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Zusammenfassung

Einleitung
Die Ermittlung der Eizellqualitidt stellt eine groe Herausforderung in der
Kinderwunschbehandlung dar, da sie ausschlaggebend fiir den Befruchtungserfolg ist.
Der Follikelfliissigkeit (FF), welche die Eizelle umgibt, wird dabei eine wichtige Rolle
zugeschrieben. Die FF beinhaltet eine groBe Anzahl unterschiedlicher Biomarker, deren
Einfluss auf die IVF (in-vitro Fertilisation) - Behandlung Gegenstand intensiver
Forschung ist. Das Anti-Miiller-Hormon (AMH) ist klinisch etabliert in seiner Rolle zur
Abschitzung der verbleibenden Fertilitét bei Patientinnen. Der Zusammenhang zwischen
Volumen eines Follikels und dem entsprechenden AMH Gehalt soll in der vorliegenden
Studie ermittelt werden. Eine Korrelation der beiden Parameter wiirde den Prozess der
IVF-Behandlung erleichtern und aufwéndige Schritte im Embryologie-Labor eriibrigen.

Material und Methoden
Es wurden AMH-Konzentrationen und Volumina von 24 Follikeln von 3 Patientinnen
retrospektiv analysiert. Diese wurden im Rahmen einer IVF-Behandlung am
Kinderwunschinstitut Schenk GmbH (Dobl, Osterreich) erfasst.

Ergebnisse
Eine Testung auf Normalverteilung mit dem Kolmogorov-Smirnov-Anpasssungs-Test
ergab eine Normalverteilung der Volumina (1,462 , p = 0,028) jedoch nicht der AMH-
Werte (0,968 , p = 0,306). Eine anschlieBende Rangkorrelation nach Spearman zeigte
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Follikelvolumen und der jeweiligen
AMH Konzentration im Follikel (-0,057 , p=0,791).

Diskussion
In der vorliegenden Studie konnte kein Zusammenhang zwischen Follikelvolumen und
AMH-Gehalt gefunden werden. Der Grund fiir die wunterschiedlichen AMH
Konzentrationen in den einzelnen Follikeln konnte in den Stoffwechselaktivititen der
Granulosazellen oder einem aktiven Transport von AMH aus dem Follikel liegen. Der
Fokus weiterer Studien sollte auf die separate Aspiration einzelner Follikel und deren
Follikelfliissigkeiten gelegt und mit einer groBeren Stichprobenanzahl durchgefiihrt

werden um die vorliegenden Resultate zu bestétigen.




Abstract

Introduction
The evaluation of oocyte quality is crucial for a successful fertilization in infertility
treatment. The follicular fluid (ff), which is surrounding the oocyte, is ascribed an
important part in predicting the oocyte quality. The ff contains a considerable number of
diverse biomarkers whose influences on IVF (in-vitro fertilisation) are part of intense
research. The Anti-Mullerian hormone (AMH) is established as the most potent marker
for ovarian reserve testing, because it declines as female age increases. This study will
look at the close coherence of follicular volume and the correlating AMH concentration.
The correlation of both parameters could facilitate IVF process and replace complex

tasks in the embryology laboratory.

Material and methods
The AMH concentrations and volumes of 24 follicles from 3 patients undergoing IVF
treatment at the Kinderwunsch Institut Schenk GmbH (Dobl, Austria) were
retrospectively analysed.

Results
Testing for normal distribution (Kolmogorov-Smirnov test) revealed a normal
distribution for all volumes analysed (1,462 , p = 0,028), but not for AMH-
concentrations (0,968 , p = 0,306). Subsequent Spearman rank correlation found no
significant relationship for follicular volume and the corresponding AMH concentration
(-0,057 ,p=0,791).

Discussion
In conclusion, the present study showed no significant correlation between follicular
volume and AMH concentration. Reasons for the differences in AMH concentrations in
individual follicles may be based on differences in metabolic activity of the granulosa
cells surrounding the oocyte, or the active transport of AMH through the follicular wall.
Future studies should focus on the separate aspiration of individual follicles and the

analysis of the respective ff with higher sample size to confirm the present results.
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1 Einleitung

1.1 Physiologie am Ovar, Follikelreifung und Ovulation

1.1.1 Embryonale Entwicklung des Ovars
Sobald die Primordialzellen in der 7. Embryonalwoche in die Genitalleiste eingewandert

sind bezeichnet man sie als Oogonien. Die Anlage des Ovars besteht aus Mesenchym,
proliferierendem Keimephithel und Oogonien, den spdteren Eizellen. Die Oogonien teilen
sich circa bis zur 33. Schwangerschaftswoche, vor und nach diesem Zeitpunkt finden
atretische Vorginge statt, sodass zum Zeitpunkt der Geburt des weiblichen Neugeborenen
noch ein bis zwei Millionen Pramordialfollikel iibrig sind und zum Zeitpunkt des Eintritts
in die Pubertdt noch etwa 300.000-500.000 Stiick. Je nach Anzahl der fruchtbaren Jahre
einer Frau und der Schwangerschaften inklusive Stillperioden treten bei einer Frau bis zu
500 Eispriinge auf. Die Teilungsaktivitdten der Eizellen sind bis zur Menarche pausiert, sie
verweilen im Diktyotédn. Erst mit der Ovulation erfolgt die erneute Aktivierung und das
Wachstum wird wieder aufgenommen (1,2).

Im Unterschied zu den weiblichen Eizellen werden die ménnlichen Spermien im
reproduktiven Alter stetig neu gebildet, wahrend bei Frauen der Grundstock bereits in ihrer
eigenen Embryonalperiode gebildet wird und sich ab diesem Zeitpunkt verringert. Hierin

begriindet sich die starke Abnahme der Fertilitdt von Frauen mit zunehmendem Alter (1).

1.1.2 Follikulogenese und Selektion
Die Follikelreifung gliedert sich in die Follikelphase, die Ovulation und die Lutealphase

(3).

Vor der Ovulation kommt es zu einer Rekrutierung von multiplen Follikeln in
unterschiedlichen Reifungsstadien. Die zyklische Follikelreifung nimmt in etwa 85 Tagen
in Anspruch und findet parallel in unterschiedlichen Stadien statt, d.h. im reproduktiven
Alter liegen zu jedem Zeitpunkt verschiedene Reifungsstufen am Ovar vor. Sie gliedern
sich in folgende Stadien: Primordialfollikel, Primérfollikel, Sekundirfollikel und den
Tertidrfollikel, welcher als groBer Graafscher Follikel sprungreif wird und die Eizelle zur
Befruchtung freigibt.

Die Anzahl der rekrutierten Follikel nimmt mit dem Alter kontinuierlich ab, d.h. je jiinger
die Frau, desto mehr Follikel werden pro Zyklus bei ihr aktiviert.

Die Vorgénge der Follikelreifung am Ovar nennen sich ,,ovarieller Zyklus* mit Einschluss
der weiteren hormonellen physiologischen Verdnderungen am weiblichen Korper lautet die

Bezeichnung ,,Menstruationszyklus®, wobei ein durchschnittlicher Zyklus circa 28+3 Tage
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dauert. Die Phasen des weiblichen Zyklus gliedern sich auch hormonell in die
Follikelphase, die Ovulation und die Lutealphase. Am Endometrium unterscheiden sich die
Proliferationsphase (von Tag 1-15) und die Sekretionsphase (von Tag 16-28) (2,4,5).

Gesteuert wird das Follikelwachstum durch Granulosazellen (GC) die auf
follikelstimulierendes-Hormon (FSH) ansprechen, Theka- bzw. Interstitialzellen welche
auf luteinisierendes Hormon (LH) reagieren und weitere Zellen wie immunkompetente
Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten. Die Granulosazellen bilden eine innere Wand des
Follikels und die Thekazellen eine &uBlere. Die Thekazellen produzieren Androgene,
welche durch die Granulosazellen zu Estradiol aromatisiert werden. Histologisch unterteilt
man Thekazellen in Thekainterstitialzellen, welche den Follikel umgeben,
Hilusinterstitialzellen, dhnlich den Leydig-Zellen des Hodens, primédre Interstitialzellen,
dhnlich den fetalen Leydig-Zellen, und sekundire Interstitialzellen, Reste von atretischen
Follikeln. Granulosazellen hingegen lassen sich histologisch anhand ihrer Lage in basale,
antrale und kumulusnahe unterschieden. Aufgrund der Rekrutierung multipler Follikel
findet ein Selektionsprozess statt, bei dem ein dominanter Leitfollikel entsteht, welcher zu
spaterem Zeitpunkt derjenige sein wird, der ,springt“ (Graaf-Follikel). Dieser
Selektionsprozess begriindet sich in dem Zusammenspiel zwischen reifenden Follikeln und
deren Hormonproduktion sowie hypophysér freigesetzten Hormonen. Der Follikel mit der

hochsten Ostrogenproduktion wird zum dominanten Follikel (2,4,6,7).

1.1.3 Ovulation
Das Ende der Follikulogenese stellt die Ovulation dar. Der Begriff beschreibt die

,hormonell induzierte Ruptur des Follikels mit Freigabe der Oozyte in die Tube ca. 40
Stunden nach Beginn des LH-Anstiegs oder 35-40 Stunden nach einer medikamentdsen
Ovulationsinduktion® (8).

Hierbei vergroBert sich der Follikel deutlich, 16st sich auf und der cumulus-oocyte complex,
COC gelangt in die freie Bauchhohle wo er vom Fimbrientrichter aufgenommen und

weitertransportiert wird (2,3).




1.2 Die Follikelfliissigkeit

1.2.1 Anatomisch-histologischer Aufbau eines Follikels
Zu jedem Zeitpunkt liegen im Ovar Follikel in verschiedenen Reifungsstadien vor, siehe

Abbildung 1. Vom Primordialfollikel entwickelt sich der Follikel tiber Primér- und
Sekundir- zum Graafschen Follikel an dem die Ovulation stattfindet und die Oozyte
freigegeben wird. Anschlieend entsteht aus dem Follikelrest der Corpus luteum und wird

im Zyklusverlauf zum Corpus albicans (3).

Sekundé:follikel Primérfollikel

."-. )/

. -/ Primordialfollikel
~ 2 = ' = % zf
8 -.'f~
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S \\, .
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Ovulation

Abbildung 1: Die Follikelentwicklung am Ovar (adaptiert von http.:/fblt.cz/en/skripta/viii-rozmnozovaci-soustavy/I-
zenske-pohlavni-organy-tehotenstvi-a-porod/ Zugriff am 11.11.2016)

Die Eizelle ist umgeben von den Cumuluszellen und diese wiederum von der
Follikelfliissigkeit. Umhiillt wird der Komplex von der Basallamina und den Thekazellen,
dargestellt in Abbildung 2.
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Basal lamina

Granulosazellen

Follikelfliissigkeit

Cumulus-Oozyte-
Komplex (COC)

Thekazellen

Abbildung 2 Der antrale Follikel und seine Inhalte (adaptiert von Hennet et al. 2012 (9))

Man unterscheidet zwei verschiedene Arten von Granulosazellen. Die muralen
Granulosazellen kleiden den Follikel aus und die Cumuluszellen welche die Eizelle
umgeben und mit ihr den COC, bilden. Zugleich wird jeder Follikel umhiillt von einer
Basallamina, eine extrazellulire Matrix, die den inneren Teil des Follikels von den
Thekazellen mit ihren Blutgefilen trennt. Diese Basallamina ist Teil der blood-follicle

barrier, BFB(9,10).

1.2.2 Entstehung
Die Follikelfliissigkeit (FF oder [liquor folliculi), entsteht im Rahmen des

Follikelwachstums. Beim Sekundirfollikel bildet sich zwischen den Granulosazellen im
interzelluldren Spalt das abgeschlossene antrum folliculi welches die FF beherbergt. Sie
setzt sich zusammen aus den Sezernierungsprodukten von Granulosa- und Thekazellen
sowie Serumbestandteilen. Durch einen osmotischen Gradienten, hervorgerufen durch die
Sezernierung von Hyaluron, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat und Glykosaminoglykane,
durch die Theka- und Granulosazellen, entsteht ein Druck, welcher Serum aus den thekalen
Blutgefidlen bewegt (11). Versican, ein Chondroitinsulfat Proteoglycan Hyalectan, bewirkt

eine Verklumpung von Hyaluron und anderen osmotisch wirksamen Stoffen zu gréferen

4



Aggregaten und verhindert somit, dass diese aus der FF austreten kann (12). Gleichzeitig
wird der kolloidosmotische Druck erhoht. Eine geringere Rolle, bei der Erhohung des
onkotischen Drucks spielt freie DNA in der FF. Es gibt Hinweise beim Rind, dass
Granulosazellen nicht an klassischer Apoptose zugrunde gehen, sondern iiber einen
Verhornungsprozess. Deshalb liegen in der FF groBere DNA-Stiicke vor, welche ebenfalls
onkotisch wirksam sind (13). Somit sammelt sich zunehmend Fliissigkeit an. Mit dem
Follikelwachstum wachsen und dehnen sich die Blutgefile um den Follikel aus. Es wird
allgemein angenommen, dass die Gefde hier keinen limitierenden Faktor fiir das
Follikelwachstum darstellen. Jedoch gibt es Hinweise, dass der Blutfluss einen Einfluss auf
die Follikelselektion hat (14,15). Im Vergleich zur Blutmenge, welche durch die thekalen
GefaBBe flieBt, ist die Menge an FF sehr gering und es wird nicht davon ausgegangen, dass
der Blutfluss die Menge an FF beeinflusst, jedoch konnte der Druck im Gefdll bei manchen
Ereignissen, z.B. dem Eisprung, einen Einfluss haben (16).

