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1 Einleitung

Ein Kind zu bekommen und eine eigene Familie zu griinden, diesen Wunsch haben viele
Paare (LAMPIC et al., 2005). Doch was ist, wenn dieser nicht in Erfiillung geht? Uner-
filllter Kinderwunsch ist nicht nur ein sehr belastendes (DOMAR et al., 1993), sondern
auch ein haufiges Problem (DATTA et al., 2016). Ist keine spontane Konzeption moglich,
muss der Kinderwunsch nicht zwangslaufig unerfiillt bleiben.

Im Jahr 1978 wurde das erste In-vitro-Fertilisation (IVF)-Baby, Louise Brown, geboren
(STEPTOE und EDWARDS, 1978), ein grofer Erfolg und Fortschritt in der der Reproduk-
tionsmedizin. Allein in 2018 wurden in Deutschland 3% aller Kinder mit Hilfe kiinst-
licher Befruchtung geboren (DEUTSCHESIVF-REGISTER etal., 2019). Doch bleibt die
reproduktionsmedizinische Behandlung bei bis zu 40% aller Paare erfolglos (TROUDE
etal., 2016). Deshalb ist der Ansporn grofs, das Verstdndnis der Reproduktionsphysio-
logie sowie die Methodik und Diagnostik zu verbessern.

Ziel der assistierten Reproduktion ist die Gewinnung von Eizellen aus stimulierten Fol-
likeln (NARGUND et al., 2007). Die dabei gewonnene Follikelfliissigkeit (FF) bildet ein
fiir die Reifung der Eizelle optimales Mikromilieu (HENNET und COMBELLES, 2012).
Woraus setzt sich dieses Mikromilieu zusammen und welche Unterschiede gibt es zwi-
schen den einzelnen Follikeln? In dieser Arbeit soll vor allem der Zusammenhang zwi-
schen dem Prohormon Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), das auch als ,, Fountain
of Youth* (BAULIEU, 1996) bezeichnet wird, und anderen Hormonen in Follikelfliis-
sigkeit und Serum von Kinderwunschpatientinnen untersucht werden. Aufterdem soll
der Frage nachgegangen werden, ob ein Zusammenhang zwischen der DHEAS-FF-

Konzentrationen und dem Erfolg der assistierten Reproduktionstherapie (ART) besteht.

1.1 Reproduktionsphysiologie der Frau

Bei der Frau wird ein Grofsteil der Sexualsteroide im Ovar produziert. Das Besondere
beim Menschen ist, dass auch in der Nebennierenrinde die Androgenvorstufe DHEAS
gebildet wird (AucHUS und RAINEY, 2004; LUDWIG und STROWITZKI, 2014). Dieses

Hormon wird genauer in Kapitel 1.3 erklart.

1.1.1 Der Menstruationszyklus

Der physiologische Menstruationszyklus der Frau dauert in der Regel 28 Tage. Der
Zyklus beginnt mit dem ersten Tag der Menstruationsblutung und endet am Tag des

Einsetzen der néchsten Blutung.
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Man unterteilt den Zyklus in die Follikelphase von Tag 1-14 und die Lutealphase von
Tag 15-28. In der Follikelphase werden einige Antralfollikel durch das follikelstimulie-
rende Hormon (FSH) zum Wachstum stimuliert, von denen sich einer zum dominanten
Follikel entwickelt. Die Phase ist von der Interaktion zwischen Gonadotropinen der Hy-
pophyse und Steroiden des Ovars gekennzeichnet. In der Mitte des Zyklus, am Ende
der Follikelphase, kommt es zur Ovulation des dominanten Follikels. Damit beginnt
die Lutealphase, die durch die Hormonproduktion des Gelbkorpers gekennzeichnet ist.
Wird die Eizelle nicht befruchtet, wird die Funktion des Gelbkorpers nicht aufrechter-
halten. Das aufgebaute Endometrium wird ausgestoffen und ein neuer Zyklus beginnt
(TESCHNER und HINRICHSEN, 2013).

1.1.2 Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-Achse

Grundlage der Ovarfunktion und damit der weiblichen Fertilitdt ist die pulsatile
Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)-Ausschiittung des Hypothalamus. Dies fiihrt
zur pulsatilen Freisetzung der Gonadotropine, dem lutenisierenden Hormon (LH)
und FSH, aus dem Hypophysenvorderlappen. Diese wiederum wirken auf das Ovar,
in dem sie die Steroidhormonsynthese und die Follikelreifung stimulieren (LUDWIG
und STROWITZKI, 2014). LH stimuliert die Androgenbildung in den Thekazellen des
Ovars. Die wichtigsten im Ovar gebildeten Androgene sind Androstendion und DHEA.
Androgene sind die obligate Vorstufe der in den Granulosazellen gebildeten Ostrogene.
Die Granulosazellen mit ihrem Enzym, der Aromatase, werden durch FSH stimuliert
(GUDERMANN und ENGEL, 2014).

Die Hormonachse wird durch gegenseitiger Regulierung der unterschiedlichen Hormone
gesteuert: Das Ovar unterliegt der hormonellen Beeinflussung der iibergeschalteten
Regelzentren Hypophyse und Hypothalamus, reguliert diese aber auch durch die eigene
Hormonproduktion. Dieser Feedbackmechanismus ist v.a. von der Ostrogenkonzen-
tration und somit vom Entwicklungsstadium der Follikel abhéngig. Wahrend der
Follikelphase reguliert Ostrogen die LH-Ausschiittung herunter. Auch der FSH-Spiegel
nimmt mit zunehmendem Follikelwachstum, durch das in den Granulosazellen produ-
zierte Inhibin, ab.

Hohe Ostrogenspiegel fiihren am Ende der Follikelphase zur hochfrequenten Ausschiit-
tung von LH. Dieser LH-Peak induziert die Ovulation und (indirekt) die Bildung des
Gelbkorpers. Der genaue Ablauf der Ovulation und der Regulierung der LH-Sekretion
wird in Kapitel 1.1.3.2 beschrieben. Nach der Ovulation, in der Lutealphase, sinkt die
Gonadotropinkonzentration.

Die physiologische Anderung von Frequenz und Amplitude der Gonadotropinfreisetzung

bewirkt die unterschiedlichen Gonadotropinkonzentrationen wéahrend der einzelnen
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Phasen des Menstruationszyklus. Kommt es zu einer unphysiologischen Anderung der
Pulsation oder zu deren Fehlen (z.B. bei dauerhaft hohen GnRH-Konzentrationen),
versiegt die Gonadotropinausschiittung. Dies hat zur Folge, dass auch die endokrine
Funktion des Ovars zum Erliegen kommt. Dieses Prinzip macht man sich u.a. in
der kontrollierten ovariellen Stimulation zu Nutze, um eine vorzeitige Ovulation zu

verhindern (LUDWIG und STROWITZKI, 2014).

1.1.3 Funktion des Ovars

Das Ovar ist die paarig angelegte weibliche Gonade (WEISSENBACHER et al., 2013). In
ihm reifen die Eizellen, deren Gesamtheit bereits vor der Geburt angelegt ist. Es ist
aufserdem der Hauptbildungsort der weiblichen Sexualsteroide, die mit ihrer endokrinen
Wirkung die Zielorgane dem Zyklus entsprechend verandern (CORDES, 2020).

Die Follikelentwicklung (Follikulogenese) ist eng mit der endokrinen Funktion des Ovars
verkniipft. Deshalb werden im Folgenden die einzelnen Reifestadien, die ein Follikel
durchlaufen kann, einschliefSlich der Ovulation, im Zusammenhang mit dessen endokri-

ner Funktion beschrieben.

1.1.3.1 Follikulogenese

Die Anlage der Eizellen beginnt in der zwolften Schwangerschaftswoche mit aus dem
Dottersack entstammenden Urkeimzellen, den Oogonien. Diese wandern in die Gonaden-
anlage ein und vervielfachen sich mitotisch bis zu einem Maximum von sechs Millionen.
Das Maximum wird in der 20. Schwangerschaftswoche erreicht. Danach nimmt die Zahl
durch Atresie stetig ab. Zum Zeitpunkt der ersten Ovulation bei Pubertdtsbeginn, lie-
gen nur noch ca. 400.000 Eizellen vor.

Wenn die Oogonien in die erste meiotische Teilung eintreten, werden sie als primére
Eizellen bezeichnet. Die priméren Eizellen unterbrechen die Meiose in der Prophase I
und verbleiben in diesem Stadium bis kurz vor der Ovulation. Insgesamt kommt es in
der fertilen Phase einer Frau nur zu 300-400 Ovulationen (CORDES, 2020).

