen und AMH
weiter beleuchten konnte, sollte dartber hinaus weitergehende Forschung betrieben
werden. So sollte beispielsweise der Einfluss der Hormone in der Follikelfliissigkeit auf
verschiedene Ergebnisse der ART, wie z. B. die Embryoqualitat oder die Schwanger-

schaftsrate, in ergdnzenden Studien untersucht werden.

Im nachsten Schritt soll der Zusammenhang zwischen AMH und Behandlungsprotokol-
len, Behandlungsvariablen, Kulturvariablen, IVF, etc. diskutiert werden.

Ein sehr entscheidender Wert im Rahmen der ART stellt das zuerst gemessene hCG
dar. Dartber kann laborchemisch ein erfolgreicher Embryonentransfer festgestellt wer-
den. In dieser Studie konnte festgestellt werden, dass zwischen diesem Wert und fAMH
eine positive Korrelation besteht. Die bisherige Studienlage zu diesem Wert liefert unter-
schiedliche Ergebnisse. Follikulares AMH wurde bereits als Pradiktor flr das Auftreten
einer klinischen Schwangerschaft und die Anzahl der Lebendgeburtenrate nach einem
Single Embryotransfer beschrieben (Capkin et al. 2012/ Ciepiela et al. 2019). Auf3erdem
kann auf Basis von Untersuchungen an Natural Cycle IVF-Behandlungen davon ausge-
gangen werden, dass hohere fAMH-Konzentrationen mit einer hoheren Kklinischen
Schwangerschaftsrate assoziiert sind (Wolff et al. 2021). Andererseits konnte in anderen
Studien keine Korrelation zwischen fAMH und der Schwangerschaftsrate bzw. klinischer
Schwangerschaft festgestellt werden (Bastu et al. 2015/ Li et al. 2015).

Da unsere Ergebnisse eher darauf hindeuten, dass fAMH auf das Eintreten einer Klini-
schen Schwangerschaft hinweisen kann, bestétigt sich erneut, die Relevanz dieses Mar-
kers fur die klinische Praxis der ART. In weiteren Studien muss untersucht werden, ob
dementsprechend eine Praferenz der einzelnen Follikel anhand des fAMH moglich und
sinnvoll ist. Somit kdnnen die Ergebnisse indirekt die These unterstitzen, dass fAMH als
Marker fur das Ergebnis der ART dienen kann (Witzke et al. 2021).
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Durch die Meditex- Datenbank wurden auch Parameter wie beispielsweise die verwen-
deten Stimulationsdosen oder die Anzahl der Tage, die fur die Stimulation benétig wur-
den, erfasst. Eine bisher vorliegende Studie zeigte, dass dies bei einer insgesamt gerin-
geren Dosis an verwendeten Gonadotropinen, die zur Stimulation verwendet wurden,
sowie einem kirzeren Stimulationsintervall nicht zu einer niedrigeren Schwangerschafts-
rate fuhrt (Hohmann et al. 2003). AuRRerdem ist bekannt, dass im follikularen Milieu die
gesamte antioxidative Kapazitat in der Follikelfllissigkeit geringer ist, wenn eine geringe
Dosis an Gonadotropinen zur Stimulation verwendet wurde (Aydogan et al. 2018).

Fur die Parameter verwendete Stimulationsdosen und die Anzahl der Tage, die fur die
Stimulation bendtigt wurden, konnte im Rahmen dieser Arbeit eine negative Korrelation
zu fAMH festgestellt werden. Diese Erkenntnis kénnte naturlich auch mit der Uberlegung
zusammenhangen, dass hohe fAMH-Werte in der Follikelflissigkeit das Vorhandensein
vieler Follikel gleichzeitig bedeutet und damit voraussetzt, dass dadurch niedrigere FSH-
und hMG-Dosen fur die Stimulation verwendet werden mussen. Kombiniert man diese
Erkenntnisse mit den bisher Vorhandenen, kann diskutiert werden, inwiefern fAMH auch
als Marker fur die Schwangerschaftsrate dienen kann. Wenn man davon ausgeht, dass
hohe fAMH-Werte in der Follikelflissigkeit bei niedrigen Stimulationsdosen mit FSH und
hMG vorkommen, kénnte dies ein Hinweis darauf sein, dass eine Schwangerschaftsrate
dadurch nicht eingeschrénkt ist. Da in dieser Arbeit der direkte Zusammenhang zur
Schwangerschaftsrate nicht abgebildet werden konnte, wird es notwendig sein, durch
weitere Studien diesen Zusammenhang sicher zu klaren (Witzke et al. 2021).