Aus den thekalen Kapillaren tiberwindet die FF auf dem Weg zum Antrum das Endothel
der Kapillare, die subendotheliale Basallamina, das Interstitium, die follikuldre

Basallamina und die membrana granulosa des Follikels, dargestellt in Abbildung 3.
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Abbildung 3: Weg der Follikelfliissigkeit, Route 1 und 2, dargestellt durch durgehende Pfeile, zeigen den Weg der
Fliissigkeit zwischen den Zellen an. Die Routen 3 und 4, die gestrichelten Pfeile, zeigen den Weg durch die Zellen an,
also transzelluldre Wege, vermittelt durch Aquaporine oder Transzytose (adaptiert von Rodgers et al. 2010 (16))
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Das aus der Kapillare austretende Serum, mit seinen Bestandteilen, muss die
subendotheliale Basallamina, das Interstitium, die follikuldre Basalalamina und schlie3lich
noch die membrana granulosa, iiberwinden, um sich im Antrum anzusammeln. Es kommt
zu einem interstitiellen Odem durch verinderte Durchlissigkeit der thekalen Gefie, doch
sind weitere Mechanismen fiir den Transport ndtig. Diskutiert wurden hierfiir eine
Natriumpumpe und Glycosaminoglycan-Spaltungen welche beide fiir eine Erhohung des
kolloidosmotischen Drucks im Follikel verantwortlich sind (16,17).

Da sich auch relativ gro3e Serumproteine in der FF befinden geht man davon aus, dass die
membrana granulosa keine dichte Barriere darstellt. Es finden sich jedoch grofere
Plasmaproteine, tber 100 kDA, in deutlich geringerer Konzentration in der
Follikelfliissigkeit als im Plasma. Dies deutet auf eine selektive Barriere zwischen Blut und
Follikel hin (16).

In der follikuldiren Wand befinden sich Aquaporine, welche moglicherweise an einem
aktiven Transport von Wasser in den Follikel beteiligt sind. Bei Ratten und Schweinen
wurden die Aquaporine 1,5,7,8 und 9 in den Granulosazellen nachgewiesen, und sind dort
am aktiven Wassertransport in den Follikel beteiligt (18,19).

Die Granulosazellen proliferieren weiterhin und formieren sich wéhrend des
Wachstumsprozesses neu. Die genauen Umstinde wie die Reorganisation der
Granulosazellen und die Verdanderungen der tight junctions zwischen ihnen vor sich gehen,
sind noch ungeklirt. Die Geschwindigkeit mit der es zur Antrumbildung und
Follikelexpansion kommt, hingt vor allem davon ab, ob es sich um einen dominanten oder

untergeordneten Follikel handelt. (16,20,21)

1.2.3 Das antrum folliculi
Das antrum folliculi ist der fliissigkeitsgefiillte Hohlraum in dem die Oozyte heranreift (9).

Sobald ein Antrum gefiillt mit FF deutlich erkennbar wird spricht man von einem
Tertidrfollikel.

Da im Follikel vor Bildung einer Hohle multiple Zellverbindungen zwischen allen
benachbarten Zellen bestehen, bilden sich zundchst verschiedene kleine Ansammlungen
von Fliissigkeit. Diese wachsen und verschmelzen dann an Stellen wo die
Zellverbindungen, tight junctions, sparlicher sind oder Zellen absterben und sich Freirdume
bilden, Auch bei gesunden Follikeln werden abgestorbene Granulosazellen beobachtet.

Dies ist eine mogliche Erkldrung fiir den DNA-Gehalt in der FF (16).




Teil dieses Ausdehnungsprozesses ist auch ein Umbau von Theca interna und externa, dem
ovariellen Stroma, Tunica albuguinea und dem Oberflichenepithel. Ebenso wie die
Anndherung des Follikels an die Oberflidche des Eierstocks (16).

Generell beeinflusst vor allem FSH das Follikelwachstum. Die Grofe des Antrums wird
vermutlich von multiplen endokrinen und autokrinen Prozessen reguliert, welche noch
nicht vollstindig untersucht sind. Zum genauen Zusammenhang zwischen
Granulosazellproliferation, Antrumbildung und allgemeinem Follikelwachstum gibt es

mehrere Theorien, von denen sich noch keine definitiv bestétigen lies (16).

1.2.4 Die BFB, blood follicle barrier
Die BFB stellt eine funktionelle Begrenzung des Follikels mit seiner FF dar. Sie besteht

bereits in frithen Stadien der Follikulogenese und setzt sich funktionell aus mehreren
Teilen zusammen. Dem GefdBBendothel schlief3t sich die subendotheliale Basismembran an
mit dem thekalen Interstitium und vor der membrana granulosa liegt die follikuldre
Basismembran (Abbildung 4). Sie trennt die einzelnen Follikel voneinander, grenzt sie
gegen die BlutgefiBBe in der vaskularisierten theka interna ab und schiitzt die sich
entwickelnden Follikel vor fremden oder schidlichen Stoffen z.B. Toxine, Medikamente.
Innerhalb der BFB gibt es keine GefalBversorgung. Erstmals beschrieben wurde die BFB
im Jahr 1973 durch Shalgi et al., welche Unterschiede in der Proteinzusammensetzung

zwischen Serum und FF feststellten (10,22).
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Abbildung 4 Die blood follicle barrie, ( adaptiert von Siu et al. 2012 (10))




Die BFB stellt ein ,molekulares Sieb” dar und filtert auf Hohe der follikuldren
Basalmembran Molekiile von mittlerem Molekulargewicht. So werden beispielsweise
IgG1 (ca. 150 kDa), Inter-alpha-Trypsin-Inhibitor (220 kDa) und Fibrinogen (340 kDa) in
viel geringerer Konzentration im Follikel gemessen. Sie konnen zwar bis zum Interstitium
vordringen werden jedoch von der follikuliren Basalmembran daran gehindert in die
Follikelfliissigkeit {iberzutreten. Diese ist somit selektiv permeabel fiir schwerere Molekiile
(10,23). Wihrend der Follikulogenese verdndert sich die follikuldre Basismembran
dynamisch in ihrer Zusammensetzung und moglicherweise édndert sich ebenfalls die
Durchléssigkeit der Molekiile wihrend dieses Umbaus (24).

Noch groBBere Molekiile wie beispielsweise IgM (ca. 900 kDa) werden bereits vom
Gefilendothelium und seiner subendothelialen Basismembran zuriickgehalten (23). Das
GefaBendothel kontrolliert den Austritt von Molekiilen in das umgebende Gewebe durch
seine tight junctions, adherens junctions und Desmosomen welche die endothelialen Zellen
miteinander verbinden (25,26).

Die BFB operiert in beide Richtungen und verhindert das Ausstromen von grof3en
Molekiilen, sezerniert durch die Eizelle oder den Granulosazellen und erhidlt somit den
kolloidosmotischen Druck aufrecht (16).

Die BFB hat einen wichtigen Stellenwert in der Follikulogenese da sie den Follikel schiitzt
und ebenso wichtig ist ihre regulatorische Funktion mit der sie Einfluss auf die
Zusammensetzung der Follikelfliissigkeit und somit auf das direkte Umfeld der
heranwachsenden Oozyte nimmt. Trotz ihrer wichtigen Rolle sind noch etliche

wissenschaftliche Fragen offen und genauere Untersuchungen von Néten (10).

1.2.5 Zusammensetzung
Die FF setzt sich, zusammen aus Serumbestandteilen und den Sezernierungsprodukten von

Theka- und Granulosazellen. Multiple Bestandteilgruppen sind bereits bekannt, werden im
Folgenden, in ithrer Funktion fiir den Follikel und allgemeinen klinischen Bedeutung, kurz

erlautert.

1.2.5.1 Hormone

1.2.5.1.1 Gonadotropine
Gonadotropine sind im Hypophysenvorderlappen gebildete Proteohormone, welche

Wachstum und Stoffwechsel an den Keimdriisen steuern (27).
Hohe Konzentrationen, beeinflusst von der zirkulierenden Serumkonzentration, an FSH,

LH und hCG weisen auf eine verbesserte Eizellreifung und eine erhohte




Befruchtungswahrscheinlichkeit hin. Fiir LH sind diese Ergebnisse am deutlichsten. Auch
gibt es Hinweise, dass die Gonadotropine einen Einfluss auf die Sekretion der

Granulosazellen von Hyaluronséduren nehmen (20,28).

1.2.5.1.2 Somatotropin
Somatotropin ist ebenfalls ein Hormon des Hypophysenvorderlappens und reguliert iiber

verschiedene Stoffwechselvorginge das Wachstum, es ist auch als ,,Wachstumshormon*
bekannt. Ferner erhoht Somtatotropin die Ostradiol-Ausschiittung der Granulosazellen,
sowie die Bildung von FSH- und LH-Rezeptoren. Ein Zusammenhang zwischen

Somatotropingehalt und Befruchtungserfolg ist ungeklart (20,29-31).

1.2.5.1.3 Prolaktin
Prolaktin ist ein Produkt der laktotrophen Zellen des Hypphysenvorderlappens und ein

Polypeptid aus 198 Aminoséduren, sein physiologischer Spiegel ist am hochsten wahrend
Stillperioden, daher die Namensgebung (3).

Prolaktin stellt keinen geeigneten Marker filir die Qualitdt der Eizelle dar, in vereinzelten
Studien wurde eine Aussagekraft bestitigt, diese konnte in anderen Studien jedoch nicht

nachgewiesen werden (20).

1.2.5.1.4 Steroidhormone und Corticosteroide
Beide Gruppen werden aus Cholesterol gebildet und besitzen eine Struktur aus

Kohlenstoffringen. Am Ovar werden die Steroidhormonengruppen Ostrogene,
Progesterone und Androgene gebildet. In der Nebennierenrinde die Corticosteroide mit
ithren drei Gruppen; Glukokortikoide, Mineralkortikoide und Sexualhormone (3,32).
Estradiol eignet sich gut als Marker fiir die Follikelselektion innerhalb einer Patientin im
Rahmen einer IVF Behandlung. Ebenso DHEA-S, Dehydroepiandrosteron-Sulfat, als
Marker um den hochwertigsten Follikel innerhalb einer Patientengruppe auszuwéhlen. Vor
allem das Verhiltnis Ostradiol/Progesteron hat hohe Vorhersagekraft hinsichtlich
Implantation und Schwangerschaft. Hingegen eignen sich Progesteron und Testosteron nur
bedingt als Marker, da sie sich in ihrer Variabilitdt kaum unterscheiden, nur ein niedriges
Verhiltnis Ostradiol/Androgene deutet auf friihzeitige atretische Vorgiinge am Follikel hin
(20,33).

Der positive Einfluss von Corticosteroiden in der FF auf den IVF-Erfolg ist umstritten.
Moglicherweise hat das Verhéltnis Cortisol/Cortison einen positiven Einfluss auf die

Wabhrscheinlichkeit einer Schwangerschaft (20,34,35).




1.2.5.1.5 Anti-Miiller-Hormon, AMH
Der follikuldre Gehalt des Peptidhormons AMH eignet sich als Pradiktor fiir die Qualitét

von Oozyte und Embryo (36,37). Die Bedeutung des AMH in Serum und

Follikelfliissigkeit soll im Kapitel 1.4 genauer erldutert werden.

1.2.5.2 Wachstumsfaktoren

1.2.5.2.1 Inhibin A und Inhibin B
Inhibin ist ein Proteohormon, welches die FSH-Ausschiittung reguliert und wird in den

Granulosazellen, bzw. beim Mann in den Sertolizellen gebildet. Es spielt eine Rolle im
hypothalamohypophyséren Regelkreis. Man unterscheidet aufgrund der Zusammensetzung
der Proteinketten Inhibin A und Inhibin B (3,38).

Wihrend der follikuldren Entwicklung erhdht sich der Anteil an Inhibin A, hingegen
verringert sich der Anteil an Inhibin B. Inhibin B in der Follikelfliissigkeit kann als Marker
fiir die ovarielle Antwort gesehen werden, da es mit der Anzahl der gewonnenen Eizellen

stark korreliert (39,40).