Mit Bildung eines einschichtigen Zolomepithels um die Eizelle, der Vorstufe der Granu-
losazellen, spricht man von einem Primordialfollikel, der ersten Entwicklungsstufe in der
Follikulogenese. Ein Teil der Primordialfollikel tritt kontinuierlich in die Follikulogenese
ein und kann bis zum Antralfollikel heranreifen. Der genaue Ausloser fiir den Start der
Follikelreifung ist nicht bekannt. Dieser kontinuierliche Ubertritt in die Follikulogenese
dauert so lange an, bis die Primordialfollikelreserve und damit die ovarielle Reserve er-
schopft sind. Dies bestimmt den Zeitpunkt der Menopause (MCGEE und HSUEH, 2000).
Reguliert wird der Follikelverbrauch u.a. durch das Anti-Miller-Hormon (AMH). Die-

ses wird in den praantralen Follikeln gebildet und inhibiert die Follikelrekrutierung und
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-selektion (HSUEH et al., 2015).

Die flachen Zellen der zum Wachstum rekrutierten Primordialfollikel nehmen eine kubi-
sche Form an. Man spricht nun von einem Primérfollikel (MCGEE und HSUEH, 2000).
Die Epitehlschicht verbreitert sich und entwickelt sich zur Granulosazellschicht. Der Fol-
likel wird nun als Sekundérfollikel bezeichnet. Zwischen Epithel und Eizelle entsteht die
Zona pellucida. Aufsen bildet sich eine Basalmembran, die die neuentstandenen Theka-
zellen abgrenzt. Als Thekazellschicht wird das den Follikel direkt umgebende ovarielle
Stroma bezeichnet. Es unterscheidet sich vom restlichen Stroma und unterteilt sich in
eine gefifireiche Innen- und eine gefiafsarme Aufenschicht. Durch den Anschluss an das
Gefafssystem konnen die Gonadotropine eine starkere Wirkung auf den Follikel ausiiben.
Auflerdem bilden sich vermehrt LH- und FSH-Rezeptoren auf den Zellen. Zur Funktion
von LH und FSH vergleiche Kapitel 1.1.2 .

Am Ende der Phase des Sekundarfollikels beginnt sich ein fliissigkeitsgefiillter Hohl-
raum, das Antrum, in der Granulosaschicht auszubilden. Man spricht nun von Antral-
follikeln (CORDES, 2020). Diese Follikel haben einen Durchmesser von 2-5mm (MCGEE
und HSUEH, 2000). Das Antrum wird von einer Granulosazellschicht begrenzt. Ebenso
sind die Granulosazellen um die Eizelle gelagert und bilden die Corona radiata. Diese
ist tiber die Cumuluszellschicht mit der duferen Granulosazellschicht verbunden (COR-
DES, 2020). Die Cumulusschicht ist wichtig fiir die Erndhrung und Reifung der Eizelle
(CotricCHIO etal., 2015). Aukerdem umgeben die Cumuluszellen die Eizelle nach der
Ovulation (im sogenannten Cumulus-Oozyten-Komplex) und sind wichtig fiir die erfolg-
reiche Befruchtung durch das Spermium (RUSSELL und ROBKER, 2018).

Der erste Teil der Follikulogenese bis zur Bildung des Antralfollikels ist nicht FSH-
abhingig, wird aber von FSH positiv beeinflusst. Neben der endokrinen Wirkung durch
die Gonadotropine, haben verschiedene, von Eizelle und Granulosazellen produzierte,
parakrinwirkende Faktoren Einfluss auf die Follikulogenese. Aufserdem scheinen auch
die ovariell produzierten Steroidhormone iiber intraovarielle Rezeptoren an der Folliku-
logenese beteiligt zu sein (HSUEH et al., 2015).

Ab der Pubertit werden pro Zyklus 3—11 von den herangereiften Antralfollikeln durch
FSH zur Weiterentwicklung stimuliert (CORDES, 2020). Die verbliebenen Antralfolli-
kel gehen, wie der Grofsteil aller angelegten Follikel, in Atresie iiber. Einer der durch
FSH stimulierten Follikel wéchst wesentlich schneller, wahrscheinlich bedingt durch eine
hohere FSH-Sensitivitat. In diesem dominanten Follikel, auch als Graaf-Follikel bezeich-
net, kommt es spater zur Ovulation (McGEE und HSUEH, 2000).

Die Vaskularisierung nimmt zu und das Antrum vergrofiert sich, bis der Graaf-Follikel
einen Durchmesser von bis zu 25 mm erreicht (CORDES, 2020). Durch die Zellvermeh-

rung und die Gonadotropinstimulation steigt die Steroidsynthese in den heranreifenden
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Follikeln. Der Graaf-Follikel ist in der geschlechtsreifen Frau fiir die Hauptmenge der
Ostrogenproduktion verantwortlich, weshalb der Ostrogenspiegel zum Ende der Folli-
kelphase stark ansteigt (MCGEE und HSUEH, 2000).

1.1.3.2 Ovulation

Die Ovulation ist mafgeblich abhiingig von dem ansteigenden Ostrogenspiegel, der, v.a.
durch Produktion des Graaf-Follikels, am Ende der Follikelphase zunimmt.

Ostrogen fiihrt zu einem negativen Feedback an der Hypophyse und dem Hypothalamus
und inhibiert die Gonadotropinausschiittung. LH wird 6strogenbedingt zwar verstarkt
sezerniert, aber im Verhéltnis zur Produktionsmenge vermindert ausgeschiittet. Da-
durch bildet sich ein LH-Speicher. Ubersteigt die Ostrogenproduktion einen bestimmten
Wert (mindestens 150 pg/ml fiir 36 Stunden), kehrt sich sein Feedback-Mechanismus
von negativ in positiv um und es kommt zur verstirkten Sezernierung von LH, dem
LH-Peak. Durch die hohe LH-Konzentration kann die Eizelle die erste Meiose vollenden
und aus dem Follikel in die Tuben freigesetzt werden (LUDWIG und STROWITZKI, 2014).
Das erste Polkorperchen wird ausgestofen. Nach der Beendigung der ersten Meiose tritt
die Eizelle direkt in die zweite Meiose ein. Sie ist nun zur Befruchtung bereit (CORDES,
2020). Das Polkorperchen dient in der assistierten Reproduktionstherapie (ART) als
diagnostisches Instrument, um eine Eizelle mikroskopisch als reife Metaphase-II-Eizelle
(MII-Eizelle) zu klassifizieren (CHA und CHIAN, 1998). Ohne ausgestofenes Polkorper-
chen handelt es sich um eine Metaphase-I-Eizelle (MI-Eizelle).

Nach der Ovulation verbleiben die Theka- und Granulosazellen als Gelbkorper im Ovar.
Durch den LH-Peak werden die Theka- und Granulosazellen préaovulatorisch so beein-
flusst, dass sie zur Progesteronbildung beféhigt werden. Progesteron fithrt zum kurzzei-
tigen Anstieg der FSH-Konzentration, der die LH-Rezeptorausbildung im Gelbkorper
stimuliert. Dies ist unerlésslich fiir dessen regelrechte Funktion nach der Ovulation. Au-
flerdem kommt es durch Progesteron zur Verminderung der pulsatilen Frequenz beider
Gonadotropine in der Lutealphase (LUDWIG und STROWITZKI, 2014).

1.1.3.3 Follikelfliissigkeit

Die Follikelfliissigkeit (FF) fiillt das Antrum des Follikels aus. Sie besteht zum einen aus
Plasmaexsudat und zum anderen aus den Produkten der follikelbildenden Granulosa-
und Thekazellen. Durch die unterschiedliche zelluldre Entwicklung der Follikel und die
alternierende hormonelle Beeinflussung dndert sich die Zusammensetzung der FF im
Laufe der Follikulogenese (EDWARDS, 1974). Die FF-Zusammensetzung ist ein wichti-
ger Faktor fiir die Eizellentwicklung und -reifung. Sie wird nicht nur endokrin durch

Plasmahormone, sondern auch durch viele auto- und parakrine Prozesse beeinflusst.
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Dabei regulieren sich Eizelle und Granulosazellen gegenseitig (L1 et al., 2008).

Die FF beinhaltet viele verschiedene Substanzen. Neben einer hohen Konzentration an
Steroidhormonen finden sich in der FF Metabolite wie Fettsduren, Aminosduren und
Nukleotide (HENNET und COMBELLES, 2012), Wachstumsfaktoren(ARTINI et al., 1994)
und auch reaktive Sauerstoffspezien und deren Antioxide. Alle Substanzen liegen in
unterschiedlichen Konzentrationen abhéngig vom Reifestadium des Follikels vor. Durch
die Regulation der FF-Zusammensetzung wird das fiir die Eizellreifung notwendige Mi-

kromilieu erzeugt (HENNET und COMBELLES, 2012).