Ein weiterer Aspekt, der untersucht wurde, sind Kulturvariablen, wie das Vorkommen
von 2 PNs (Vorkernstadium) jeweils fir die IVF bzw. ICSI-Therapie, als unterschiedliche
Behandlungsformen. Es zeigte sich eine positive Korrelation zwischen fAMH und ICSI,
jedoch eine negative Korrelation zu IVF. Der Unterschied kdnnte hierbei in dem unter-
schiedlichen technischen Vorgehen der beiden Therapieformen begriindet sein. Bei ei-
ner ICSI-Behandlung wird das Spermium direkt in die Eizelle injiziert, wahrend bei einer
IVF-Behandlung die beiden Elemente nur zusammengebracht werden. Allerdings muss
beachtet werden, dass die Korrelation flr IVF zwar statistisch signifikant, aber mit r = -
0,06 eher schwach ist. Des Weiteren kommt hinzu, dass in der vorliegenden Arbeit die
Fallzahl von IVF-Behandlungen deutlich geringer war als von ICSI-Behandlungen. Daher
sollte, um diese Zusammenhénge sicher zur klaren, eine erneute Durchfiihrung der Mes-
sungen mit einer ausgewogenen Fallzahl hinsichtlich beider Verfahren erfolgen.

Leider waren die Ergebnisse, die den Zusammenhang zwischen fAMH und dem Vor-
kommen eines Uberstimulationssyndroms bzw. dem angewendeten Stimulationsproto-

koll, auf einem Signifikanzniveau von 5% nicht signifikant.
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Zusammenfassend lasst sich zur Auswertung der Informationen aus der Meditex-Daten-
bank sagen, dass diese einfach und ohne Aufwand Uber die Meditex-Datenbank erho-
ben werden kénnen. Dies macht sie fiir eine Auswertung sehr interessant. Uber diese
Parameter eine valide Aussage zu treffen, ware sehr wichtig, da dies eine direkte Rele-
vanz fur die tagliche Praxis bedeuten kénnte. Im Vergleich zu anderen Studien, die zu
dem Thema Follikelflissigkeit und AMH schon vorliegen, weist die hier vorliegende Ar-
beit zwar eine verhaltnismaRig grof3e Fallzahl auf, fur die Zukunft ware es aber wichtig,
gegebenenfalls mit noch breiterer Datenbasis Aussagen uber die oben genannten Pa-

rameter zu treffen.

Besonders interessant ist auch die Frage, ob zwischen fAMH und der insgesamten An-
zahl an Eizellen eine Verbindung besteht. Die Auswirkung auf den aktuellen bzw. ersten
Zyklus der kinstlichen Befruchtung erscheint zwar eher gering, allerdings kann nach
einer erfolglosen Behandlung gegebenenfalls auf kryokonservierte Eizellen aus der Fol-
likelpunktion zurtickgegriffen werden. Dies ist allerdings nur mdglich, wenn eine ausrei-
chende Anzahl an Eizellen gewonnen und kryokonserviert werden konnte. In dieser Ar-
beit kann gezeigt werden, dass je hther das gemessene fAMH ist, auch die Anzahl an
gewonnenen Eizellen steigt (Witzke et al. 2021). Diese Ergebnisse kénnen den bisheri-
gen Stand der Wissenschaft komplementieren. Der Zusammenhang wurde bisher schon
zwischen fAMH und sAMH (Walters et. al 2019/ Bolat et. al 2016) sowie zwischen fAMH
von PCO-Patientinnen festgestellt (Yilmaz et. al 2012). Dasselbe gilt auch fir eine Studie
von Wunder et al. (2008). Hierbei wurden allerdings gepoolte Werte fiir die Follikelfliis-

sigkeit verwendet.