1.2.5.2.2 BMP-15
Bone morphogenetic protein-15 ist ein Wachstumsfaktor aus der TGF-beta-Familie und ein

potenzieller Faktor um die Eizellqualitit widerzuspiegeln. Es korreliert mit dem

Estradiolgehalt der Follikelfliissigkeit (41,42).

1.2.5.2.3 IGF
Insulin-like growth factors stimulieren die Zellproliferation- und differenzierung in vielen

Geweben. Thre Wirkung und der Einfluss ihrer Bindungsproteine auf die Eizellentwicklung

sind umstritten (20,43).

1.2.5.2.4 Interleukine

Interleukine (IL), sind Zytokine und werden unter anderem wihrend der Follikelreifung
und Ovulation vom Ovar sezerniert und gelangen iiber die BFB in die Follikelfliissigkeit.
IL-1beta, IL-2, IL-8 und IL-12 sind mogliche Marker zur Vorhersage des IVF-Erfolgs, ihre
genaue Stellung ist jedoch kontrovers diskutiert und muss noch genauer abgeklirt werden

(20,44-46).
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1.2.5.3 Reaktive Sauerstoff Spezies

1.2.5.3.1 ROS und antioxidative Faktoren
Reaktive Sauerstoff Spezies, fallen im Rahmen des aeroben Metabolismus an, und stellen

als oxidativer Stress einen negativen Einfluss auf die Entwicklungsfédhigkeit der Eizelle
dar. Durch verschiedene protektive Faktoren wird die Eizelle vor diesem negativen
Einfluss geschiitzt. Der genaue Einfluss von ROS und antioxidativen Vorgingen auf die

Oozyte ist umstritten und genauere Validierung ist notwendig (47).

1.2.5.3.2 Stickoxide
Granulosazellen beinhalten Stickoxid-Synthase (eNOS) und produzieren Nitrite und

Nitrate aus Stickoxiden. Der Gehalt an Nitriten und Nitraten ist signifikant kleiner in
Follikeln mit reifen Eizellen als in befruchteten Embryonen. Es besteht also die
Moglichkeit, dass eine zu hohe Konzentration an Stickoxide um die Eizelle apoptotische
Vorginge im Follikel auslosen und somit ihre Entwicklung einschrinken kann. Die
Schwierigkeit der Messung von Stickoxiden limitiert jedoch die Mdglichkeit sie als

Qualitats-Marker zu verwenden (20,48,49).

1.2.5.3.3 VEGF
VEGTF, vascular endothelial growth factor, stimulieren die Angiogenese im menschlichen

Korper indem es die Endothelbildung vermittelt. Ob VEGF einen positiven oder negativen
Einfluss auf die Eizelle hat, ist kontrovers diskutiert. Als sicher bestdtigt hat sich, dass
VEGF den Grad an perifollikuldrer GefdaBversorgung angibt, also die Dichte an Gefid3en in
der unmittelbaren Umgebung des Follikels und ihren Durchblutungsgrad. Es konnte eine
ungeniigende Sauerstoffversorgung des Follikels anzeigen. Derzeit stellt es einen zu
aufwindigen und kostenintensiven Marker dar um praktische Anwendung zu finden

(20,50,51).

1.2.5.4 Anti-Apoptose Faktoren
Hohe Zellapoptose-Anteile im Follikel zeigen eine schlechte Qualitdt der Eizelle und ihres

Umfeldes an. Oozyten mit hoher Qualitdit weisen niedrige Apoptoseraten auf. Jedoch
stellen keine Apoptose-Faktoren (z.B. soluble Fas) einen geeigneten Pradiktor fiir den IVF-
Erfolg dar (20,52,53).
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1.2.5.5 Proteine, Peptide und Aminosauren

1.2.5.5.1 Proteomik
Proteomik, englisch proteomics, bezeichnet, die multiple gleichzeitige biochemische

Analyse von allen Proteinstrukturen in einem Medium zu einem definierten Zeitpunkt. Als
problematische Faktoren ergeben sich unter anderem das dynamische Verhalten der
Proteine und ihre zum Teil komplizierte Zusammensetzung (20,54).

Trotz groBer Studien zur Proteinzusammensetzung der FF konnten noch keine
Schliisselproteine, als deutliche Pradiktoren, gefunden werden. Dies stellt eine grof3e
Herausforderung und ein vielversprechendes Feld fiir die zukiinftige IVF-Forschung dar

(55,56).

1.2.5.5.2 PAPP-A
Pregnancy-associated plasma protein A, nimmt eine Schliisselposition in der Steroidgenese

im Follikel ein und korreliert positiv mit Estradiol und Progesteron, negativ mit AMH,
Testosteron und Androstendion. Inwiefern es ein Marker hinsichtlich Eizellqualitdt ist,

bleibt ungeklart (57).

1.2.5.6 Zuckermolekule
Hyaluron, ein Disaccharid aus D-Glucuronsdure und D-N-Acetylglykosamin nimmt eine

wichtige Rolle bei der Bindung des Cumulus-Eizell-Complexes und der Bildung eines
kolloidosmotischen Gradienten ein. Bis dato wurde kein Einfluss seiner Konzentration in

der FF auf die Reifheit und die Fruchtbarkeit von Eizellen gefunden (20,58).

1.2.5.7 Prostanoide

Dazu zéhlt Prostaglandin F2alpha, welches unter Gonadotropinstimulation von den GC
sezerniert wird. Die Einfliisse sind umstritten da die sehr kurze Halbwertszeit der
Prostanoide ihre Messung erschwert und sich als technisch schwierig gestaltet. Deshalb

eigenen sie sich derzeit schlecht als Marker fiir die IVF Behandlung (20).

1.2.5.8 Physikalisch-chemische Faktoren

Die Viskositdt der FF oder ihr Brechungskoeffizient zeigen keinen Zusammenhang mit

dem Eizellreifungsgrad oder dem Befruchtungserfolg (59,60).

1.2.5.9 Fettsauren

Die Zusammensetzung der Fettsduren in der Follikelfliissigkeit ist unter anderem abhéngig
von den Erndhrungsgewohnheiten der Patientin vor und wéhrend der IVF-Behandlung und

threm allgemeinen Metabolismus. Bei Milchkiihen konnte nachgewiesen werden, dass die
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Zusammensetzung der Fettsduren einen Einfluss auf die Eizelle und ihre
Differenzierungsfahigkeiten hat. Es gibt Hinweise, dass ein Vorherrschen von mehrfach
ungesdttigten- gegeniiber gesittigten Fettsduren die Reitheit der Eizelle, sowie die
Stabilitdt ihrer Zellmembran verbessert. Somit nimmt die Zusammensetzung der Fettséduren

der Follikelfliissigkeit einen Einfluss auf die Qualitét der Eizelle (56,61).

1.2.5.10  Zellfreie DNA und RNA

Ebenso in der Follikelfliissigkeit findet sich zellfreie DNA. Thre Konzentration ist invers
korreliert mit dem Follikeldurchmesser und der Embryoqualitit und somit mit den
Stoffwechselprozessen die innerhalb des Follikels stattfinden. Dies bedeutet, je hoher der
Gehalt an cfDNA desto hoher ist die Apoptoserate von Granulosazellen. Thr Anteil konnte
die Gesundheit und Reifheit des Follikels widerspiegeln. Noch unklar ist, ob der Gehalt an
cfDNA in der FF ein Ausloser fiir oder eine Konsequenz von niedriger Embryoqualitét ist.
(62).

Die Zusammensetzungen von microRNA in der FF zwischen Patientinnen unterscheiden

sich hinsichtlich ihres Alters und den Reifungsstufen der Eizellen (63).
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1.3 Rolle des AMH in der menschlichen Entwicklung
1.3.1 Geschichtlicher Hintergrund

Das Anti-Miiller-Hormon (AMH), im englischen Sprachraum auch bekannt als mullerian
inhibiting substance (MIS), ist ein 140 kDA schweres Peptidhormon aus der TGF-f-
Familie. Es wird beim weiblichen Geschlecht, von den Granulosazellen wachsender
Follikel sezerniert und beim ménnlichen wéahrend der Embryonalgenese von testikulirem
Gewebe (3,64). Zytokin aus der TGF-B-Gruppe spielen eine wichtige Rolle bei der
Zelldifferenzierung- und proliferation in der Embryonalgenese und der Homdostase des
Gewebes im adulten Organismus (65), z.B. bei Mutationen von Tumorsuppressorgenen
(66). Das AMH-Gen liegt auf Chromosom 19 p13.3, enthédlt 5 exons und bindet an den
spezifischen AMH type II receptor, welcher von einem Gen auf Chromosom 12 pl3
kodiert wird (64,67,68).

Beschrieben und benannt wurde AMH erstmals 1830 durch den Physiologen und Anatom
Johannes Peter Miiller, der sein Rolle bei der Geschlechtsdifferenzierung und
Embryonalentwicklung untersuchte (69). Ebenso hervorzuheben sind die Experimente von
Alfred Jost um das Jahr 1940. Er konnte durch Tierversuche die Rolle von AMH in der
Geschlechtsentwicklung genauer darstellen, indem er bei minnlichen Hasenfeten die

Hoden entfernte und diese sich daraufhin weiblich entwickelten (70).

1.3.2 AMH und seine Rolle in der Physiologie der Embryonalgenese
Die Anlage des menschlichen Fotus ist anatomisch immer weiblich und wird erst durch das

Einwirken verschiedener Faktoren ménnlich. Somit unterscheiden sich vor der siebten
Woche der Embryonalentwicklung médnnliche und weibliche Feten nur genetisch, nicht
histologisch, diese Phase wird als sexuell indifferentes Stadium bezeichnet mit
indifferenter Gonadenleiste. In diese wandern die Urkeimzellen ein und es entwickelt sich
je nach Chromosomenvorliegen Ovarien oder Hoden. Der vom Y-Chromosom induzierte
testisdeterminierende Faktor (TDF) veranlasst die Bildung der Hoden. Wenn dieser nicht
vorhanden ist, bilden sich Ovarien aus. Die indifferent angelegten paarigen Gang-Systeme
werden Wolff- und Miiller-Gédnge genannt. Aus ihnen entwickeln sich im Weiteren die
Geschlechtsorgane (6).

Beim ménnlichen Embryo bilden sich die Wolff-Génge durch Testosteroneinfluss zuriick.
Zusitzlich wird AMH von den Sertoli-Zellen des fetalen Hodens gebildet und reguliert

gemeinsam mit Testosteron, produziert von den Leydig-Zellen des Hodens, die
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Riickbildung der Miiller-Ginge (Ductus paramesonephrici). Somit wird die Ausbildung
von Uterus und Tuba uterina verhindert. Infolgedessen bilden sich weitere orchale
Strukturen aus (71,72).

Beim weiblichen Fotus kommt es durch die Abwesenheit von TDF, zur Ausbildung von
weiblichen Geschlechtsorganen (73), hier fordern die Hormone des Ovars die Ausbildung
der Miiller-Ginge. In der folgenden Embryogenese verschmelzen die paarigen Miiller-
Ginge und bilden das obere Drittel der Vagina, Eileiter und den Uterus. Der untere Teil
der Vagina bildet sich aus dem Sinus urogenitalis (6,74). Wie bei allen embryonalen
Vorgédngen kann es zu Fehlentwicklungen kommen und hier spielt AMH als Marker im

Serumblut eine wichtige Rolle.
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1.4 Klinische Bedeutung des AMH

1.4.1 Die Rolle in der Reproduktionsmedizin
Die Konzentration an  Anti-Miller-Hormon im  Blutserum wird in der

Reproduktionsmedizin primér fiir die Vorhersage des ,,reproduktionsmedizinischen Alters*
von Frauen mit Kinderwunsch verwendet, da es das Alter in Hinblick auf das
Klimakterium einschitzen kann. Es erlaubt Riickschliisse auf die Anzahl der antralen und
prdantralen Follikel, kann zu einem gewissen Grad Vorhersage leisten wie die ovarielle
Antwort auf eine IVF-Stimulation (in vitro fertilisation) sein wird und kann eventuelle
iatrogene Schiden der IVF moglicherweise vorhersagen z.B. OHSS. Bei der Diagnose von
polyzystischem Ovar-Syndrom (PCO) kann es den antralen Follikel-Count ersetzen (8,75).
Der grofe Vorteil des AMH im Vergleich zu anderen Markern ist, dass es den aktuellen
Zustand der verbleibenden Fertilitdit widerspiegelt wund relativ  leicht und
durchfiihrerunabhingig erhoben werden kann (76).