1.2 Die assistierte Reproduktionstherapie
1.2.1 Ursachen der Sterilitit

Mindestens 10% aller Menschen leiden im Laufe ihres Lebens unter Sterilitdt (DAT-
TA etal., 2016). Sterilitdt bedeutet, dass bei einem Paar innerhalb von zwolf Monaten
bei regelmafigem, ungeschiitzten Geschlechtsverkehr keine Schwangerschaft eintritt. Im
Englischen wird dafiir der Begriff , infertility” verwendet (ZEGERS-HOCHSCHILD et al.,
2019).

Die Ursachen dafiir sind vielfaltig. In ca. 50% liegt die Ursache bei der Frau, in 20-30%
beim Mann und in 20-30% bei beiden Partnern zusammen oder gilt als idiopathisch
(AGARWAL etal., 2015).

Bei der Frau kénnen die Sterilitatsfaktoren in anatomisch und endokrin unterteilt wer-
den. Haufige anatomische Ursachen sind die Tubenpathologie bei gestorter Tubendurch-
gangigkeit, uterine und zervikale Faktoren (LUDWIG et al., 2020) sowie Endometriose
(G1UDICE, 2010). Endokrine Stérungen koénnen durch eine Anovulation zur Sterilitéat
fithren. Als hiaufigste Ursache mit ca. 80% ist dafiir das Polycystische-Ovar-Syndrom
(PCO-Syndrom) verantwortlich (THESSALONIKIESHRE /ASRM-PCOGRoUP, 2008).
Wird keine eindeutige fertilitdtsmindernde Ursache gefunden, spricht man von einer
idiopathischen Sterilitdt. Nicht zu vernachléssigen ist der negative Einfluss von Alter
und Ubergewicht auf die weibliche Fertilitit (FADDY et al., 1992; PASQUALI et al., 2007).
Ab einem Alter von 37 Jahren nimmt die ovarielle Reserve stark ab (FADDY et al., 1992).
Ein grofes Problem der assistierten Reproduktion ist, dass einige Frauen schlecht auf
die ovarielle Stimulation ansprechen. Sie werden als Poor-Responder bezeichnet. Da
nur wenige Follikel heranreifen, sind die Erfolge in der Therapie gering. In den Dia-
gnosekriterien zur Definition von Poor-Respondern sind das Alter iiber 40 Jahre, eine
vorherige assistierte Reproduktionstherapie, bei der maximal drei Eizellen gewonnen
wurden (entspricht einer Poor-Response) und einer verminderten Antralfollikelanzahl

enthalten (FERRARETTI etal., 2011).
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Auch die ménnliche Sterilitdt hat verschieden Ursachen. Wichtig ist die Beurteilung des
nach WHO-Laborhandbuch erstellten Spermiogramms. Dabei wird das Ejakulat nach
Anzahl, Morphologie und Beweglichkeit der Spermien beurteilt. Das Ergebenis ist keine
absolute Diagnose, stellt aber einen entscheidenden Hinweis fiir die ménnliche Fertilitat
dar (SCHUPPE etal., 2013).

1.2.2 Ablauf der In-vitro-Fertilisation und der intrazytoplasmatischen
Spermieninjektion

Als Standardmethode hat sich die konventionelle in-vitro Fertilisation (IVF) entwi-
ckelt. Dabei wird eine kontrollierte ovarielle Stimulation zur Heranreifung multipler
Follikel durchgefiihrt. Das Ziel ist die Gewinnung von mehreren Eizellen. Die Stimula-
tion beginnt mit der Gabe von einem GnRH-Agonisten oder -Antagonisten. Durch die
Suppression der Hypophyse wird eine ungewollte, vorzeitige Ovulation verhindert. Die
Follikelstimulation erfolgt mit Gonadotropinen (meist FSH) (NARGUND et al., 2007).
Sind geniigend Follikel bis zu einer bestimmten Grofse herangereift, wird die Ovulation
durch humanes Choriongonadotropin (hCG) ausgelost (TROUNSON et al., 1982).
Studien belegen, dass in Gruppen von groferen Follikeln (Durchmesser 16-23mm und
> 23mm) mehr reife MII-Eizellen gewonnen werden als in der Gruppe kleinerer Follikel
(Durchmesser < 16mm) (ECTORS et al., 1997).

Anschliefend findet ca. 36 Stunden spéter die transvaginale Follikelpunktion zur Eizell-
gewinnung statt (LUDWIG, 2020; TROUNSON etal., 1982). Direkt nach der Punktion
erhalten die Patientinnen vaginal ein Progesteronderivat zur Unterstiitzung der Gelb-
korperfunktion (SONNTAG, 2020).

Abhéngig von individuellen Faktoren wird eine IVF oder intrazytoplasmatischen Sper-
mieninjektion (ICSI) durchgefiihrt.

Fiir die IVF werden zu den inkubierten Eizellen die Spermien hinzugegeben.

Die ICSI ist bei schwerer andrologischer Subfertilitdt indiziert. Mit Hilfe einer Pipette
wird dabei ein Spermium in die Eizelle injiziert (EBNER und DIEDRICH, 2020).

Bei erfolgreicher Befruchtung erfolgt der Embryonentransfer nach zwei bis fiinf Tagen.
Nach dem deutschen Embryonenschutzgesetz diirfen maximal drei Embryonen gleichzei-
tig transferiert werden, um das Risiko, das durch Mehrlingsschwangerschaften entsteht,
zu begrenzen (AL-HASANI und DIEDRICH, 2020). Heutzutage wird der Single-Embryo-
Transfer angestrebt. Die Erfolgsrate in der ART ist im Vergleich zur Implantation von
zwei Embryonen nur minimal vermindert. Allerdings kann das Frithgeburtsrisiko und das
Risiko von Schwangerschaftskomplikationen deutlich gesenkt werden(DEUTSCHESIVE-
REGISTER etal., 2022).
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1.3 Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS)
1.3.1 Synthese und Eigenschaften

Beim Menschen werden nicht nur in den Gonaden Sexualsteroide produziert, sondern
auch in der Nebennierenrinde. In der Zona reticularis wird in grofsen Mengen Dehydro-
epiandrosteron (DHEA) synthetisiert (AUCHUS und RAINEY, 2004). Ungeféhr 70% des
zirkulierenden DHEA werden dort gebildet, 20-30% entstehen im Ovar. Ein Grofteil des
DHEA wird zu Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) sulfatiert. Dieser Schritt findet
physiologisch ausschlieflich in der Nebenniere statt (GOODARZI et al., 2015). Man geht
davon aus, dass in der Leber nur oral aufgenommenes DHEA sulfatiert wird (MUELLER
etal., 2015).

Beide, DHEA und DHEAS, sind Prohormone. Sie selbst sind nicht bzw. kaum hormonell
aktiv, bilden aber die Vorstufe fiir aktive Sexualsteroide. Deren Synthese erfolgt in den
Zielorganen, neben dem Ovar auch in zahlreichen anderen peripheren Geweben. Aus
DHEA konnen iiber die Metabolisierung zu Androstendiol oder Androstendion Testos-
teron (T) und Ostrogen gebildet werden (REED et al., 2005). Einen Uberblick iiber die
detaillierte Sexualsteroidsynthese liefert Abbildung 1.1.
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Abb. 1.1: Hauptwege der Sexualsteroidsynthese
(Bild mit leichter Modifikation entnommen von: GOODARZI et al. 2015)

Es werden bis zu 75% des téaglich produzierten DHEAS im peripheren Gewebe in DHEA
umgewandelt (REED etal., 2005) und aus den adrenalen Prohormonen werden bis zu

75% aller Ostrogene in primenopausalen Frauen synthetisiert (LABRIE, 1991). DHEA
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und DHEAS bilden in ihrer Funktion als Prohormone ein Reservoir fiir Sexualsteroide.
Das Besondere ist, dass die in der Peripherie produzierten Sexualsteroide kaum ins Blut
tibergehen, sondern vor allem lokal ihre Wirkung entfalten (LABRIE, 1991). Durch LA-
BRIE et al., 1988 wird fiir diesen Wirkmechanismus der Begriff ,intrakrin gepragt.
DHEA und DHEAS sind die Sexualsteroide mit der héchsten Konzentration im Blut,
wobei DHEAS in einer ca. 1000-fach hoheren Konzentration vorliegt als DHEA (MUEL-
LER et al., 2015). Grund dafiir ist die lange Halbwertszeit (10-20 Stunden) von DHEAS.
Des Weiteren bleiben die DHEAS-Spiegel im Tagesverlauf und im Verlauf des Menstrua-
tionszyklus relativ konstant. Dies beides und die, im Gegensatz zu DHEA, nicht vorhan-
dene Bindung an das Sex-hormone-binding-globulin (SHBG), machen DHEAS zu einem
zuverldssig im Blut bestimmbaren Biomarker (RUTKOWSKI et al., 2014). DHEAS wird
als Marker fiir die Aktivitat der Androgenproduktion der Nebennierenrinde verwendet,
u.a. zur Abklarung bei Hyperandrogenédmie (L1ZNEVA etal., 2016). Die Konzentration
von DHEA und DHEAS nehmen nach einem Peak um das 20.-30. Lebensjahr konti-
nuierlich ab. Die Werte konnen sich bis zum 85. Lebensjahr um bis zu 95% verringern
(LABRIE et al., 2005).