AbschlieRend soll es zu einer Betrachtung und Diskussion von AMH und anderen Hor-
monen in der Follikelflissigkeit und im Serum kommen. Ein besonders starker positiver
Zusammenhang kann durch diese Arbeit zwischen dem letzten gemessenen AMH-Wert
vor der Punktion im Serum und fAMH festgestellt werden. Dieser Zusammenhang war
in der bisher vorliegenden Literatur schon beschrieben worden (Schenk et al. 2017).
Allerdings gilt auch hier, dass dieser Zusammenhang bisher nur mit geringen Fallzahlen
festgestellt werden konnte. Daher kdnnen die hier vorliegenden Ergebnisse den bisheri-
gen Stand der Wissenschaft stiitzen und erganzen. Fir diese Arbeit wurden im Gegen-
satz dazu alle auswertbaren aspirierten Follikel einer Patientin verwendet und somit eine
insgesamt grof3e Fallzahl generiert. Dadurch ist es mdglich, eine Aussage uber den ge-
samten Follikelpool der Patientinnen machen zu kénnen (Witzke et al. 2021). Des Wei-
teren erscheint die Tatsache, dass der durchschnittiche AMH-Wert im Serum niedriger

ist als in der Follikelflissigkeit, plausibel. Dies kbnnte darin begriindet sein, dass die
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Follikel auch der Produktionsort von AMH sind und erst von dort aus nach peripher ge-
langen, wo es dann im Serum in niedriger Konzentration gemessen werden kann.
Abschlieend kdnnen noch die weiteren Korrelationen zwischen fAMH und anderen Hor-
monen im Serum betrachtet werden. Hierbei fallt auf, dass diese fur jedes Hormon positiv
sind. Dementsprechend gehen also hohere fAMH-Werte auch mit hdheren Werten aller
untersuchten Hormone im Serum einher. Besonders bemerkenswert sind hierbei die
Korrelationen zu Vitamin D und FSH, da diese besonders stark sind. Dieser Zusammen-
hang konnte darauf zurtickzufihren sein, dass die untersuchten Hormone jeweils eine
Rolle im Rahmen der Befruchtung spielen und sich daher gegebenenfalls auch gegen-
seitig beeinflussen kénnten.

Fur den Vergleich Vitamin D und FSH im Serum mit der Follikelflissigkeit gilt, gegen-
satzlich zu sAMH, dass die Werte jeweils im Serum hoher sind als in der Follikelflissig-
keit. Dies kdnnte im Umkehrschluss damit begriindet sein, dass die genannten Hormone
nicht im Follikel, sondern an anderen Orten im K&rper synthetisiert werden und daher im
Serum durchschnittlich hoher gemessen werden kénnen (Kirsch et al. 2017/ Pape et al.
2019).

Die hier vorgelegten wissenschaftlichen Daten Uber die Follikelfliissigkeit wurden im Ver-
gleich zu anderen Studien mit einer groRen Fallzahl generiert. AuRerdem konnte jeder
Follikel einzeln untersucht und somit ein direkter Riickschluss auf den Durchmesser und
das Vorhandensein einer Eizelle gezogen werden und eine Verwendung von gepoolten
Werten vermieden werden.

Jedoch gibt es Einschrankungen, die abschliel3end diskutiert werden miissen. Basierend
auf den vorliegenden Daten ist es beispielsweise nicht moglich, einen direkten Zusam-
men von den jeweiligen Follikeln auf eine mogliche befruchtete Eizelle bzw., ob es Uber-
haupt zu einer Schwangerschaft oder Lebendgeburt durch diese Eizelle gekommen ist,
zu ziehen. Solche Rickschlisse mit einer statistischen Genauigkeit zu ermitteln wiirde
allerdings bedeuten, dass der Ablauf der ART nach der Follikelpunktion stark verandert
werden muisste. So werden normalerweise mehrere der per IVF oder ICSI befruchteten
Eizellen gesammelt inkubiert und somit ist eine nachtragliche Unterscheidung bzw. Zu-
ordnung nicht mdglich. Das bedeutet, dass in diesem Fall die Daten nur auf ,Populati-
onsebene® vorhanden sind. In anderen Féllen, z. B. zwischen zwei Follikelparametern
oder beim Vergleich zwischen Follikelflissigkeit und Serum, kdnnen die Werte ,eins-zu-
eins” abgeglichen werden.