Die Normwerte fiir AMH im Serum werden derzeit fiir Frauen zwischen 25 und 40 Jahre

folgendermallen angegeben, siche Tabelle 1:

Tabelle 1 Serumwertangaben fiir AMH adaptiert nach Alipour et al. (77)

AMH im Serum [ng/ml] AMH im Serum [pmol/l]!
»high* (oft PCOS) >3.0 ng/ml >21.,4 pmol/l
,hormal* 1,0-3,0 ng/ml 7,2-21,4 pmol/l
,»low normal“ 0,7-0,9 ng/ml 5,0-6,4 pmol/l
,Hlow* 0,3-0,6 ng/ml 2,1-4,3 pmol/I
»very low* <0,3 ng/ml <2,1 pmol/l

1.4.1.1 Vorhersage der ovariellen Reserve

Die Vorhersage der ovariellen Reserve ist ein wichtiger Bestandteil jeder IVF-Behandlung,
da sie nicht nur iiber den Erfolg einer anstehenden Therapie Auskunft gibt, sondern ebenso
iiber moglichen Zeitdruck fiir das Paar mit Kinderwunsch informieren kann.

In der Vergangenheit wurden verschiedene Methoden entwickelt und verwendet.

! Adaptiert nach (77), mit: ng/ml x 7,14 = pmol/l
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1.4.1.1.1 Bestimmung der ovariellen Reserve iiber den AMH-Wert
AMH und AFC, antral follicle count, korrelieren signifikant mit der Anzahl an gewonnen

Eizellen beim OPU (78). Somit erlaubt der Serumwert des AMH einen direkten
Riickschluss auf die Anzahl der verbleibenden antralen Follikel. Der Serumwert weist eine
gewisse intraindividuelle Schwankungsbreite im Menstruationszyklus auf (11% der
Variabilitdt). Diese ist jedoch relativ gering im Vergleich zur interindividuellen
Schwankung welche 89 % der Variabilitat erklart (79,80). Auch schwanken die Werte im
Verlauf des Lebens: es kommt zu einem Gipfel kurz nach der Geburt, vor der Pubertédt und
am hochsten sind die Werte nach der Pubertdt im durchschnittlich 25. Lebensjahr, also
dem Zeitpunkt der hochsten Fruchtbarkeit. Mit diesen Werten korreliert die Anzahl der
non-growing follicles (NGF) ab dem Alter von 25 direkt (81,82).

Somit ist ein groBer Vorteil von AMH seine relative Stabilitédt {iber den ganzen Zyklus, es
kann zu jedem Zeitpunkt abgenommen und aus dem Serum bestimmt werden und ist
zeitlich unabhingig, dies erhoht die Flexibilitdt der Behandlung (76).

In mehreren Studien wurde darauf hingewiesen, dass AMH der geeignetste Marker ist um
die ovarielle Reserve wiederzugeben (8,76,78). Der grofite Nachteil aller anderen Marker,
besteht darin, dass sie erst auffdllig werden, sobald die ovarielle Reserve bereits niedrig ist
und die Erfolgschancen von kiinstlicher Befruchtung bereits gesunken sind.

Zu erwiahnen ist, dass es ethnische Unterschiede hinsichtlich der ovariellen Reserve und
somit der Hohe des AMH-Gehalts im Serum gibt. Genetische Unterschiede flihren dazu,
dass bei dunkelhdutigen und hispanoamerikanischen Frauen, , die AMH-Werte um circa
25% niedriger liegen als bei kaukasischen (83). Mit zunehmender Globalisierung gilt dies
zu  bericksichtigen, damit fiir jede Frau eine optimale Planung ihrer

Fruchtbarkeitsbehandlung stattfinden kann.

1.4.1.1.2 Alter

Den groBten Einfluss auf die verbleibende ovarielle Reserve hat das Alter der Patientin.
Mit zunehmendem Alter minimiert sich die Anzahl der verbleibenden antralen Follikel
unter anderem durch Ovulationen und atretische Vorgénge. Je jiinger die Patientin desto

grofer ist in der Regel ihre verbleibende ovarielle Reserve (1).

1.4.1.1.3 Antrale Follikelzihlung
Der antrale follicle count (AFC) und der Serumwert des AMH korrelieren mit der Anzahl

an Primordialfollikeln am Ovar, auch bei Beriicksichtigung des Alters. Dies erlaubt ohne
invasive Methode, mit histologischer Biopsie, die ovarielle Reserve der verbleibenden

Follikel bei einer Frau abzuschitzen (84). Ein vaginaler Ultraschall mit AFC weist jedoch
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hohe Messunterschiede auf, zuriickzufiihren auf den jeweiligen durchfiihrenden Arzt und
eignet sich schlecht bei Frauen mit vorausgegangenen Operationen oder Zysten an den
Ovarien. Ein anderer Nachteil ist, dass beim Ultraschall kein Unterschied zwischen
atretischen und gesunden Follikeln getroffen werden kann, was das Ergebnis verfalschen
kann (85,86). Trotzdem besteht eine sehr hohe Ubereinkunft der Messergebnisse zwischen
AFC und AMH im Serum hinsichtlich fertilen und nichtfertilen Patienten (87) und der
AFC eignet sich gut als kontrollierender Marker fiir AMH.

1.4.1.1.4 FSH
Follikel-stimulierendes Hormon ist einer der iltesten und bewdihrtesten Marker in der

Reproduktionsmedizin. Es wird aufgrund zyklischer Werte am dritten Menstruationstag
abgenommen und ist somit zeitlich unflexibel. Mit zunehmendem Alter steigen die
Serumwerte an, da das Ovar in seiner Reaktionsfreudigkeit abnimmt. In vielen Szenarien
kann der Wert verfilscht sein, beispielsweise durch hormonelle Substitution, PCO-

Syndrom oder Tumore der Hypophyse (88,89).

1.4.1.1.5 LH
Luteinisierendes @ Hormon ist wie FSH ein Hormon  sezerniert vom

Hypophysenvorderlappen. Es liefert im direkten Vergleich zu AMH keine so klaren
Aussagen tiber die verbleibende Fruchtbarkeit, jedoch gibt es Hinweise dass bei PCO das
Verhiltnis von LH zu FSH mehr Aussagekraft hat als die reine Messung des AMH (8,90).

1.4.1.1.6 Estradiol

Estradiol, ein steroidales Geschlechtshormon, wird sezerniert von Fett-, Brust- und
Nervengeweben, sowie von Leber, Nebennieren und ovariellen Follikeln. Diese vielen
Entstehungsorte erschweren sein Potential als Marker zur Messung der ovariellen Reserve.
Bei Amenorrhoe oder unregelmdfBiger Menstruation kann es Hinweis auf
Hypodstrogenismus oder die Menopause geben, insgesamt eignet es sich jedoch nicht sehr

gut als Pridiktor fiir die Vorhersage der Anzahl der verbleibenden Eizellen (76,91,92).

1.4.1.1.7 Inhibin B
Inhibin B ist ein heterodimeres Glycoprotein und wird wie AMH von den Follikeln in

ihren unterschiedlichen Stadien sezerniert. Es reduziert die FSH-Ausschiittung der
Hypophyse. Als Marker zur Vorhersage der Menopause, von OHSS und der Toxizitit von
Chemotherapie eignet es sich schlechter als AMH (76,93-96).
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1.4.1.2 Risikoeinschatzung OHSS

Das ovarielle Hyperstimulationssyndrom, OHSS, stellt eine schwere Komplikation der
Kinderwunschbehandlung dar. Es kann zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der
hormonellen Stimulation und in verschiedenen Schwergraden auftreten. Es geht einher mit
einer Verschiebung von Fliissigkeit in den interstitiellen Raum, multizystische Adnexe und
multiple Odeme ausgeldst durch die hormonelle Stimulation mit Gonadotropinen und die
daraus folgenden Komplikationen u.a. Elektrolytstorungen, gestdrte Himokonzentration,
Gewichtszunahme, Dyspnoe und abdominelle Schmerzen, bis hin zum Nierenversagen. Da
es im schlimmsten Falle lebensbedrohlich sein kann, stellt die Risikoeinschédtzung fiir jede
Patientin ein OHSS zu erleiden fiir den Kliniker eine wichtige Herausforderung dar (3).
AMH-Serumwerte haben sich hier als Marker bewdhrt um das Risiko fiir ein OHSS
individuell fiir jede Patientin zu bewerten und bei erhohtem Risiko die hormonelle Dosis
anzupassen und eine genaue Uberwachung der Stimulation vorauszuplanen (97,98).

Diese individuelle Anpassung der Behandlung aufgrund des AMH-Wertes erhoht den
positiven klinischen Outcome, verringert Komplikationen und daraus folgende finanzielle

Kosten (99).

1.4.2 AMH als Marker in der PCO-Diagnostik

1.4.2.1 Definition Polyzystisches-Ovar-Syndrom
Das polyzystische-Ovar-Syndrom, PCO-Syndrom, auch bekannt als Stein-Leventhal-

Syndrom, nach seinen Erstbeschreibern, ist die hdufigste hyperandrogendmische Stérung
bei Frauen und betrifft 5-10% von ihnen. Die genauen pathophysiologischen Vorginge
sind unklar, es handelt sich um eine Stérung mit heterogenem Bild und setzt sich aus
verdnderten Ovarien und einer gestorten Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-Achse
zusammen. Auf den verénderten Ovarien befinden sich viele kleine Zysten, mindestens 10
Stiick mit einem Durchmesser unter 10mm: ,,polyzystisches Ovar“. Diese werden je nach
Definition begleitet von einer Insulinresistenz, welche eine Hyperinsulinimie nach sich
zieht, das Risiko flir Diabetes mellitus II erhoht und eine Hyperandrogenidmie, beide mit
ihren jeweiligen klinischen Folgeerscheinungen u.a. kommt es zur Adipositas, Hirsutismus

und Oligo- oder Amenorrhoe (100,101).

1.4.2.2 Diagnostik des PCO
In den Rotterdam-Kriterien von 2003, erstellt im Rahmen eines Workshops von ESHRE

und ASRM, miissen zwei von drei Kriterien erfiillt sein fiir eine PCO-Syndrom-Diagnose,

siche Tabelle 2 (102).
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Tabelle 2 Revidierte Kriterien 2003 fiir Diagnose des PCOS adaptiert nach The Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored
PCOS Consensus Workshop Group Rotterdam (102)

Revidierte Kriterien 2003, 2 von 3 miissen erfiillt sein fiir die Diagnose PCO-Syndrom

Oligo- oder Anovulation

Klinische und/oder biochemische Zeichen fiir Hyperandrogenamie

3. Polyzystische Ovarien, polycystic ovarian morphology (PCOM), unter Ausschluss
anderer Atiologie (kongenitale adrenale Hyperplasie, Androgenproduzierende Tumore,
Cushing-Synrom)

Im Serum finden sich bei PCO hohere AMH-Werte als bei gesunden Patientinnen. Diese

erhohten Werte riihren von einem Reifungsdefekt, einer Reifungsstorung der

Granulosazellen oder von der vorliegenden Hyperandrogendmie (103).

Aufgrund dieser erhohten Serumwerte kann AMH als diagnostischer Faktor fiir die PCO-

Diagnose verwendet werden, da es die Ausprigung des PCO-Syndroms widerspiegelt

(104).

1.4.3 AMH und seine Rolle in der Padiatrie bei Storungen der
Sexualdifferenzierung

Sexuelle Entwicklungsstorungen bei Kindern konnen verschiedene Ursachen zugrunde
liegen. Um diese genauer zu eruieren und Therapiefortschritte zu iiberwachen hat sich die
Messung von AMH im Serumblut als niitzlicher Wert erwiesen. Zum Beispiel um die
Anwesenheit von testikulirem Gewebe oder beidseits abwesende Hoden zu beweisen, oder
um bei schweren Stérungen der sexuellen Entwicklung Aufschluss zu geben. Auch bei
weiblichen Patientinnen mit Turner Syndrom kann es zu einem vorzeitigen Verlust der
ovariellen Reserve kommen, dies kann mittels AMH als Marker gemessen und {iberwacht
werden (105,106).

So haben minnliche Neugeborene hohe AMH-Werte im Serum, bei weiblichen hingegen
ist das Hormon nicht nachweisbar. Bis zum Alter von drei Monaten erhéhen sich bei
beiden Geschlechtern die Werte, jedoch sind sie bei Jungen noch deutlich hoher. Bei
Eintritt in die Pubertit verringern sich die Serumwerte bei jungen ménnlichen
Heranwachsenden und erhéhen sich bei weiblichen, um sich am Ende der Pubertit stabil
einzupendeln und erst nach dem circa 30. Lebensjahr, bei beiden Geschlechtern, wieder
abzusinken. Diese Normwerte sind von grofer Wichtigkeit, da sie bei verschiedenen
Erkrankungen Aufschluss iiber den Schweregrad und die Entwicklung geben kdnnen

(106).
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Wenn bei der Geburt das Geschlecht des Kindes aufgrund zweideutiger Genitalien unklar
ist kann mittels Serum-AMH die Anwesenheit von testikuldirem Gewebe bewiesen werden
und Aufschluss tiber das Geschlecht geben (107-109).