Durch die Sulfatierung wird DHEAS wasserloslich und eignet sich gut als inaktives
Transporthormon. Sulfatierte Hormone miissen aktiv iiber Transporter in die periphe-
ren Zellen aufgenommen werden. Um in ein Androgen umgewandelt werden zu konnen,
muss DHEAS zu DHEA durch eine Steroidsulfatase hydrolysiert werden. Dieses Enzym
wird ubiquitér exprimiert. Abhéngig von der Exprimierung haben die peripheren Zel-
len Zugang zum DHEAS-Reservoir (MUELLER et al., 2015). Besonders im Gewebe des
Reproduktionstrakts sind zahlreiche Steroidsulfatasen exprimiert (REED etal., 2005).
Bei Untersuchungen im Ovar wurde herausgefunden, dass im Follikel und im ovariellen
Stroma die Sulfatase-Exprimierung sehr hoch ist, wohingegen keine Aktivitét in der FF
festgestellt wurde (HANING etal., 1990).

1.3.2 Die Wirkung auf Alterserscheinungen und Erkrankungen

Die DHEAS-Konzentration nimmt im Alter kontinuierlich ab. Diese Beobachtung
hat das Interesse geweckt, ob mit einer DHEA-Substitution ein positiver Einfluss
auf typische Alterserscheinungen und -erkrankungen genommen werden kann. Man
hoffte, in DHEA eine ,Fountain of Youth“ gefunden zu haben (BAULIEU, 1996).
Deshalb gibt es viele Studien, die sich mit dem Zusammenhang zwischen der DHEA-
Serumkonzentration und korperlichen Verdnderungen beschéftigen.

Da nach der Menopause das kardiovaskuldre Risiko bei Frauen ansteigt und gleichzeitig
die DHEAS-Werte sinken, gibt es viele Untersuchungen zur Beeinflussung von DHEA

auf postmenopausale Verdnderungen.
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Viele interessante Studien beschreiben einen inversen Zusammenhang zwischen der
DHEAS-Serumkonzentration und dem Arterioskleroseprofil. Auch gibt es Berichte
iiber eine Verminderung der Adipositas und der Serum-Lipoproteinwerte unter héheren
DHEAS-Serumkonzentrationen. Aufserdem zeigt sich eine Verbesserung der Insulin-
sensitivitdt bzw. Insulinsekretion unter DHEA-Substitution (TEIXEIRA etal., 2020).
Neben dem beschriebenen positiven Einfluss von DHEAS auf das kardiovaskulére
Risikoprofil, zeigen verdffentlichte Ubersichtsarbeiten auch kontroverse Ergebnisse
(DAvis und PANJARI, 2011).

Im Hinblick auf die Anderung der Stimmung und der sexuellen Funktion der Frau, die
durch die postmenopausale Abnahme der Sexualsteroide bedingt ist (CAPPELLETTI
und WALLEN, 2016; SCHMIDT etal., 2005), gibt es Hinweise auf Verbesserung durch
eine hohere DHEAS-Serumkonzentration, doch die Datenlage ist widerspriichlich
(DAvis und PANJARI, 2011).

Bei Untersuchungen hinsichtlich der Knochendichte berichten DAvViS und PANJARI,
2011, und HAN etal., 2019, in ihren Ubersichtsarbeiten von einem moderat positiven
Effekt bei Frauen.

Neben den vielen Versuchen, DHEA als Anti-Aging-Substanz einzusetzen, ist DHEA
auch fiir andere Bereiche der Medizin interessant. Geforscht wird unter anderem im
Bereich der Autoimmunerkrankungen. Es gibt Tendenzen, dass sich DHEA positiv
auf den Verlauf von Erkrankungen, wie systemischen Lupus erythematodus oder
Morbus Crohn, auswirkt. Es zeigen sich auch positive Effekte in Bezug auf bronchiales
Asthma und atopische Dermatitis (RUTKOWSKI etal., 2014). Auferdem soll DHEA
die Entstehung verschiedener Tumorarten inhibieren (ANH et al., 2019; LABRIE et al.,
2003).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit DHEA in verschiedensten Berei-
chen eine fiir den Patienten positive Wirkung erzielt werden kann. Allerdings ist
der genaue Wirkmechanismus meist noch nicht bekannt und die aktuelle Datenlage
widerspriichlich. Bisher ist in keinem Bereich eine evidenzbasierte Empfehlung der
DHEA-Substitution mdoglich.

1.3.3 Die Wirkung in der Reproduktionsmedizin

In ca. 26% aller Kliniken weltweit wird DHEA als Zusatz in der Kinderwunschbehand-
lung eingesetzt, vorwiegend bei Frauen, die als Poor-Responder klassifiziert werden
(SUNKARA etal., 2012).

Die in Studien beschriebenen Erfolge der DHEA- und Androgen-Substitution werden
auf die frithe Follikulogenese zuriickgefiihrt. Der genaue Mechanismus ist nicht klar.

DHEA-Supplementierung soll zu einem Anstieg an FSH- und Androgenrezeptoren in

10
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den Granulosazellen fithren (HuU etal., 2017). Dies passt zu den Ergebnissen, dass die
Androgen-FF-Konzentration mit der Auspragung von FSH-Rezeptoren auf den Granu-
losazellen der préantralen Follikel korreliert (NIELSEN et al., 2010). Auch konnte gezeigt
werden, dass die Anzahl von Androgenrezeptoren bei Gabe von Testosteron ansteigt und
dass die Anzahl von Androgenrezeptoren mit der FSH-Rezeptoranzahl korreliert. Diese
Erkenntnisse stiitzen die Beobachtungen, dass Androgene, und somit auch DHEA als
deren Vorstufe, eine entscheidende Rolle fiir das Follikelwachstum spielen (DEWAILLY
et al., 2016). Wahrscheinlich ist auch das Wachstumshormon Insulin-like-growth-factor-
1 (IGF-1) an diesen Prozessen beteiligt, denn es konnte unter DHEA-Supplementierung
ein IGF-1-Anstieg beobachtet werden (CASSON etal., 1998). Auch IGF-1 soll die FSH-
Sensibilitdt der Granulosazellen durch eine verstiarkte FSH-Rezeptor-Expression erho-
hen (ZHOU et al., 1997). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der positiven Korrela-
tion zwischen Androgenspiegeln und Gonadotropinsensitivitat (FOUANY und SHARARA,
2013).

Auferdem wurde herausgefunden, dass die Serumkonzentration von AMH unter DHEA-
Substitution hoher ist (GLEICHER et al., 2010). AMH wird vor allem in der frithen Fol-
likulogenese mit einem Maximum im Antralfollikel gebildet. Eine Erh6hung des Wertes
deutet somit auf eine Aktivierung der ovariellen Reserve, also ein verstirktes Follikel-
wachstum, hin (GLEICHER etal., 2010). AMH inhibiert den permanenten Eintritt von
Primordialfollikeln in die Follikulogenese und vermindert auch die Rekrutierung von
Follikeln durch FSH (DEWAILLY et al., 2016).

CAssON etal., 2000, fiilhrten als erste eine Studie zur DHEA-Supplementierung bei
Poor-Respondern durch. Weitere Studien, oft Beobachtungsstudien, folgten. Es konnte
u.a. ein signifikanter Anstieg der gewonnenen und fertilisierten Eizellen und eine ver-
besserte Embryoqualitét festgestellt werden (BARAD und GLEICHER, 2006). In einer
weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass in der Gruppe der Frauen, die eine DHEA-
Supplementierung erhielten, die Schwangerschaftsrate signifikant hoher war (BARAD
etal., 2007; BARAD und GLEICHER, 2006). Ungefihr die Hélfte dieser Schwangerschaf-
ten trat spontan wahrend der DHEA-Therapie ein (BARAD etal., 2007).