Eine direkte Zuordnung in allen Fallen ware nur durch einen extrem hohen organisatori-
schen Aufwand zu bewaéltigen, der insgesamt eine Verlangerung des Prozesses bedin-

gen wirde. Um allerdings zu gewéhrleisten, dass es auf keinen Fall zu Verzégerungen
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und somit zu einem potentiell schlechteren Outcome fir die Patientinnen kommt, kann
diese Verlangerung des Ablaufs aus ethischen Griinden nicht toleriert werden. Die Er-
kenntnis Uber die Schwangerschaftsrate in Zuordnung mit dem jeweiligen Follikel ware
im Hinblick auf die Verbesserung des ART-Ablaufes jedoch sehr interessant und wichtig
und sollte in weiteren wissenschaftlichen Studien untersucht werden. Eine Mdglichkeit
sich dieser Fragestellung zu ndhern, kénnte die Untersuchung von Single Embryotrans-
fers oder Natural Cycle IVF sein.

Als weitere Limitation der Studie muss genannt werden, dass gegebenenfalls eine Un-
genauigkeit bei der Grolienmessung der Follikel entstehen kann. Um den Durchmesser
der Follikel zu bestimmen, wurden die Werte wahrend der Follikelpunktion gemessen.
Hierfiir wurden die Durchmesser vom Untersucher sonographisch geschatzt und nicht
millimetergenau in mehreren Ebenen gemessen. Um diese Ungenauigkeit zu reduzieren
erfolgte eine Unterteilung der Follikel in zwei Gruppen (grofR3e und kleine Follikel). Au-
Rerdem wurde die Menge an Follikelflissigkeit je Follikel nach der Eizellentnahme in
Millilitern erfasst.

Durch die fur diese Arbeit verwendete Methodik konnte gewahrleistet werden, dass der
normale Ablauf der ART unbeeinflusst blieb und somit auch die AMH-Werte nicht ver-
falscht wurden. Auerdem muss auch in diesem Punkt berticksichtigt werden, dass eine
noch genauere Bestimmung der Follikeldurchmesser gegebenenfalls eine verléangerte
Punktionszeit bedingt und damit eine vermehrte Belastung fir die Patientin auftreten
koénnte. Des Weiteren sollte laut den aktuellen ESHRE Empfehlungen Mehrfachpunktio-
nen und Seitwartshewegungen mit der Nadel im Ovar vermieden werden, um das Kom-
plikationsrisiko flr beispielsweise Blutungen zu senken (D'Angelo et al. 2019).

Auch ist anzusprechen, dass es technisch nicht méglich ist, eine Vermischung der ein-
zelnen Follikelflissigkeiten zu 100% zu vermeiden. Die Follikelflissigkeit wurde, nach-
dem ein Follikel punktiert war vollstandig aus dem Schlauchsystem abgelassen und auch
nach jeder Follikelpunktion vollstandig entleert. Damit kann eine Vermischung zwar mi-
nimiert werden, um allerdings eine 100%ige Trennung zu ermdglichen, wirde der Ablauf

der ART wieder verlangert werden mussen. (Witzke et al. 2021)

Abschlielend kann insgesamt jedoch festgehalten werden, dass die ,Standard Opera-
ting Procedures® (SOP) der ART zur Erhebung der Werte nicht verédndert wurden. Dem-
entsprechend bieten die Daten dieser Studie einen neuen Blickwinkel, vor allem auf den
Zusammenhang zwischen dem fAMH und dem Follikeldurchmesser bzw. das Vorhan-
densein einer Eizelle. Dementsprechend kann der aktuelle Stand der Wissenschaft

durch diese Arbeit gefestigt und erweitert werden. Hierdurch soll langfristig die ART ver-
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bessert werden. Dennoch ist es zukinftig wichtig, Fragestellungen zum direkten Zusam-
menhang zwischen einzelnen Follikeln und dem Eintreten einer Schwangerschaft zu kla-
ren. Nur so wird es mdglich sein, den Ablauf der ART weiter zu verbessern und somit
den Paaren, die eine kinstliche Befruchtung in Anspruch nehmen muissen, noch bes-

sere Chancen auf die Erflllung des Kinderwunsches zu ermdglichen.
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8 Zusammenfassung