Bei Hodendystopie gibt es Hinweise, dass AMH in den meisten Féllen die hCG-stimulierte
Testosteronmessung ersetzen konnte, da es einen ebenso guten Vorhersagewert liefert und
eine unkompliziertere Messung ermdglicht (107,110).

Bei persistierenden Miiller-Géngen, auch genannt PMDS persistent miillerian duct
syndrome, kommt es aufgrund anormaler AMH-Sekretion zu einer gestdrten Riickbildung
der Miiller-Génge bei betroffenen ménnlichen Individuen. Grund hierfiir kann eine
Mutation im AMH-Gen, im AMH-Rezeptor-Gen oder eine Hodendysgenesie sein. Man
unterscheidet Patienten mit PMDS nach ithrem AMH-Status, positiv oder negativ bzw.
Vorliegen von genetischen Mutationen. Bei AMH-positiven Patienten geht man von einer
Mutation im AMH-Rezeptor-Gen aus. Es gibt jedoch auch Patienten ohne eine genetische
Diagnose (111,112).

Bei Médchen und Frauen mit Virilisierungserscheinungen kann die AMH-Konzentration
im Serum einen Aufschluss iiber die Anwesenheit von testikuldirem Gewebe, einen

Granulosazelltumor oder iberméfBige adrenale Testosteronproduktion geben (113,114).

1.4.4 AMH als Marker bei Granulosazelltumor

Granulosazelltumore (GCT granulosa cell tumor) machen circa acht Prozent aller
malignen Ovarialkarzinome aus. Man unterscheidet eine adulte und eine juvenile Form,
welche deutlich seltener auftritt. Da AMH von den Granulosazellen und somit auch dem
GCT sezerniert wird, kann man bei 76-93% der Patientinnen erh6hte Serumwerte messen
und somit iiber diesen Wert auf die Tumoraktivitét riickschlieBen. Ebenso erhdhen sich die
AMH-Werte bereits bis zu 16 Monaten vor klinischer Symptomatik des Tumors. Somit
eignet sich hier AMH sowohl als frither diagnostischer Marker, wie auch als

Kontrollmarker fiir ein Wiederauftreten des Tumors (115-117).
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1.5 Follikeldurchmesser und Befruchtungserfolg

Wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben wichst der Follikel in seiner Entwicklung kontinuierlich.
Bei hormonellen Stimulationen im Rahmen von IVF-Behandlungen wird beobachtet, dass
es trotzdem Follikel unterschiedlicher Gro3e in einem Zyklus gibt. Da mit zunehmender
Reife sich auch das Volumen des Follikels erhoht, geht man davon aus darin eine reife
Eizelle zu finden. Somit wird beim OPU versucht vor allem die groBten Follikel am Ovar
zu punktieren, da in thnen am wahrscheinlichsten eine reife Oozyte gefunden werden kann.
Es werden in der Regel alle punktierbaren Follikel punktiert, diese sind meist jene mit
einem Durchmesser groBer 10 mm. Die FollikelgroBBe gilt als ausschlaggebender Faktor
vor dem OPU in konventionellen Stimulationszyklen (118-120).

Am vielversprechendsten, um eine Schwangerschaft zu erreichen, haben sich Eizellen
erwiesen, die bei der Punktion bereits das Metaphase II (MII) Stadium erreicht haben.
Auch in kleineren Follikeln finden sich Eizellen im MII Stadium oder Eizellen die dieses
in den Stunden nach dem OPU erreichen, jedoch bei Follikeln ab 18 mm Durchmesser sind
99% der Oozyten im MII-Stadium. Auch werden mehr Eizellen gewonnen, je groBBer die
Follikel sind. Fiir den klinischen Alltag bedeutet dies, dass ab einer Follikelgrof3e von 15
mm Durchmesser die Ovulation ausgelost wird um eine moglichst gro3e Anzahl an reifen

Eizellen zu gewinnen und den Befruchtungserfolg zu maximieren (118).
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1.6 Fragestellung und Hypothesen

Aus den geschilderten Erkenntnissen ergibt sich die Fragestellung ob zwischen der
FollikelgroBe und dem AMH-Gehalt im Follikel ein Zusammenhang besteht.

Auf den Follikeldurchmesser kann durch das gewonnene Volumen der follikuldren
Flissigkeit riickgeschlossen werden, da sich je nach Masse der FF unmittelbar die Grof3e

des Follikels vergroBert.

Die Hypothesen lauten folgendermaf3en:

Hypothese 1 (H1)
Die Konzentration von AMH ist direkt proportional zum Follikelvolumen.

Hypothese 2 (H2)
Die Konzentration von AMH ist indirekt proportional zum Follikelvolumen.

Nullhypothese (H0)
Es besteht kein Zusammenhang zwischen der Konzentration von AMH und dem

Follikelvolumen.
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2 Material und Methoden

2.1 Datengewinnung
Die Patientinnen wurden zufillig ausgewdhlt. Es handelte sich um Frauen, die sich im

Rahmen einer In-vitro-Fertilisation, einer Behandlung am Kinderwunsch-Institut Dobl
unterzogen und bereits Teil der Biobank-Studie waren. Die Frauen willigten mittels
Einverstindniserkldrung dazu ein, iiberschiissige Korperfliissigkeits- und Gewebeproben
fiir Studienzwecke in der Biobank der Medizinischen Universitit Graz einzulagern
(sogenannte Biobank-Studie) und fiir wissenschaftliche Zwecke zu untersuchen. Die
Biobank-Studie ist eine Kooperation zwischen dem Kinderwunsch Institut Dobl GmbH
und der Medizinischen Universitdit Graz und wurde von der Ethikkommission der
Medizinischen Universitdt Graz positiv beurteilt mit der Ethikkomissionsnummer (20-492

ex 08/09).

2.1.1 Allgemein

2.1.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien
Eingeschlossen wurden Frauen, die aufgrund von Kinderwunsch eine hormonelle

Stimulation und damit einhergehende Eizellentnahme (ovum-pick-up) erhielten.

Es wurden nur Patientinnen die bereits Teil einer Biobankstudie sind, und eingewilligt
hatten ihre Daten anonymisiert fiir die Forschung weiterzugeben, in die Studie inkludiert.
Siehe im Anhang: Einverstandniserklarung Biobank.

Ausschlusskriterien waren Patientinnen jlinger als 20 Jahre und ilter als 40 Jahre, zum

Stimulationszeitpunkt.

2.1.1.2 Datenschutz und ethische Bedenken

Die patientenbezogenen Daten wurden aus dem institutsinternen
Patientenverwaltungsprogramm gewonnen, durch einen Code anonymisiert und mit
groBter  Sorgfalt  behandelt. =~ Nur  autorisierten  Personen,  welche eine
Verschwiegenheitserkldrung unterzeichnet haben, wurde Dateneinsicht gewéhrt.

Die Patientinnen wurden drztlich aufgekliart und um Einwilligung gebeten, spétestens 24
Stunden vor der Eizellentnahme. Die beteiligten Frauen unterzeichneten eine
Einverstidndniserkldrung (siche Anhang: Einverstdndniserkldrung Biobank) und wurden

tiber die anonyme Verwendung von klinischen Daten und {iberschiissigen Proben
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korperbezogener  Fliissigkeiten (Follikelfliissigkeit, Supernatant, Serumiiberstinde)
aufgeklért.

Es bestand zu keinem Zeitpunkt ein kdrperliches Risiko fiir die Patientinnen. Es entstanden
keine direkten Vorteile fiir die Teilnehmerinnen. Die Daten zur IVF-Behandlung wurden
anonymisiert behandelt und die Datenverarbeitung erfolgte indirekt personenbezogen
codiert iiber ein institutsinternes Codierungssystem beziehungsweise fiir die Berechnungen
iiber ein Buchstabencodierungssystem iiber welches nur autorisierte Personen auf die

Daten der Patientinnen riickvollziehen kdonnen.

2.1.1.3 Votum der Ethikkommission
Fiir die Durchfiihrung der Studie liegt ein positives Votum der Ethikkommission der

Medizinischen Universitdt Graz vor. Es wurde vor der Datenbearbeitung eingeholt. Die
Ethikkommissionsnummer lautet 29-065 ex 16/17 und es besteht Giiltigkeit vom
18.11.2016 bis zum 18.11.2017 unter der Voraussetzung, dass etwaige Anderungen im

eingereichten Protokoll gemeldet werden.
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2.2 Stimulation und Gewinnung der FF

2.2.1 Stimulation und Instruktionen
Die hormonelle Stimulation der Patientinnen erfolgte nach Standardprotokollen, bei zwei

wurde das Antagonistenprotokoll und bei einer Patientin das so genannte long protocol
angewandt. Alle drei erhielten rekombinante FSH-Priparate, Puregon® Merck & Co. Inc.,
Kenilworth, USA oder Gonal-f® Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland. Die Patientinnen
wurden vom Patientenmanagement genauestens unterwiesen, wie sie die hormonelle
Stimulation zuhause selbst durchfiihren sollten. Fiir Fragen zu jeder Tages- und Nachtzeit
erhielten sie die Nummer eines Notfalltelefons, besetzt vom jeweiligen diensthabenden
Arzt oder der jeweiligen diensthabenden Arztin.

Die Patientinnen erhielten die Anweisung vor dem Eingriff niichtern zu bleiben, also bis
zwel Stunden vor dem Eingriff nur klare Fliissigkeiten ohne Milch und Zucker zu sich zu
nehmen und bis sechs Stunden vor dem Eingriff nichts zu essen.

Wihrend  des  Stimulationsprozesses  fanden  zu  gegebenen  Zeitpunkten
Ultraschallkontrollen mit Voluson” E8 RSA GE Healthcare, Chalfont St Giles,
GroBbritannien, statt um das Follikelwachstum zu kontrollieren und gegebenenfalls die

Menge der Hormone zu verdndern.

2.2.2 Die Eizellentnahme (ovum-pick-up)
Der OPU fand am Kinderwunschinstitut statt und wurde durch einen Facharzt oder eine

Fachdrztin fiir Gynidkologie und Geburtshilfe durchgefiihrt. Unter intravendser
Vollnarkose, eingeleitet und {iberwacht durch einen Facharzt fiir Andsthesiologie, wurden
den Patientinnen iiber ultraschallkontrollierte transvaginale Punktion des Ovarparenchyms
alle punktierbaren Follikel entnommen und die Follikelfliissigkeit unter den erforderlichen
Lagerungsbedingungen der Embryologie {ibergeben. Bei allen Patientinnen lief die

Punktion laut Protokoll komplikationslos.

2.2.3 Separate Gewinnung der FF

In der Vergangenheit stellte die separate Sammlung der einzelnen Follikelfliissigkeiten
beim OPU einen komplizierten Vorgang dar und ging mit stirkeren Belastungen fiir die
Patientinnen einher. So wurde nach jeder Punktion die Nadel per Hand mit einer
Spiilfliissigkeit (flushing-Medium) durchspiilt und die vaginale Wand wurde mehrfach
durchstochen, es entstand somit ein erhdhtes postoperatives Blutungsrisiko und groBere

postoperative Schmerzen bei der Patientin. Auch konnten FF und flushing-Medium nicht
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separat gesammelt werden und es musste immer die gleiche Menge an flushing verwendet
werden um auf die Konzentrationen der FF korrekt riickschlieBen zu konnen. All dies
bedeutet einen erheblichen Mehraufwand fiir Operateur und das Team der Embryologie
sowie nicht zuletzt eine erhohte Unbequemlichkeit und ein erhohtes Risiko fiir die
Patientin.

Im Jahre 2016 wurde eine neue Methode der separaten Punktion entwickelt und diese soll

genauer beschrieben werden.

2.2.3.1 Steiner-Nadel

Um das flushing-Medium einzuspiilen ohne die Nadel zu bewegen ist eine Zwei-Kanal-
System notwendig, bei der im Kanal 1 die Follikelfliissigkeit abpunktiert werden kann und
im Kanal 2 das flushing eingespiilt wird. Somit entfillt die Notwendigkeit die
Vaginalwand erneut zu durchstechen. Diese Kriterien erfiillt die die verwendete Nadel,
Steiner-Tan Needle 17 gauge, (IVFETFLEX.com Handelsgmbh & Co KG, Graz,
Osterreich) bei der iiber einen Drei-Wege-Hahn zwischen Punktion, also Absaugen, und
flushing hin- und hergeschaltet werden kann. AuBerdem verfiigt diese Nadel iiber ein
kleineres Restvolumen welches in der Nadel verbleibt um moglichst wenig Fliissigkeit zu
verlieren. Somit wird gewéhrt das keine Vermischung der Follikelfliissigkeiten vorkommt,
also kein Pooling. Auf dieser Technik beruht der Hauptaugenmerk der Datenanalyse, da
sie einen direkten Datenvergleich innerhalb einer Patientin und innerhalb eines
Stimulationszyklus erlaubt (121,122).