WANG et al., 2022 fiihrten erstmals eine randomisierte, placebokontrollierte, doppelt ver-
blindete Studie mit DHEA-Substitution durch, ohne Bestimmung der DHEAS-Serum-
oder FF-Konzentrationen. Sie fanden keinen Unterschied in der Rate an Lebendgebur-
ten zwischen den beiden Gruppen. Sie selber gaben als Limitation das hohe Durch-
schnittsalter von 39 Jahren und die ungleichméfsige Dauer der DHEA-Substitution von
2-12 Wochen an. Trotz vielversprechender erster Resultate gibt es bis heute keine hin-
reichende Evidenz fiir die DHEA-Supplementierung. Mehrere Ubersichtsarbeiten und

Metaanalysen haben sich mit der Thematik beschéftigt und kommen zu kontroversen
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Ergebnissen (FOUANY und SHARARA, 2013; NARKWICHEAN et al., 2013; NEVES et al.,
2021; SCHWARZE et al., 2018; ZHANG et al., 2016). Deshalb gibt es aktuell keine Empfeh-
lung in der ESHRE-Guideline (Guideline of the European Society of Human Reproducti-
on and Embryology) fiir die DHEA-Supplementierung, weder in Poor-Respondern noch
bei anderen ART-Indikationen (THEESHREGUIDELINEGROUPONOVARIANSTIMULATI-
ON etal., 2020).

1.3.4 Studienlage zur Analyse von DHEAS in der Follikelfliissigkeit

Die Untersuchung der FF ermdglicht Erkenntnisgewinn iiber das Mikromilieu, das
die Eizelle umgibt. Bisher gibt es wenige Studien, die sich mit der DHEAS-FF-
Konzentration beschéftigen. Einige dieser Studien untersuchen den Zusammenhang
zwischen der FF-DHEAS-Konzentration und reifen Eizellen oder dem Schwanger-
schaftseintritt. Es konnten sowohl eine positive Korrelation (CHIMOTE und CHIMOTE,
2021; CHIMOTE et al., 2015; WING YEE YEUNG et al., 2014) als auch kein vorhandener
Zusammenhang festgestellt werden (L1 etal., 2011). Fiir diese Art der Fragestellung
wurden Mittelwerte der FF gebildet (LI etal., 2011; WING YEE YEUNG etal., 2014)
oder die Konzentration der gepoolten FF gemessen (CHIMOTE et al., 2015).

Ahnlich sieht die Studienlage aus, welche die DHEAS-Serumkonzentration mit Pa-
rametern des ART-Erfolgs untersuchen. Hier konnten einerseits im Hinblick auf
Schwangerschaftseintritt oder Lebendgeburt, genauso wie bei zelluldren Parametern,
Ergebnisse gefunden werden, die hoheren DHEAS-Konzentrationen eine positive Wir-
kung zuschreiben. Andererseits konnte auch mehrfach kein Unterschied hinsichtlich der
DHEAS-Konzentration gezeigt werden. (BATOOL et al., 2009; FINDEKLEE et al., 2019;
KUNICKI et al., 2015; NELSON et al., 2009). Es gibt bisher kaum Studien, die sich mit
der Korrelation verschiedener FF-Hormonkonzentrationen unter Einbezug von DHEAS
beschéaftigen. Nur L1 et al., 2011 beschreiben, dass sie keinen Zusammenhang zwischen
der DHEAS-FF- und der T- sowie Ostradiol (E2)-FF-Konzentration finden konnten.
Die DHEAS-FF-Konzentration soll stark positiv mit der DHEAS-Serumkonzentration
korrelieren. Diese Untersuchung wurde nur an einem bis maximal zwei Follikeln pro
Patientin durchgefiihrt. Sie deckt also nicht die gesamten Follikeldurchmesser ab oder
es erfolgte die Mischung der FF vor der Analyse (FRIDSTROM et al., 1999; FUENTES
etal., 2019; L1 et al., 2011).

Studien, die sich mit der DHEAS-Konzentration im Vergleich zur Follikelgrofse beschif-
tigen, scheint es bisher nicht zu geben.

Eine Studie ging der Frage nach, wie sich die DHEAS-FF-Schwankung innerhalb
einer Patientin im Vergleich zur Schwankung zwischen den Patientinnen verhalt. Das

Ergebnis zeigte, dass die interindividuelle Schwankung deutlich héher war. Allerdings
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wurden hierbei nur zwei Follikel der gleichen Grofenordnung (18-21mm) pro Patientin
untersucht (MENDOZA etal., 2015).

Bekannt ist, dass eine ausgeglichene DHEAS-FF-Konzentration zu besseren Fertilisie-
rungsraten und hdufigeren Schwangerschaftseintritten fiihrt. Eine zu hohe sowie auch
eine zu niedrige DHEAS-FF-Konzentration sollen kontraproduktiv wirken (CHIMOTE
und CHIMOTE, 2021). Dies scheint auch fiir die Serumandrogene zu gelten (BATOOL
etal., 2009; FRATTARELLI und PETERSON, 2004).

Diese Ergebnisse sprechen DHEAS eine Bedeutung in der reproduktionsmedizinischen
Therapie zu und machen neben Bestimmungen von DHEAS im Serum auch dessen

Untersuchung in der FF notwendig und interessant fiir die assistierte Reproduktion.

1.4 Fragestellung

DHEAS ist ein Prohormon, das in peripheren Geweben wie dem Ovar in Steroidhormone
umgewandelt werden kann. Somit ist es fiir die Hormonzusammensetzung des Follikels
entscheidend (REED etal., 2005). Je nach Entwicklungszustand und der damit einher-
gehenden Durchmesserzunahme &ndert sich der Hormonstatus des Follikels. Da dieser
Einfluss auf den Erfolg der ART hat, ist es von Interesse, die gegenseitige hormonelle
Beeinflussung von DHEAS und weiteren Hormonen zu beschreiben.

Es gibt interessante Studien, die DHEAS eine positive Wirkung auf den Erfolg der
Reproduktionsmedizin zuschreiben. Dieser kann auf zelluldrer Ebene (durch verbesser-
te Eizellqualitdt) als auch iiber den erfolgreichen Ausgang der ART mit Schwanger-
schaftseintritt und Lebendgeburt beschrieben werden (BARAD et al., 2007; BARAD und
GLEICHER, 2006).

Der genaue Wirkmechanismus von DHEAS auf die ART-Parameter ist noch nicht be-
kannt. Auch ist die Studienlage iiber eine mogliche positive Wirkung bisher widerspriich-
lich (NEVES etal., 2021). Deshalb wird in dieser Dissertation eine weitere Analyse der
DHEAS-FF-Konzentration mit unterschiedlichen Parametern der ART durchgefiihrt.
Dies kann auch einen Beitrag zur Diskussion iiber die Sinnhaftigkeit einer oralen DHEA-

Substitution leisten.

Eine Besonderheit dieser Dissertation ist, dass pro Patientin mehrere Follikel unter-
schiedlichen Durchmessers analysiert wurden. Damit kann der Frage nachgegangen
werden, in wie weit sich die DHEAS-Konzentration zwischen Follikeln unterschiedli-
cher Grofe unterscheidet und wie sich der Zusammenhang zwischen der Serum- und
FF-Konzentration darstellt. Eine weitere Frage ist, ob die DHEAS-Konzentration als
Biomarker zur Qualitdtsunterscheidung verschiedener Follikel innerhalb einer Patientin

verwendet werden kann. Dazu gibt es, soweit bekannt, noch keine Untersuchungen.
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MENDOZA etal., 2015 zeigten, dass der DHEAS-FF-Konzentrationsunterschied zwi-
schen den Patientinnen grofer ist als innerhalb einer Patientin. Diese Ergebnisse wurden
anhand von Follikel einer Grofenkategorie gewonnen. Von Interesse ist, ob diese Aus-
sage auf Follikel jeden Durchmessers in einer stimulierten ART-Patientin iibertragbar

ist.

Ein weiteres Ziel dieser explorativen Studie ist es, Informationen zum Einfluss von
DHEAS auf den Hormonzusammensetzung des Follikels darzustellen. So kénnen neue

Erkenntnisse tiber die Wirkung von DHEAS gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientinnenkollektiv

Alle Frauen, die an dieser Studie teilnahmen, wurden im Rahmen einer assistierten Re-
produktionstherapie mit IVF, ICSI oder beiden Verfahren im Zeitraum von Dezember
2018 bis November 2019 am Reproduktionsmedizinischen Kompetenzzentrum der Kli-
nik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe des Universitéitsklinikums Giefsen und Mar-
burg, Standort Marburg, behandelt. Aufgenommen wurden alle Patientinnen, die eine
kontrollierte ovarielle Stimulation mit anschlieftender IVF- oder ICSI-Therapie erhielten
und der Studienteilnahme zugestimmt hatten. Alle Patientinnen wurden eingeschlossen,
unabhéngig ihrer Diagnose oder vorherigen reproduktionsmedizinischen Behandlungen.
Keine der Patientinnen wurde zweimal in die Studie eingeschlossen. Die Indikationen
wurden in folgende Obergruppen unterteilt: Tubenpathologie, uterin-zervikaler Faktor,
Endometriose, endokriner Faktor, ménnliche Indikation, idiopathisch. Die genaue Auf-
listung der zur jeweiligen Obergruppe gehdérenden Diagnosen sind in Tabelle Tab. A.1
in Kapitel A zu finden.