Die Hauptfragen, die diese Arbeit beantworten sollte, bezogen sich auf den Zusammen-
hang des follikularen Anti-Muller-Hormon (AMH) mit dem Follikeldurchmesser, das Vor-
handensein einer Eizelle und anderen Hormonen und Vitaminen. Dadurch soll es lang-
fristig moglich sein, neue Erkenntnisse zu gewinnen, die zum besseren Verstandnis der
Eizellreifung etc. beitragen koénnen.

Die bisherige Forschung zum follikularem AMH (fAMH) konnte bereits Hinweise darauf
liefern, dass es einen Zusammenhang zwischen dem fAMH und dem Follikeldurchmes-
ser bzw. dem Vorhandensein einer Eizelle gibt (beispielsweise Desforges-Bullet et al.
2010, Kedem et al. 2013, Mamsen et al. 2021). Die entsprechende Forschung bezog
sich dabei jedoch auf geringe Fallzahlen, auf die Untersuchung von kryokonservierten
oder durch In-vitro-Maturation (IVM) gewonnene Follikel oder auf den Vergleich mit ei-
nem dominanten Follikel.

In dieser Arbeit konnte basierend auf einem grof3en Datensatz die Follikelfliissigkeit ei-
ner Mehrzahl von Follikeln der jeweiligen Patientin untersucht werden, ohne den norma-
len Ablauf der ART zu veréndern.

Zusammenfassend lasst sich dabei festhalten, dass bezlglich des Follikeldurchmessers
und fAMH eine signifikant negative Korrelation besteht (1 ng/ml weniger je groR3er der
Durchmesser, p < 0,001). Daraus kann abgeleitet werden, dass die Granulosazellen der
grof3en Follikel nicht unbedingt mehr AMH produzieren als kleine Follikel. Dementspre-
chend beinhalten kleine Follikel eine signifikant héhere Konzentration von AMH als
grof3e Follikel.

Im Zusammenhang mit dem Vorhandensein einer Eizelle konnte gezeigt werden, dass
das Vorhandensein einer Eizelle signifikant mit dem AMH-Spiegel verbunden ist (mittle-
rer Durchschnitt 2,1 ng/ml, p < 0,001). Hohe follikulare AMH-Werte kénnen demnach
eher in Follikeln gemessen werden, die eine Eizelle aufweisen.

Des Weiteren konnten neue Erkenntnisse gewonnen und bisher bestehende Kenntnisse
zwischen fAMH, Steroidhormonen, Vitamin D, sozio6konomischen Parametern und ver-
schiedenen Behandlungsvariablen gefestigt werden.

Es zeigte sich, dass zwischen dem fAMH und dem Alter der Patientinnen eine schwache,
aber signifikant negative Verbindung besteht (r = -0,11, p < 0,001). Das bedeutet, dass
die Follikel von alteren Patientinnen niedrigere fAMH-Werte aufweisen als bei jliingeren
Patientinnen.

Zwischen fAMH und dem Body-Mass-Index (BMI) der Patientinnen wurde lediglich eine
leicht signifikant positive Korrelation hergestellt (r = 0,03, p < 0,006). Zwischen fAMH
und Vitamin D (r =-0,13, p < 0,001). bzw. Progesteron (r =-0,21, p < 0,001) konnte eine
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negative Korrelation festgestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass zwischen
fAMH und dem luteinisierenden Hormon (LH) eine signifikant positive Korrelation besteht
(r=0,35, p<0,001).