Die genaue Technik beschrieben als standard operating procedure wurde 2016 von

Schenk et al. publiziert (122)

2.2.3.2 flushing-Methode
Es gibt widerspriichliche Hinweise ob mittels der flushing-Methode mehr Eizellen

gewonnen werden. Mehr Eizellen stellen ein Ziel des IVF-Prozesses dar, da man bei mehr
Oozyten folglich mehr Embryonen erhédlt und sich die Befruchtungschancen erhohen.
Jedoch wird kritisiert, dass bei dieser Technik eine grofere Menge an Narkosemittel
verwendet werden muss, das Gewebe stirker manipuliert wird und sich die Prozedur
verlangert (123).

In einem Review aus dem Jahre 2011 der Cochrane Library konnte, bei Verwendung der
Sflushing-Technik, keine Erhdhung der gewonnen Eizellanzahl festgestellt werden (124).
Die Methode ermoglicht jedoch die separate Gewinnung der Follikelfliissigkeit und aus

diesem Grund wurde sie fiir die vorliegende Studie verwendet. Als flushing-Medium

27



wurde verwendet ,,flushing medium GMS501 Flush* (Gynemed Medizinprodukte GmbH &
Co.KG, Lensahn, Deutschland). Die gewonnene Follikelfliissigkeit und das

rlickabsorbierte flushing wurden in entsprechend markierten Tubes beim OPU getrennt

gelagert (122).

Abbildung 5 Fufpedal und Pumpensystem mit Dreiwegehahn (125)

2.2.4 Analyse der Follikelflissigkeit

Die Analyse der follikuliren Fliissigkeit erfolgte mit dem Gerit cobas® e 411 analyzer der
Firma Roche Diagnostics GmbH, Wien, Osterreich mittels Elecsys® AMH, einem
Elektrochemilumineszenz-Immunoassay. Der analyzer wurde von geschulten Mitarbeitern
bedient. Uber ein Sandwich-Prinzip bei dem sich zwei Antikdrper an das Antigen der
Probe anlegen und anschlieBender Zugabe von Streptavidin-beschichteten-Mikropartikeln
kann am Reagenzgemisch der AMH-Gehalt gemessen werden. Die Testdauer betrdgt 18
Minuten und das bendtigte Probenvolumen ist 50ul. Bei einem Messbereich von 0,071-

164,2 pmol/l betrigt die Gesamtprizision 2,9-4,4% fiir den cobas® e 411 analyzer (126).
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Datenerhebung

Das Durchschnittsalter der Patientinnen betrug zum Zeitpunkt der Punktion 32 Jahre, mit

einer Standardabweichung von 4,3 Jahren und der durchschnittliche BMI betrug 25,3

kg/m?> mit einer Standardabweichung von 5,8, siche Tabelle 3. Die Anzahl der

entnommenen Follikel und die entsprechenden AMH Konzentrationen finden sich in

Tabelle 4.

Tabelle 3 Allgemeine Daten der Patientinnen

Patientin Alter [Jahre] GroBe [cm] Gewicht [kg]  BMI [kg/m?]
A 28 170 72 24.9
B 38 160 47 18,4
C 30 158 81 32,5
X 32 163 66,7 25,3
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Tabelle 4 Daten gesamt

Patientin Follikelnummer Volumen in [ml] AMH in [pmol/]
A 1 1,0 6,62
2 3,5 4,82
3 1,8 4,60
4 4,0 4,95
5 4,0 48,17
6 3.4 12,46
7 2,0 4,00
8 2,6 2,95
9 2,5 6,27
10 2,0 20,70
11 0,8 11,59
B 1 1,8 4,70
2 2,8 10,76
3 2,5 2,63
4 2,4 7,02
5 2,5 0,51
C 1 1,2 5,40
2 8,5 6,89
3 1,0 6,98
4 1,8 6,79
5 23 3,82
6 2,2 12,37
7 1,8 7,45
8 3,0 3,90
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Tabelle 5 Mittelwerte der erhobenen Messwerte, jeweils einzeln fiir die Patientinnen sowohl die Mittelwerte der

Gesamtdaten.

Mittelwerte Anzahl der Follikel Volumen [ml] AMH [pmol/l]
Patientin A 11 2,5 11,56
Patientin B 5 2,4 5,12
Patientin C 8 2,7 6,70
Gesamt 24 2,6 8,60
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3.2 Messergebnisse in Grafiken

3.2.1 Daten gesamt

Die gemessenen AMH Werte weisen keine signifikante Korrelation zu den entsprechenden

Follikelvolumina auf, siche Abbildung 6.

Daten gesamt
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50,00 ®
40,00

30,00

20,00 ®

AMH in pmol/L

10,00

‘ o,
0,00 '
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Volumenin ml

Abbildung 6 Daten gesamt dargestellt in einem Punktdiagramm; die gestrichelte Linie stellt eine lineare Trendlinie dar

sie soll die nicht vorhandene Korrelation verdeutlichen. Die beiden Rot dargestellten Werte werden aufgrund ihrer

rdumlichen Distanz zu dem Feld der anderen Werte als AusreifSer definidert.

In Abbildung 7 sind die Gesamtdaten grafisch dargestellt, ohne die beiden Ausreif3er.

Daten gesamt ohne Ausreisser

25,00
20,00 L
=
£ 15,00
= ° °
= ° .
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=y “"‘"; ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ '. ......... .. .............................
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0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Volumenin ml

Abbildung 7 Daten gesamt ohne Ausreifier, die gestrichelte Linie stellt eine lineare Trendlinie dar. Es ergibt sich auch
hier keine Korrelation zwischen den Parametern.
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3.2.2 Daten der Patientinnen einzeln dargestellt

AMH in pmol/I
W
=
[a=]
[==]

Patientin A

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50

Volumenin ml

Abbildung 8 Daten von Patientin A, die gestrichelte Linie stellt eine lineare Trendlinie dar und soll die nicht vorhandene

Korrelation verdeutlichen.
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AMH in pmol/I

4,00

2,00

0,00

Patientin B

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Volumenin ml

Abbildung 9 Daten von Patientin B, die gestrichelte Linie stellt eine lineare Trendlinie dar und soll die nicht vorhandene

Korrelation verdeutlichen.
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Patientin C
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Abbildung 10 Daten von Patientin C, die gestrichelte Linie stellt eine lineare Trendlinie dar und soll die nicht
vorhandene Korrelation verdeutlichen.
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3.3 Statistische Ergebnisse
3.3.1 Statistische Auswertung

Die Ermittlung der Fallzahl orientiert sich an einer Berechnung fiir eine frithere Studie .
Bei dieser ergab sich mittels einer One Correlation Power Analysis eine geeignete Power
fiir Datensample der Grofe N=24, fiir die Fragestellung ob sich ein statistischer
Zusammenhang zwischen dem follikuliren AMH-Gehalt und dem Serum-AMH-Gehalt
feststellen lisst. Aufgrund der thematischen Ahnlichkeit wurde dieses N {ibernommen.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit IBM® SPSS® Statistics Version 23 fiir
Windows. Es wurden die Daten mittels des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests auf
Normalverteilung gepriift und anschlieBend eine Rangkorrelation nach Spearman
(Spearmans Rho) berechnet. Die Datendarstellungen in Grafiken wurde mit Microsoft®

Excel® 2016 fiir Windows erstellt.
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3.3.2 Test auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-

Anpassungstest

Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests. Aufgrund der

Signifikanz bei den AMH-Werten zeigt sich, dass diese nicht normalverteilt sind.

Tabelle 6 Ergebnisse Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

N

Parameter der Normalverteilung

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
*signifikant

Mittelwert
Standardabweichung
Absolut

Positiv

Negativ

Volumen
[ml]
24
2,5583
1,53592
,198
,198
-, 144
,968
,306

AMH
[pmol/l]
24
8,5979
9,42955
,298
,298
-,222
1,462
,028%*
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3.3.3 Nichtparametrische Auswertung - Rangkorrelation nach

Spearman

In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der Rangkorrelation nach Spearman, Spearmans Rho,

dargestellt. Es ergibt sich keine Signifikanz fiir den Korrelationskoeffizienten.

Tabelle 7 Ergebnisse Rangkorrelation nach Spearman

Spearman-Rho = Volumen

Volumen AMH
Korrelationskoeffizient 1,000 -0,57
Signifikanz (2-seitig) , 791
N 24 24
AMH Korrelationskoeffizient -,057 1,000
Signifikanz (2-seitig) , 791
N 24 24

37



3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse
Es ergibt sich aus den statistischen Berechnungen kein signifikanter Zusammenhang

zwischen dem Volumen der FF und dem AMH-Gehalt. Bei n=24 betrigt der
Korrelationskoeffizient -0,57. Dies ist kongruent mit den grafischen Darstellungen der
Daten in Punktdiagrammen, bei denen die eingefligte lineare Trendlinie keinen zu
erwartenden Zusammenhang der Parameter zeigt. Die Volumen-Werte weisen

Normalverteilung auf, die AMH-Werte nicht.
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4 Diskussion
Im Rahmen dieser Untersuchung konnten keine statistisch signifikanten Zusammenhénge

zwischen dem Volumen der FF und ihrem Gehalt an AMH gefunden werden, dies
bedeutet, dass aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht vom Follikelvolumen auf den
AMH-Gehalt riickgeschlossen werden kann.

In der Follikelfliissigkeit wéchst die Eizelle heran. Diese schiitzt sie vor schiddlichen
Einfliissen, beeinflusst ihr Wachstum, reguliert die Néhrstoffzufuhr sowie die Reifung der
Oozyte. Sie ist somit ein Schliisselelement der Reproduktion, da sie einen entscheidenden
Einfluss auf die Qualitdt der Eizelle hat (127). Die Follikelfliissigkeit bietet eine optimale
Quelle um Biomarker nicht invasiv zu analysieren und die Qualitdt der Eizelle zu
beurteilen. Sie spiegelt das Milieu in dem die Oozyte heranwéchst wider und gibt direkte
Hinweise auf den Metabolismus in Theka- und Granulosazellen. Der Vorteil liegt in der
Moglichkeit der routinemdfligen Gewinnung sowie in der separaten Aspiration einzelner
Follikelflissigkeiten, welche fiir die weitere [IVF-Behandlung nicht benétigt werden. In der
Praxis hat sich diese Methode jedoch noch nicht durchgesetzt, mangels unzureichendem
Wissen iiber die Verfiigbarkeit und das Potential von Biomarkern wie beispielsweise
AMH, welches im Serum schon seit Jahren ein bewdhrter Marker flir die Einschidtzung des

reproduktiven Potentials weiblicher Patienten ist.

Der Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit anderen Studien féillt schwer, da keine
gefunden werden konnten, bei denen die Follikelfliissigkeiten nicht gepooled, bzw. nicht
nur der grofite, also Dominant- oder Leitfollikel analysiert wurde (Stand Oktober 2016).
Dennoch soll auf einige Publikationen eingegangen werden die AMH in der FF und seine
Rolle analysiert haben. Die meisten Fragestellungen versuchen einen Zusammenhang
zwischen FF-AMH und der Eizellqualitit direkt herzustellen.

Im Jahr 2014 publizierten Tramisak Milakovi¢ et al. eine Studie, in der sie den AMH-
Gehalt in der FF mit dem Reifestadium der Eizellen, der Morphologie der Metaphase II
(MII) Eizellen und ihrer Befruchtungskapazitit verglichen. Es wurden die dominanten
Follikel von 92 Frauen untersucht, n=37 in der Gruppe <35 Jahre und n=44 in der Gruppe
>35 Jahre, und hinsichtlich der Fragestellung untersucht. Daraus ergaben sich keine
Zusammenhinge zwischen AMH und MII Eizellen, unreifen Eizellen, sowie atretischen
Eizellen. Fiir die jliingere Gruppe ergaben sich signifikant niedrigere AMH-Werte in den
Follikelfliissigkeiten der befruchteten MII-Eizellen als in den nicht-befruchteten MII-
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Eizellen. Fiir die éltere Gruppe galt dies nicht. Ein wie erwarteter negativer
Zusammenhang zwischen Serum-AMH und Alter der Patientin konnte bestitigt werden.
Aus diesen Ergebnissen schlieBen die Autoren, dass follikulire AMH-Level einen
moglichen Pradiktor fiir die Befruchtungskapazitit von MII Eizellen jiingerer Patientinnen
darstellen (128).

In einer Untersuchung von Kim et al. veréffentlicht im Jahr 2014 wurden die AMH-Werte
in 65 Proben FF untersucht. Auch hier wurde der jeweils grofite Follikel untersucht, mit
der Bedingung, dass dessen Durchmesser mehr als 20mm betrdgt. Die Proben wurden
anhand des AMH-Gehalts in drei Perzentilen aufgeteilt und als Endpunkt wurde die
Befruchtungsrate und der embryo score, berechnet aus Blastomerenanzahl multipliziert mit
einer Kennzahl zur Darstellung der Fragmentierung, herangezogen. Es stellte sich heraus,
dass die AMH-Konzentrationen signifikant und positiv mit dem embryo score an Tag 3
korrelieren. Des Weiteren ergaben sich signifikant niedrigere Befruchtungsraten in der
Gruppe mit den niedrigsten AMH-Werten. Die Autoren schlieBen aus den Ergebnissen,
dass der AMH-Gehalt in der Follikelfliissigkeit einen Marker zur Ermittlung der Eizell-
bzw. Embryoqualitit darstellt (36).