2.2 Regulatorische Vorgaben

Die Studie wurde durch die Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-
Universitdt Marburg im Zusammenhang des Gesamtprojekts: ,Explorative biochemi-
sche Analyse aktueller Biomarker in humaner Follikelfliissigkeit und deren Einfluss auf
die Befruchtungsrate der assistierten Reproduktion” genehmigt. Das Aktenzeichen des
Ethikvotums lautet: Studie 43/18. Jede Teilnehmerin erhielt vor der Follikelpunktion
eine Aufkldrung tiber die Studie und hatte ihrer Teilnahme schriftlich zugestimmt. Da
FF bei jeder Follikelpunktion regular gewonnen und nach Eizellentnahme verworfen
wird, entstand fiir die Patientinnen keine zusétzliche Belastung.

Jede Patientin erhielt eine individuelle Studien-1D, durch die ihre Daten pseudonymi-

siert wurden.

2.3 Ablauf der Hormonbehandlung

Jede Patientin erhielt ein individuell angepasstes, von der Studie unabhéngiges, Stimula-
tionsprotokoll. Die kontrollierte ovarielle Stimulation kann in unterschiedlichen Formen
durchgefiihrt werden. Es gibt die Variante nach dem Short-Stimulationsprotokoll. Da-

bei wird mit der Hypohysensuppression im selben Zyklus begonnen, in dem auch die
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FSH-Stimulation startet. Meist wird dafiir ein GnRH-Antagonist verwendet.
Bei dem Long-Stimulationsprotokoll wird im vorherigen Zyklus begonnen. Es wird meist
ein GnRH-Agonist verabreicht (GRIESINGER, 2020).

Alle Frauen, bei denen die Stimulation nach einem Short-Stimulationsprotokoll er-
folgte, erhielten Ganirelix (Orgalutran®; Hersteller: MSD) in einer Gesamtdosis von
0,75-2,0mg.

Die meisten Frauen, die nach ein Long-Stimulationsprotokoll stimuliert wurden, beka-
men Nafarelin (Synerela®; Hersteller: Pharmacia) in einer Gesamtdosis von 5,0-13,6mg.
Zwei Patientinnen bekamen Leuprorelin (Enatone®, Hersteller: Takeda) in einer Ge-
samtdosis von 15,0mg und 44,5mg. Die Follikelstimulation erfolgte mit verschiedenen
Gonadotropinen. Die Zusammenstellung der verwendeten Substanzen ist Tab. A.2 in
Kapitel A zu entnehmen.

Die Dauer der Gonadotropinstimulation betrug 8-14 Tage.

Das Ansprechen auf die Stimulation wurde regelméfig kontrolliert. Es wurden LH,
Ostrogen und Progesteron vor Beginn der GnRH-Gabe, zum Start der Stimulation mit
den Gonadotropinen und am Ende der Gonadotropinstimulation vor der Ovulationsin-
duktion bestimmt.

Die Ovulationsinduktion erfolgte unabhangig vom Stimulationsprotokoll beim Vorhan-
densein von mindestens drei Follikeln mit einem Durchmesser > 17mm ca. 36 Stun-
den vor der Follikelpunktion. Die meisten Patientinnen erhielten ein rekombinantes
hCG (Ovitrelle®; Hersteller: Merck-Sereno). Zwei Patientinnen erhielten humanes hCG
(Brevactid®; Hersteller Ferring Arzneimittel). Bei zwei weiteren Patientinnen erfolgte
die Ovulationsinduktion mit dem GnRH-Agonisten Triptorelinactat (Triptofern@; Her-
steller: Karmed oder Decapeptyl IVF®; Hersteller: Ferring Arzneimittel).

2.4 Materialgewinnung

Fiir diese Studie wurde die Hormonkonzentration fiir DHEAS, T, E2, AMH und IGF-1
in der FF eines jeden einzelnen stimulierten Follikels einer Frau bestimmt. Aufserdem
wurden die gleichen Hormone im Serum zum Zeitpunkt der Follikelpunktion gemessen.
Routinemafig, wie bei jeder Follikelpunktion, wurden die stimulierten Follikel zur Eizell-
gewinnung transvaginal punktiert. Die FF wurde aspiriert, die Eizelle herausgenommen
und in einem Kulturmedium inkubiert. Die FF wird normalerweise anschlielfend ver-
worfen. Fiir diese Studie wurde sie fir jeden einzelnen Follikel separat aufgefangen.
An den Studienpunktionen waren ausschlieflich zwei verschiedene Arzte beteiligt.

Die Patientinnen waren zum Zeitpunkt des Eingriffs niichtern und erhielten eine intra-

venose Narkose mit Propofol und Fentanyl.
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Die Blutentnahme fand routieneméfig zum Zeitpunkt der Narkoseeinleitung statt.

Die Daten der Patientinnen wurden in Meditex, einem elektronischen Patientendaten-
erfassungssystem fiir IVF, gesammelt. Daraus wurden die fiir die Studie relevanten
Informationen entnommen und nach Durchsicht aller Vorbefunde aus der Papierakte

vervollstandigt.

2.4.1 Ablauf der Follikelpunktion

Die Rundbodenréhrchen (Falcon®Rundbodenrdhrchen mit Milliliterskala, Firma Cor-
ning) wurden in Reihenfolge nummeriert, um eine Zuordnung der jeweiligen Follikel nach
der Follikelpunktion zu gewéhrleisten. Sie wurden an den Saugschlauch angeschlossen,
um die FF aufzufangen. Wahrend der Punktion wurden alle Rohrchen auf einer War-
meplatte bei 37 °C gelagert.

Zu Beginn der Follikelpunktion erfolgte die Darstellung des Ovars mittels transvaginalen
Ultraschalls. Saugschlauch und Nadel (Follicle-Puncture-System Bielefeld, Firma Re-
proline) wurden mit Flushing-Medium (Flushing-Medium ohne Heparin, Firma Cooper
Surgical®) gesplilt. Das Flushing-Medium wurde in ein separates Rohrchen abgelassen,
damit es die FF vom ersten Follikel nicht verdiinnte.

Die Follikel wurden nacheinander punktiert, beginnend mit dem am besten erreichba-
ren. Es wurden immer alle erreichbaren Follikel auf einer Ovarseite abpunktiert, bevor
das Ovar gewechselt wurde. Vor der Punktion eines Follikels wurde dessen mittlerer
Durchmesser mit Hilfe einer 10 mm-Skala auf dem Bildschirm des Sonographiegerits
bestimmt und notiert.

Die Punktion erfolgte mit der Nadel, die {iber den transvaginalen Ultraschallkopf in
Richtung Ovar vorgeschoben wurde. Der zur FF-Aspiration benétigte Unterdruck wur-
de durch eine Absaugpumpe (Aspirator 3, Firma Labotec) erzeugt. Die FF floss iiber
die Punktionsnadel und Saugschlauch in das jeweils nummerierte Rundbodenréhrchen.
Sobald der gerade punktierte Follikel vollstéandig entleert war, erkennbar durch das Zu-
sammenziehen der Follikelstruktur auf dem Ultraschallbild, wurde der néchste Follikel
punktiert. Um eine Vermischung der FF der einzelnen Follikel bestmoglich zu vermei-
den, wurde die FF im Schlauch beobachtet und das Rundbodenréhrchen erst dann
gewechselt, sobald die FF eines Follikels vollstdndig aus dem Schlauchsystem hinaus-
geflossen war. Nach einer blutigen Aspiration erfolgte die Spiilung des Saugschlauches
mit Flushing-Medium, welches getrennt von der FF aufgefangen wurde.

Jedes einzelne Rohrchen wurde von den Biologinnen auf vorhandene Eizellen untersucht
und die gefundene Anzahl pro Réhrchen (bzw. pro Follikel) eindeutig zuordenbar no-

tiert. Die Eizellen wurden der FF entnommen und inkubiert. Von der FF eines jeden
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Roéhrchens bzw. Follikels wurde das Aussehen (klar, triib, blutig) bestimmt. Blutige und

mit Flushing-Medium verunreinigte Proben wurden verworfen.

2.4.2 Ablauf der Probenverwertung

Die FF-Proben wurden direkt im Anschluss an die Punktion fiir elf Minuten mit 3000
Umdrehungen pro Minute (entspricht 1882¢g) zentrifugiert. Die klare Fliissigkeit ohne
Zellpellet wurde in beschriftete Kryotubes abpipettiert (Cryo.s™, Firma Greiner Bio-
One bis Patientinnummer: 143, ab Patietinnummer: 143 neue Kryotubes: Safe®48XT,
Firma LVL). Pro Follikel wurden maximal drei Kryotubes befiillt. Jedes eingefrorene
Kryotube musste mindestens einen Milliliter enthalten. Follikel, von denen weniger FF
abpunktiert wurde, mussten verworfen werden.