Durch diese Arbeit konnte ein ganzheitliches Bild der Follikel wiedergegeben werden, da
fast alle Follikel der jeweiligen Patientin in die Auswertung aufgenommen wurden. Daher
konnte erstmals jeder Follikel einzeln und vergleichbar auf die oben genannten Parame-
ter untersucht werden. Denn bisher spiegelten die vorhandenen Ergebnisse immer nur
Teilaspekte der ART wider (Kryokonservierung, IVM, einzelne Follikel, dominanter Folli-
kel etc.). Die grundsatzlich geltenden ,Standard Operating Procedures® (SOPs) wurden
dementsprechend fur diese Arbeit nicht verandert. Die dadurch gewonnen Erkenntnisse
liefern grundlegende Informationen Uber die Rolle des AMH in der ART, besonders in
Bezug auf die Follikelfliissigkeit. Der aktuelle Stand der Wissenschaft zu diesem Thema
wird demnach erganzt. Das neugewonnene Wissen unterstitzt folglich die zukinftige
Weiterentwicklung und Verbesserung der Reproduktionsmedizin.

Weitere Forschungen, z. B. zur Wirkung von AMH auf die Befruchtungsrate und Eizell-
entwicklung, sind notwendig, um die assistierte Reproduktionstechnologie in Zukunft

weiter zu verbessern.

Summary

The main questions to be answered by this work were related to the relationship of fol-
licular anti-Mullerian hormone (AMH) with follicular diameter, the presence of an oocyte
and other hormones and vitamins. In the long term, this should make it possible to gain
new insights that can contribute to a better understanding of oocyte maturation, etc.
Previous research on follicular AMH (fAMH) has already provided evidence that there is
a relationship between fAMH and follicular diameter or the presence of an oocyte (see,
for example, Desforges-Bullet et al. 2010, Kedem et al. 2013, Mamsen et al. 2021). How-
ever, this has only ever been done on the basis of small numbers of cases, by studying
cryopreserved follicles or follicles obtained by in vitro maturation (IVM), or by comparison
with a dominant follicle.

In this work, based on a large data set, it was possible to examine the follicular fluid of a
majority of follicles of the respective patients without changing the normal course of ART.
In conclusion, there is a significant negative correlation between follicular diameter and
fAMH (1 ng/ml less the larger the diameter, p < 0.001). It can be inferred that granulosa
cells of large follicles do not necessarily produce more AMH than small follicles. Accord-
ingly, small follicles contain a significantly higher concentration of AMH than large folli-

cles.
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In relation to the presence of an oocyte, the presence of an oocyte was shown to be
significantly associated with AMH levels (mean average 2.1 ng/ml, p < 0.001). High fol-
licular AMH levels may be more likely to be measured in follicles that have an oocyte.
Furthermore, new insights were gained and previously existing knowledge between
fAMH, steroid hormones, vitamin D, socioeconomic parameters and various treatment
variables was consolidated.

It was found that there was a weak but significant negative association between fAMH
and patient age (r = -0.11, p < 0.001). This means that the follicles of older patients have
lower fAMH levels than those of younger patients.

Only a minimally significant positive correlation was established between fAMH and pa-
tient body mass index (BMI) (r = 0.03, p < 0.006). A negative correlation was found be-
tween fAMH and vitamin D (r = -0.13, p < 0.001). or progesterone (r = -0.21, p < 0.001).
In contrast, fAMH and luteinizing hormone (LH) were shown to have a significant positive
correlation (r = 0.35, p < 0.001).

This work made it possible to reflect a holistic picture of the follicles, since almost all
follicles of each patient were included in the evaluation. Therefore, for the first time, each
follicle could be examined individually and comparably for the above-mentioned param-
eters. Until now, the available results only reflected partial aspects of ART (cryopreser-
vation, IVM, single follicle, dominant follicle, etc.). Accordingly, the basically applicable
"Standard Operating Procedures" (SOPs) were not changed for this work. The findings
thus gained provides basic information on the role of AMH in ART, especially in relation
to follicular fluid. This can add to the current state of science on this topic. Thus, this
knowledge may be useful for future development and improvement of reproductive med-
icine.

Further research, e.g. on the effect of AMH on fertilization rate and oocyte development,

is necessary to further improve assisted reproductive technology in the future.
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