Aflatoonian et al. untersuchten 2010 ob ein Zusammenhang zwischen dem follikuldren
AMH und Befruchtung oder Embryoqualitdt besteht. Sie untersuchten dazu 62 einzelne
Follikel von ebenso vielen Patientinnen. Sie teilten die FF in die Gruppen ,,befruchtet und
,hicht-befruchtet™ ein und fanden in letztgenannter Gruppe niedrigere AMH-Level. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen FF-AMH und embryo score wurde
festgestellt. Daraus schlieBen die Autoren, dass die follikuliren AMH-Werte mit der
Befruchtungsfahigkeit und Embryoqualitdt zusammenhadngen (129).

Die tiirkische Gruppe um Capkin et al. fand im Jahr 2012 bei einer Studiengruppe von 43
Frauen signifikant hohere follikulire AMH-Werte, beim jeweils ersten punktierten
Follikel, dem am besten zuginglichen, am Tag des OPU bei denjenigen Frauen welche
spéter eine klinische Schwangerschaft erreichten. Jedoch blieben diese Ergebnisse nicht
stabil nach einer Korrektur auf Alter und AFC. AMH stellte also keinen unabhédngigen
Faktor zur Vorhersage einer Schwangerschaft dar. Auch fanden sie keinen Zusammenhang
zwischen Serum und follikulirem AMH wobei FF-AMH signifikant und positiv mit AFC
und Implantationsrate und negativ mit basalem FSH korrelierte (130).

Fanchin et al. verdéffentlichten 2007 eine Studie in der sie bei 118 Patientinnen das FF-

AMH im priovulatorischen Follikel untersuchten. Sie fanden heraus, dass follikuldres
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AMH, im Gegensatz zum Serum-AMH, positiv mit dem Implantationsvermdogen des
jeweiligen Embryos korrelierten (131).

Das japanische Team um Hattori et al. verglichen im Jahr 2012 den Zusammenhang von
follikuldrem und Serum-AMH als Priadiktoren fiir den reproduktiven Outcome und fanden
widerspriichliche Ergebnisse (132).

Ein anderes japanisches Team um Takahashi et al. fand bereits 2008 heraus, dass Eizellen
mit der Féhigkeit groBere Mengen an AMH zu produzieren mit hoherer
Wabhrscheinlichkeit befruchtet werden konnten. Es handelte sich um eine retrospektive
Studie der Daten von 31 Patientinnen. Kein Zusammenhang wurde zwischen
Befruchtungserfolg und Serum-AMH oder dem Gehalt an Inhibin B gefunden (37).

Im Jahr 2015 untersuchten Bastu et al. den Zusammenhang zwischen AMH, Cathepsin B
und Relaxin in der FF und fanden davon nur fiir Cathepsin B eine statistisch relevanten
Bezug zu den Schwangerschaftsraten von 79 untersuchten Paaren (133).

Ein Forscherteam um Cupisti et al. untersuchte 2007 den Zusammenhang zwischen AMH,
Inhibin B und Activin A in der Follikelfliissigkeit, um daraus Riickschliisse auf das
Reifungs- und Entwicklungspotential der Eizelle zu ziehen. Dazu poolten sie die
Follikelfliissigkeiten von 27 IVF Patientinnen und fanden einen invers korrelierten
Zusammenhang zwischen dem AMH-Gehalt und Reifung bzw. Entwicklungspotential der
gewonnenen Eizellen. Das pooling der Follikelfliissigkeiten ldsst jedoch keine

Riickschliisse auf die einzelne Eizelle bzw. den IVF Outcome zu (134).

Die Konzentration an AMH in der FF begriindet sich in der Sezernierungsaktivitdt der
Granulosazellen und der Durchldssigkeit der Follikelmembran bzw. der BFB. Sie hingt
davon ab, wieviel AMH produziert wird und wieviel davon ins Serum gelangt. Wie von
Rodgers und Irving-Rodgers beschrieben, kann davon ausgegangen werden, dass Molekiile
mit einem gréferen Gewicht als 100 kDa nicht passiv durch die BFB diffundieren konnen
(16). Das molekulare Gewicht von AMH betrdgt 140 kDa (97). Dies konnte mitunter die
Ursache fiir die beobachteten Konzentrationsunterschiede sein. Wie der genaue Transport
von AMH in die Blutbahn stattfindet ist noch unzureichend gekliart. Ein aktiver
Transportmechanismus, durch verstirkte Signaltransduktion ausgelost, konnte erkldren
weshalb die AMH-Werte zwischen den einzelnen Follikeln einer Patientin innerhalb eines
Zyklus deutliche Unterschiede aufweisen.

Eine weitere Erklarung konnte sein, dass sich Gehalt von AMH in Serum und Follikel

gegenseitig beeinflussen. Sofern der Transport durch die BFB passiv erfolgt und AMH frei
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hin und her diffundieren kann, wiren geringere Schwankungen der Anteile zu erwarten.
Durch die erhebliche Variation an ermittelten AMH Konzentrationen innerhalb eines
Zyklus, kann diese Theorie jedoch nicht unterstiitzt werden.

Die Annahme eines Zusammenhangs zwischen follikulirem AMH und dem
Follikelvolumen begriindet sich in der je nach Wachstumsstadium unterschiedlichen
AMH-Sezernierungsaktivitit der GC. Diese verdndert sich groBenabhidngig und zeigt ihr
Maximum bei einem Durchmesser von circa 5-8 mm. Es besteht ein direkter
Zusammenhang zwischen genetischer Expression des AMH durch die GC und AMH-
Gehalt im Follikel. Ab 8 mm Durchmesser des Follikels kommt es zu einer Abnahme der
Sezernierungsaktivitidt, somit einer verminderten Expression von AMH. Die genauen
Griinde hierfiir sind noch unzureichend geklért, vermutet wird ein Zusammenhang mit der
Ostrogenproduktion (135). Davon ausgehend miisste sich der AMH-Gehalt mit steigendem
Volumen ebenso dndern, was in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden
konnte.

Eine positive Korrelation zwischen Follikelvolumen und AMH-Gehalt wiirde sich durch
eine mit zunehmendem Reifestadium steigende Stoffwechselaktivitdt des Follikels oder
durch eine hohere Anzahl an GC erkléren lassen.

Hierbei spielt die AMH-Produktion der GC eine entscheidende Rolle. Sie verdndert sich
groflenabhingig mit einem Maximum bei ca. 5 mm Durchmesser (97). Dies bedeutet, dass
ab einer bestimmten Follikelgroe ein hormoneller Regulationsmechanismus aktiviert
wird, welcher die AMH-Produktion, bzw. die Aktivitit der GC dndert. Diese Ergebnisse
wurden in mehreren Studien bestétigt (76,97,136).

Eine Erhohung der GC-Zellzahl wiirde sich im erhohten AMH-Anteil widerspiegeln. Fiir
den Fall, dass bei einem hoheren Volumen die Anzahl der GC jedoch gleichbliebe, hie3e
dies ein, durch einen Verdiinnungseffekt hervorgerufenes, vergleichsweise niedrigeres
AMH. Beides konnte im Rahmen dieser Untersuchung nicht nachgewiesen werden. Eine
weitere Moglichkeit wére, dass kleinere Follikel aufgrund rdumlicher Gegebenheiten eine
vergleichsweise geringere Anzahl an GC-Zellen aufweisen und somit die AMH-
Produktion entsprechend niedrig ist bzw., dass die GC kleinerer Follikel in der Regel ein
wenig fortgeschrittenes Reifungsstadium aufweisen. Deren GC noch keine oder nur wenig
sekretorische Aktivitéit zeigen.

Ein negativer Zusammenhang zwischen Follikelvolumen und AMH-Gehalt liee sich
dadurch erkldren, dass Follikel mit einem langsameren Stoffwechsel nicht die ndtigen

Produkte in ausreichend kurzer Zeit herstellen konnen um den kolloidosmotischen Druck
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fir eine GroBenzunahme aufrechtzuerhalten. Somit mangelt es an Raum fiir eine
physiologische Proliferation der GC und sie konnen ihre sezernierende Aktivitdt nicht
aufnehmen. Eine weitere Theorie ist, dass bei weniger Volumen des Follikels
vergleichsweise mehr GC vorhanden sind und sich dadurch der Anteil des AMH erhdht,

was einen konzentrierenden Effekt hervorrufen konnte.

Die Datenanalyse hat mehrere Limitationen. Zum einen die geringe Anzahl an Daten, da
mit einer groferen Fallzahl und weiteren Parametern zu den Patienten und zur
Follikelfliissigkeit, beispielsweise anderen Hormonen, moglicherweise statistische
Zusammenhinge zum Follikelvolumen dargestellt werden konnten. In weiterfithrenden
Studien sollte mit einer groBeren Probenanzahl gearbeitet werden. Auch schrinkt der
retrospektive Charakter der Untersuchung die untersuchbaren Variablen stark ein. Eine
weitere Einschrankung stellt die Beschrinkung der Analyse auf ein einziges Institut dar.

Hiermit kann weder Behandler- noch Institutsunabhéngigkeit gewéhrleistet werden.

Hervorzuheben ist die Technik der separaten Punktion der einzelnen Follikel und der
Analyse der verschiedenen Follikelfliissigkeiten innerhalb einer Patientin und innerhalb
desselben Zyklus ohne Vermischung (pooling). Somit entsteht eine direkte
Vergleichbarkeit des, die Eizelle umgebenden, Follikelstoffwechsels und seiner Produkte.
Hier sollte die zukiinftige Suche nach einem geeigneten Biomarker zur Beurteilung der
Eizellqualitdt ansetzen. Da sie unter vergleichbaren hormonellen Reifungsbedingungen im
selben Organismus reifen wiirden Unterschiede besser erkennbar. Indem keine
Vermischung der gewonnenen Fliissigkeiten erfolgt, erlaubt die Technik der separaten
Punktion eine direkte Riickverfolgbarkeit der Follikelfliissigkeit zur entsprechenden
Eizelle und ihrem Outcome. Es kann direkt von verschiedenen Ausgangspunkten wie
erfolgreiche Befruchtung, biochemische Schwangerschaft oder baby-take-home-rate auf
das Milieu in dem die Eizelle gereift ist riickgeschlossen werden (122).

Ebenso ein Vorteil ist die Suche nach einer ressourcenschonenden Ermittlung der
bestmoglichen Eizellqualitit. Im Falle eines Zusammenhangs zwischen dem Volumen der
FF und dem Gehalt an AMH, fiir den Fall, dass AMH tatséchlich einen qualitativen
Vorhersagewert der Eizellqualitét darstellt, ldsst sich diese am Volumen der FF ablesen.
Die beste Losung wire hier das Abwiegen der Falcontubes nach der Punktion. Hiermit
wiirde man einen gut nachvollziehbaren, weitgehend durchfiihrerunabhéngigen und

numerischen Wert erhalten. Es wiirde sich hiermit die personal-, zeit- und
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kostenaufwéndige Analyse der Follikelfliissigkeit eriibrigen. Der ermittelte Wert konnte
unmittelbar in die klinische Entscheidungsfindung, welcher Embryo iibertragen werden

soll, einflieBen.

Aus diesen Uberlegungen und den Untersuchungsergebnissen ergibt sich die
Schlussfolgerung, dass der AMH-Gehalt in der Follikelflissigkeit vom jeweiligen
Metabolismus der Eizelle abhingig ist. Falls das Stoffwechselniveau der Eizellen und der
zugehorigen Follikel einen qualititsbestimmenden Einfluss aufweist, konnte man die
Qualitdt am AMH-Niveau in der FF bestimmen. Somit kann nicht zuriickgewiesen werden,
dass AMH in der FF einen moglichen Qualitatsindikator der Eizelle darstellt.

Zukiinftige Studien sollten eine Analyse von mehr Parametern z.B. Hormonen oder dem
Proteom in Betracht ziehen. Die Eizellen sollten ihrer jeweiligen FF zugeordnet werden
und ihre Entwicklung, also Befruchtungs- und Implantationserfolg, und als Endpunkt die
baby-take-home-rate, beurteilt werden Auf diese Weise konnten sich Parameter finden, die
in der Follikelfliissigkeit vorhanden sind und Hinweise auf die Qualitit der Eizelle und ihr
Entwicklungspotential geben. Dies wiirde den IVF-Prozess um ein Vielfaches vereinfachen
und verkiirzen.