Die beschrifteten Tubes wurden in der Comprehensive Biobank Marburg bei —80 °C bis
zur Weiterverarbeitung eingefroren.

Die Serumproben wurden spétestens zwei Stunden nach Entnahme fiir zehn Minuten
zentrifugiert (mit 2500¢) und in drei 500! -Tubes (Fluid X Cryo Tubes, Firma Brooks
Life Science) abgefiillt. Danach wurden sie auch bei —80 °C eingefroren.

Jedes Aliquot (ein Aliquot entspricht dem Inhalt eines Kryotubes) bekam eine eigene
Nummer zugeordnet. Durch diesen Code war das Aliquot der jeweiligen Patientin und
ihrem jeweiligen Follikel zuordenbar. Der Code setzte sich wie folgt zusammen:

Patientinnen-ID - Nummer des Follikels - Nummer des Kryotubes

2.4.3 Befruchtung der Eizellen

Fiir die Insemination bei der IVF wurde der gewonnene Cumulus-Eizellkomplex mit
Spermien inkubiert. Pro Eizelle wurden ca. 120.000 Spermien hinzugegeben. Die ge-
meinsame Inkubation erfolgte iiber Nacht. Am néchsten Morgen wurden die Eizellen
denudiert. Zu diesem Zeitpunkt wurde auch der Anteil an reifen Eizellen (Eizellen im
MII-Stadium, erkennbar am ausgestoftenen ersten Polkorperchen und alle befruchte-
ten Eizellen) und Eizellen im MI-Stadium (kein Polkorperchen ausgebildet) bestimmt.
Aufserdem wurde die Anzahl der korrekt befruchteten Eizellen erhoben. Als korrekt be-
fruchtet gelten Eizellen, die zwei Polkorperchen ausgestofien haben und in denen zwei
Pronuclei erkennbar sind.

Fiir die ICSI wurde das Spermium mit einer Injektionspipette injiziert. Die Bestimmung
des Reifestadiums der Eizelle und ihre Denudierung erfolgte am Tag der Follikelpunk-
tion, direkt vor der Spermieninjektion. Es wurden vorwiegend MII-Eizellen behandelt,
in seltenen Félle auch MI-Eizellen. Die Beurteilung der korrekten Befruchtung erfolgte
16-20 Stunden spéter.

Der Embryotransfer fand individuell zwischen Tag zwei und fiinf nach der Follikelpunk-
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tion statt. Es wurde ein Embryo-Transfer-Katheter-Set der Firma Labotec verwendet.

Es wurden null bis drei Embryonen pro Patientin transferiert.

2.4.4 Qualitatsmerkmale der Proben

Es wurden nur Proben von Patientinnen analysiert, bei denen sowohl eine verwertba-
re Serumprobe als auch verwertbare FF eingefroren werden konnte. Zur Verwertbar-
keit der Probe musste aufferdem der Durchmesser und das Vorhandensein oder Nicht-
Vorhandensein einer Eizelle bekannt sein. Kam es nachtraglich zu Unstimmigkeiten
zwischen der wahrend der Follikelpunktion fiir jeden einzelnen Follikel erhobenen Ei-
zellenanzahl und der nachtréglich gezidhlten Gesamtanzahl der Eizellen, konnten die
Proben der Patientin nicht fiir diese Studie verwendet werden.

Bei der Auswahl der zu analysierenden Follikel wurde beachtet, dass bei jeder Frau
moglichst mindestens eine FF-Probe aus jeder Durchmesserkategorie analysiert wur-
de. Auflerdem sollte bei diesen ausgewéhlten Follikeln das Verhéltnis von Follikel mit

abpunktierter Eizelle und ohne abpunktierte Eizelle ausgewogen sein.
Folgende Kriterien erfiillten die verwertbaren analysierten Proben:
Serum:

e nicht hamolytisch

e spitestens zwei Stunden nach Venenpunktion zentrifugiert und abpipettiert

e mindestens 500u! Volumen vorhanden
FF:

e nicht blutig

e nicht mit Flushing-Medium verdiinnt

e mindestens 1ml Volumen pro Follikel vorhanden

e die FF war der jeweiligen Follikelnummer zuordenbar

e der Durchmesser des Follikels war bekannt

Um auch kleine Follikel in die Untersuchung mit aufnehmen zu koénnen, wurden einige
verwertbare Mischpunktate analysiert. Bei einem Mischpunktat handelte es sich um ein
Aliquot, das die FF von mehreren Follikeln enthielt, da aufgrund der Durchmessergrofie
eine Trennung der FF wihrend der Punktion nicht moglich war. Die im Mischpunktat
enthaltenen Follikel hatten ausschlieklich Durchmesser < 12mm. Bei diesen Aliquots
wurden fiir die Durchmesserangabe der mittlere Durchmesser aller enthaltenen Follikel

gebildet. Insgesamt wurden sechs Mischpunktate in die Analyse einbezogen.
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Das Verfahren zur Follikeltrennung wéhrend der Follikelpunktion wurde in einem Vor-
experiment untersucht. Dazu wurden Proben mit bekannter Konzentration mit dem
Schlauchsystem, das auch zur Follikelpunktion verwendet wurde, angesaugt und ge-
trennt. Heraus kam, dass die Vermischung der Proben und damit die Abweichung von

der eigentlichen Konzentration, durchschnittlich weniger als 10% betrug.

2.5 Ablauf der Laborbestimmung

Die quantitative Bestimmung der Hormone erfolgte mit dem vollautomatischen Analy-
segerit Cobas®e 601-Analyzer der Firma Roche®. Es wurde nach der Systemanleitung
des Cobas®e 601-Analyzer vorgegangen und die jeweiligen gebrauchsfertigen Reagen-
zien verwendet.

Bestimmt wurden die Hormone DHEAS, T, E2, AMH und IGF-1, jeweils in der FF.
DHEAS wurde zusétzlich im Serum gemessen. Die Messbereiche und die Inter- und In-
travariationskoeffizienten der Hormone sind im Anhang aufgelistet (vergleiche Tab. A.3
und Tab. A.4).

Dieses Analyseverfahren ist zur Bestimmung von Serumhormonkonzentrationen zuge-
lassen. Im Vorfeld wurden intern verschiedene Konzentrationsbestimmungen in der FF
durchgefiihrt, sodass davon ausgegangen werden kann, dass sich dieses Messverfahren
auch fiir FF eignet.

Die Grundlage des Analyseverfahrens bildete die Elecsys®-Technik auf Grundlage ei-
nes Elektrochemilumineszenz-Immunoassays (ECLIA). Das Grundprinzip des ECLIA
beruht darauf, Antigen-Antikérper-Komplexe quantitativ zu messen. Diese Messung
wird durch die Bindung eines lumineszierenden Molekiils moglich. Uber die detektierte
Photoemissionen wird die Konzentration des Antigens errechnet. Es wurden zwei un-
terschiedliche ECLIA-Verfahren verwendet.

Beim kompetitiven ECLIA konkurriert das zu quantifizierende Antigen mit einem Hor-
monderivat um die Bindungsstelle am Antikérper. Es wurden DHEAS, E2 und T mit
dem kompetitiven Verfahren bestimmt (ROCHEDIAGNOSTICS, 2017a, ROCHEDIAGNO-
STICS, 2018a, ROCHEDIAGNOSTICS, 2017D).

Beim Sandwich-ECLIA binden zwei Antikérper gleichzeitig an das zu bestimmende An-
tigen. Mit diesem Verfahren wurden AMH und IGF-1 bestimmt (ROCHEDIAGNOSTICS,
2019, RocHEDIAGNOSTICS, 2018b).

Der detaillierte Ablauf der Bestimmung;:
Fiir jeden zu bestimmenden Parameter wurde ein definiertes Probenvolumen von FF
und Serum entsprechend der Systeminformation abgemessen. Aufgrund der hohen E2-

Konzentration in der FF musste diese zur E2-Bestimmung verdiinnt werden. Dies er-
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folgte mit dem Diluent E2/Progesteron-Verdiinnungsmedium fiir Elecsys®Analyzer der
Firma Roche®im Verhiltnis 1:615.

Bei beiden Verfahren wird zum Probevolumen ein biotinylierter Antikérper hinzugege-
ben. Die zu quantifizierenden Antigene bilden mit den jeweils spezifischen Antikérpern
Immunkomplexe.

Beim Sandwich-ECLIA wird in der ersten Inkubationsphase direkt der zweite Antikor-
per hinzugegeben. Dieser ist mit einem Rutheniumkomplex markiert.