Sofern sich AMH als geeigneter Parameter zur Bestimmung der Eizellqualitit etabliert,
wiren Messungen der einzelnen FF von groBer Bedeutung. Die Volumetrie konnte als
ergdnzender Parameter herangezogen werden, stellt aber alleine keinen ausreichend

informativen Faktor zur Beurteilung der Eizellqualitét dar.
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Patientinneninformation/Einverstandniserklarung
fiir das Forschungsvorhaben der Medizinischen Universitdt Graz
in Kooperation mit dem Kinderwunschinstitut Schenk GmbH, Institut filr Re-
produktionsmedizin und klinische Embryologie (in der Folge KIWI):

Bereitstellung von Gewebsproben, Blutproben und anderen Korperflissigkei-
ten zu Forschungszwecken und zur Entwicklung neuer Diagnoseverfahren,
Vorbeugemaknahmen und Behandlungen

Sehr geehrte Patientin! Sehr geehrier Patient!

Einleitung

Die wissenschaftliche Untersuchung von Gewebsproben, Blutproben und anderen
Korperflissigkeiten in Verbindung mit Krankheitssymptomen ist heute eine der wich-
tigsten Voraussetzungen fir ein besseres Verstandnis der Ursachen und des Ver-
laufs von Erkrankungen sowie filr die darauf aufbauende Entwicklung neuer Verfah-
ren fir die Diagnose, Vorbeugung und Behandlung dieser Erkrankungen. Hierfir
werden fypischerweise aus medizinischen Proben Zellen oder andere Bestandieile
isoliert, vermehrt und mit mikroskopischen, biochemischen, immunologischen oder
molekularbiologischen Methoden untersucht. Auch genanalytische Methoden kinnen
dabei zum Einsatz kommen. (Alle diese Methoden sind wissenschaftliche Techniken,
mit denen die verschiedenen chemischen und biologischen Vorgange im menschli-
chen Kodrper bzw. in dessen Zellen erforscht und besser verstanden werden.)

Solche Untersuchungen sind nur mdglich, wenn Patientinnen und Patienten sich be-
reit erklaren, medizinische Proben hierfur zur Verfligung zu stellen.

Wir laden Sie ein, an dem oben genannten Forschungsvorhaben teilzunehmen.
Voraussetzung fiir die Durchfithrung dieser Forschung ist, dass Sie lhr Einver-
standnis zur Teilnahme schriftlich erkldren. Bitte lesen Sie den folgenden Text
als Erganzung zu einem ausfihrlichen Gespriach mit Fachleuten sorgfaltig
durch und zégern Sie nicht, Fragen zu stellen.

Malnanmen im Rahmen des Forschungsprojektes:

= Soliten bei den ohnehin vorgesehenen Untersuchungen im Rahmen der Di-
agnose und Behandlung Ihrer Efkrankung Blutproben, andere Kdrperflissig-
keiten oder Gewebsproben gewonnen werden, ist geplant, jene Anteile dieser
medizinischen Proben, welche nicht mehr unmittelbar fiir lhre medizinische
Betreuung bendtigt werden, ohne zeitliche Befristung in einer sogenannten
Biobank zu sammeiln, zu archivieren und in Verbindung mit den erhobenen
Krankheitsdaten fir die Forschung Zu verwenden.
Diese Biobank ist Eigentum der Medizinischen Universitat Graz und firmenun-
abhangig.

Es wird bei [nnen keinesfalls mehr oder anderes Gewebe entfemt, als fir die
Diagnose beziehungsweise Therapie der bei lhnen vorliegenden Erkrankung
erforderlich ist. Fir etwaige zusatzliche Eingriffe im Rahmen von anderen wis-
senschaftlichen Projekten der Medizinischen Universitat Graz werden sie ge-
sondert dariber informiert.

Lediglich im Rahmen von routineméitig vorgesehenen Blutabnahmen kdnnte
Ihnen bis maximal 20 ml Blut zusatzlich entnommen werden.
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=  Um Zusammenhange zwischen den Forschungsergebnissen und lhrer Er-
krankung feststellen zu kinnen, dirfen gegebenenfalls von der Medizinischen
Universitat Graz und dem KIWI Informationen ber den Verauf lhrer Erkran-
kung von |hrem Hausarzt, dem Sie betreuenden Facharzt oder anderen Kran-
kenhdusem, an denen Sie behandelt werden, eingeholt werden.

» Die Forschungsergebnisse werden gemeinsam mit den Daten idber den Ver-
lauf |hrer Erkrankung in kodierter Form in einer Datenbank im KIWI gespei-
chert. Ebenso werden die Proben kodiert in der Biobank Graz der Medizini-
schen Universitat aufbewahrt Unter kodiert wird verstanden, dass nach
menschlichem Emmessen mit Ausnahme der Sie behandeinden Arztinnen und
Arzte und des unmittelbar befassten Personals der Biobank keine dritte Per-
son die medizinischen Proben, Ihre Befunde sowie die Angaben dber lhre
Krankheitssymptome und Lebensumstande mit lhnen in Verbindung bringen
kann. Alle Personen, die Zugang zu diesen Proben und Daten haben, unter-
liegen der Schweigepflicht. Der Schutz vor dem Zugrifi Unbefugter ist sicher-
gestellt.

Die Verantwortung fir die Aufbewahrung bzw. gegebenenfalls Vemichtung
der Daten und Proben tragt die Leiterin bzw. der Leiter der Biobank der Medi-
zZinischen Universitat Graz.

» Die Forschung wird grundsatzlich an der Medizinischen Universitdt Graz in
Kooperation mit dem KIWI bzw._ in Zusammenarbeit mit anderen Forschungs-
einrichtungen erfolgen. Die Durchfihrung von Analysen an kodierten Proben
oder kodierten Daten kann auch in nationaler und intemationaler Zusammen-
arbeit mit externen Parinem (zB anderen Forschungseinrichtungen, Firmen)

erfolgen.

* |hre medizinischen Proben und Daten sollen zu wissenschafilichen Erkennt-

nissen aber Ursachen, Verauf, Behandiung und Vorbeugung von Krankheiten
fuhren und schlielich zur Entwicklung und Qualitdtskontrolle von neuen Di-
agnosemitteln und —verfahren eingessizt werden.
Gegebenenfalls sollen die Forschungsergebnisse in kodierter Form in wissen-
schaftlichen Schriften publiziert werden, zur Ausbildung von Arzfinnen und
Arzten eingesetzt werden und durch die Medizinische Universitit Graz baw.
das KIWI in Zusammenarbeit mit anderen Untemehmen und Personen weiter
wissenschafilich oder auch kommerziell, zB mittels Patentierung, verwertet
werden.

Fir Ihre Bereitstellung der medizinischen Proben, Befunde sowie die Angaben ldber
Ihre Krankheitssymptome und Lebensumstinde ist keine finanzielle Abgeltung oder
Beteiligung an einer etwaigen kommerziellen Verwertung der Forschungsergebnisse
vorgesshen.

Eine individuelle Rickmeldung von Informationen und Forschungsergebnissen, die
aus lhren medizinischen Proben gewonnen werden, ist nur fir den Fall vorgesehen,
dass es sich um fir Sie medizinisch bedeutsame Informationen handelt. Sie kdnnen
jedoch daniber entscheiden, ob Sie diese Informationen bekommen mdchten oder
nicht.

Das wissenschaftliche Vorhaben und diese Patientinnen-information/ Einverstand-
niserklarung wurden von der zustandigen Ethikkommission geprift und beflinvortet.
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Forschungsprojekte, die in Zukunft mit den in der Biobank gespeicherten Proben und
im KIWI gespeicherten Daten vongesehen sind, werden erst nach Vorliegen einer
neuerlichen, projektbezogenen befiirvortenden Stellungnahme der Ethikkommission
durchgefiihrt werden. Nur kodierte Proben und kodierte Daten werden von der Bio-

bank an Forschungsprojekte weitergegeben.

Ilhre Einwilligung dazu ist vollig freiwillig und hat keinen Einfluss auf die fir Sie vor-
gesehene Diagnose und Behandiung lhrer Erkrankung. Durch die Teilnahme an die-
sem Forschungsvorhaben entstehen fir Sie keine zusatzlichen Kosten. Sie kinnen
die Einwilligung ohne Angabe von Grinden ablehnen oder lhre erieilte Einwilligung
jederzeit ohne Angabe von Grinden durch schriftliche oder mindliche Erklamnung wi-
derrufen. In diesem Fall wird jegliche Verbindung zwischen den von |hnen gewonne-
nen Proben sowie Daten und lhrer Person unwiederbringlich geldscht. Wenn Sie es
wiinschen, werden die Proben aus der Biobank entfemt und vemichtet. Fir weitere
Informationen oder den Widerruf der Einwilligung wenden Sie sich bitte an die Lei-
tung der Biobank der Medizinischen Universitdt Graz, Sfiftingtalstrate 3.1, A-8010
Graz (Tel. 0043 316-285-72716) bzw. an die Leitung des KIWI, Am Sendergrund 11
+12, A-8143 Dobl (Tel. 0043 3136 55111 23).

Bitte unterschreiben Sie die Einverstandiserklarung nur:
+ wenn Sie At und Ablauf des Forschungsvorhabens vollstandig verstanden
haben,
« wenn Sie bereit sind, der Teilnahme zuzustimmen, und
« wenn Sie sich dber Ihre Rechte als Teilnehmerin bzw. Teinehmer an diesem
Forschungsvorhabens im Klaren sind.
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Patientenbarcode aufileben | Ejnverstandniserkldrung

- 1 TSR geboren =T 1
habe die mir zur Kenntnis gebrachte Patientinneninformation zum Fnrsdlurgs\romaben Bereitsfel-
Iung von Gewebsproben, Blufproben und anderen Karperfiizzigheden zu Forschungzzwecken und zur
Entwickiung never Diagnoseverfahren, Vorbeugemalnahmen wnd Behandiungen”, bestehend aus 3
Seiten, gelesen und verstanden_

lch wurde im Rahmen eines diesbeziglichen Awfklarungsgespriaches von HermiFrau (Dr. med.)
.................................................................................... ausfihrich und verstandlich dber We-
sen, Bedeutung und Tragweite des Forschungsvorhabens informiert. Alle meine Fragen wurden aus-
reichend beantwortet wund ich hatte ausreichend Zeit, mich zu entscheiden. Zur Zeit habe ich keine
weiteren Fragen mehr.

Mit meiner Unterschrift erklare ich zu den angefihrien Punkten Folgendes:

lch willige ein, dass ich die nicht mehr fiir meine medizinische Behand-

lung bendtigten Proben der Medizinischen Universitat Graz fur das vorlie- ja mein
gende Forschungsvorhaben dberasse. |:| |:|
lch erklare mich bereit, dass im Rahmen von routinemaBig vorgesehe-

nen Blutabnahmen maximal 20 ml Blut zusitzlich abgenommen werden
konnen.

Weiters eraube ich der Medizinischen Universitat Graz die Verwendung der filr mich durch das KIWI
erstelten Befunde und der gesammelten Angaben dber meine Krankheitssymptome und Lebensum-
stande fur das vorliegende Forschungsvorhaben. Dies inkludiert neben den Daten, die am KW vor-
handen sind, auch medizinische Daten weiterer Institutionen (Haus-, Facharzt und andere Kran-
kenhaduwser), die zu diagnostischen oder therapeutischen Zwecken erhoben wurden.

lch bevolimichlige diesheriglich die Medizinische Universitit Graz, diese = neEin
Daten direkt bei den genannten Institutionen anzufordern. I:I I:I

Beim Umgang mit den Proben undloder Daten werden die Bestimmungen des Datensch

und des Gentechnikgesetzes beachiet Bei allfalliger Weitergabe der Proben undloder Daten sowie bei
etwaigen Verdffentlichungen der Daten dieses Forschungsvorhabens werde ich nicht namentlich ge-
nannt.

Eine Kopie dieser Patientinneninformation und Einverst@ndniserklarung habe ich erhalien. Eine weitere
Kopie behalt das KIWI, und das Original wverbleibt bei der Medizinischen Universitit Graz

Meine Teilnahme an diesem Forschungsvorhaben ist fretwillig. Ich kann meine Einwilligung jederzeit
an der Medizinischen Universitat Graz ohne Angabe von Grinden widerrufen, ohne dass dadurch ein
Machteil fir meine medizinische Betreuung entsteht.

lch wiinsche iiber fir mich perséniich oder meine direkten Nachkommen = nein
bedeutsame medizinische Forschungsergebnisse informiert zu werden. I:I I:I
(Datum und Unterschrift der /des Patientenfin]
lzh habe Herm /Frau... - ~.wor der Unterzeichnung dieser

Erklarung auEﬁ.hrid1 I:leraten un-d hﬁ-tatrge Icenen Drunl: ausgedbt zu haben.

(Datum, Mame und Unterschrift der/des verantwortlichen Arztin/Arztes)

MM o
”ll Varzicn 4.C IIII
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