Vor der zweiten Inkubation werden bei beiden Verfahren streptavidinbeschichtete Mi-
kropartikel hinzugefiigt. Diese binden spezifisch an Biotin. Beim kompetitiven ECLIA
wird auflerdem das jeweils spezifische Hormonderivat hinzugegeben. Dieses konkurriert
mit den Antigenen um die spezifische Bindungsstelle am Antikérper und bildet mit den
nicht vom Antigen gebundenen Antikoérpern einen Komplex. Das dazugegebene Hor-
monderivat ist mit einem Rutheniumkomplex markiert.

Alle biotinylierten Antikorper haben nach der zweiten Inkubationszeit Streptavidin ge-
bunden. Die Analyselsung wird in eine Messzelle gegeben. Durch das Erzeugen einer
magnetischen Kraft werden Streptavidin und damit alle Immunkomplexe an die Fest-
phase gebunden. Die iiberschiissigen, nicht gebundenen Derivate werden ausgewaschen.
An die Anode wird eine elektrische Spannung angelget. Dies fiihrt zur Emission von
Lichtwellen aus den Rutheniumkomplexen. Die Lichtwellen werden mit einem Photo-
multipler detektiert. Daraus wird die unbekannte Antigenkonzentration in der FF- oder
Serumprobe berechnet.

Beim Sandwich-ECLIA entspricht die Menge der imitierten Photonen direkt proportio-
nal der Antigenkonzentration. Beim kompetitiven ECLIA erfolgt die Lichtemission von
den Komplexen, die das rutheniummarkierte Hormonderivat gebunden haben. Je ho-
her die zu quantifizierende Antigenkonzentration in der Analyseldsung ist, desto weniger
Derivate konnen an Antikérper binden und desto weniger Lichtwellen werden abgegeben

(STOCKER und SCHLUMBERGER, 2019; TOPFER, 2019).
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2.6 Statistische Auswertung

Die in der Studie generierten Ergebnisse wurden mit Hilfe der Statistik-Software

SPSS ®(SPSS®IBM®, Version 28) berechnet.

Zum einen erfolgte die Auswertung der Daten auf der hier sogenannten ,Patientinnene-
bene “. Das bedeutet, dass die Patientinnen die Gesamtzahl bilden mit n = 54. Dies wur-
de benétigt, um Berechnungen unabhéngig von den einzelnen Follikeln durchzufiihren.
Es wurde fiir die Kategorien Alter, Schwangerschaftseintritt und Lebendgeburt verwen-
det. Dazu wurde von den DHEAS-FF-Konzentrationen einer Patientin der Mittelwert
gebildet. Im Folgenden wird von der DHEAS-FF-Mittelwertkonzentration (DEHAS-FF-
MWK) gesprochen.

Zum anderen wurde die Auswertung auf der sogenannten ,Follikelebene“durchgefiihrt.
Hier bildeten alle Follikel zusammen die Gesamtzahl n = 326. Jeder Follikel wurde
gleichstark gewichtet, unabhéngig von der Patientinnenzugehorigkeit. Die Daten wur-
den in dieser Ebene als unabhéngig betrachtet. Es wurden zwischen 2-17 Follikel pro
Patientin bestimmt. Bei 43 Patientinnen wurden zwischen 4-8 Follikel analysiert. Nur

bei elf Patientinnen waren es mehr oder weniger Follikel.

Der Mittelwert + Standardabweichung (MW £SD) wurde bei normalverteilten Daten
angegeben. Bei nicht normalverteilten Daten wurde der Median (MD) mit Interquar-
tilsabstand (IQA) berechnet.

Der Variationskoeffizient (VK) wurde als relativer Wert berechnet, um die Streuung

unterschiedlicher Gruppen unabhéngig vom Betrag des Mittelwerts zu vergleichen.

Zum Vergleich, ob sich die Mittelwerte zweier Gruppen statistisch signifikant unter-
scheiden, wurden fiir unabhéngige Stichproben der ungepaarte T-Test als Lagetest und
fiir abhéngige Stichproben der gepaarte T-Test angewandt. Die Normalverteilung der zu
analysierenden Gruppen wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test tiberpriift. Da der abhéngige
und unabhéngige T-Test jeweils als robust gelten, wenn n > 30 ist, wurden die Analy-
semethoden auch bei nicht normalverteilten Daten angewendet (RASCH und GUIARD,
2004; STONE, 2010). Die Homogenitat der Daten ist eine weitere Voraussetzung fiir
den ungepaarten T-Test. Diese wurde jeweils mit dem Levene-Varianzhomogenitéts-
Test bestimmt. Die Effektstirke des unabhéngigen und abhéngigen T-Tests wurde mit
dem Korrelationskoeffizienten r nach Pearson fiir Lagetests mit dieser Formel berechnet;:

r= df = Freiheitsgrade (J.SCHWARZ, 2022)

t2
t2+df
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Die Effektstérke wurde nach Cohen (COHEN, 1988) quantifiziert:
e 1 = 0,10 entspricht einem schwachen Effekt
e 7 = 0,30 entspricht einem mittleren Effekt
e 1 = 0,50 entspricht einem starken Effekt

Die einfaktorielle Varianzanalyse bzw. einfaktorielle Analysis of Variance (ANOVA)
wurde zur Untersuchung auf das Vorliegen eines signifikanten Unterschieds angewen-
det, wenn mehr als zwei Gruppen zu vergleichen waren.

War die Voraussetzung auf Varianzhomogenitét in mindestens einer der zu untersuchen-
den Gruppen nicht erfiillt, wurde als robusteres Verfahren die Welch-ANOVA angewen-
det.

Die Korrelation zwischen der DHEAS-FF-Konzentration sowie verschiedener Hormone
in der FF wurde iiber den Pearson-Korrelationskoeffizienten r bei unabhéngigen Stich-
proben berechnet. Auch hier war ab einer Stichprobengréfe n > 30 die Voraussetzung
auf Normalverteilung der Daten zu vernachléssigen (RASCH und GUIARD, 2004).

Zur Quantifizierung der Korrelation wurde die oben genannte Einteilung nach COHEN,
1988 verwendet.

Aufserdem wurde die binére logistische Regression angewendet. Bei signifikantem Re-
gressionskoeffizienten kénnte von einer Vorhersagbarkeit der abhéngigen Variabel durch
die jeweilige unabhéngige Variabel ausgegangen werden. Diese wurde durch die errech-
nete Odds-Ratio quantifiziert. Die Odd-Ratio galt als signifikant, wenn das gesamte
95%—Konfidenzintervall (KI) entweder > 1 oder < 1 war. Zur Uberpriifung der Anwend-
barkeit des Testverfahrens wurde die Linearitit der unabhéngigen Parameter iiberpriift.
Aufierdem erfolgte die Uberpriifung des Modells auf Signifikanz mit dem Chi-Quadrat-
Test.

Alle durchgefiihrten statistischen Berechnungen wurden zweiseitig auf Signifikanz ge-
priift. Das Signifikanzniveau wurde mit einem p-Wert<0,05 festgelegt.

Es erfolgte keine Korrektur auf multiples Testen. Die Studie wird als explorativ an-
gesehen, weshalb mehrere Analysen zu unterschiedlichen Fragestellungen durchgefiihrt
wurden. Trotzdem wurden in die Analyse nur die wichtigsten Parameter eingeschlossen,
um den Einfluss des Multiplen Testens so gering wie moglich zu halten.

Im Folgenden wurden Erlduterungen zu den jeweiligen Untergruppen aufgefiihrt.
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2.6.1 Follikelfliissigkeits-Serum-Verhaltnis von DHEAS

Zur Berechnung des Verhéltnisses von der DHEAS-FF- zur DHEAS-Serum-
Konzentration wurde der Quotient aus der DHEAS-FF-MWK und der DHEAS-
Serum-Konzentration gebildet. Im Folgenden wird immer von dem DHEAS-FF-Serum-
Verhéltnis gesprochen.

Zur Untersuchung auf das Vorliegen eines signifikanten Unterschieds zwischen der
DHEAS-Serumkonzentration und der DHEAS-FF-MWK wurde der gepaarte T-Test
verwendet. Hier waren die Werte abhingig, weil die Serumkonzentration die FF-
Konzentration beeinflussen kann. Dies wurde auf Patientinnenebene berechnet.
Aufserdem erfolgte die Korrelation zwischen der DHEAS-FF- und der DHEAS-
Serumkonzentration auf Follikelebene. Hier wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient

verwendet.

2.6.2 Unterschied Variation innerhalb einer Patientin zu Variation
zwischen den Patientinnen

Um darzustellen, ob es einen Unterschied in der Variation der Werte innerhalb einer
Patientin im Vergleich zur Variation zwischen den Patientinnen gab, wurde der VK ver-
wendet (V Kipirq: Unterschied innerhalb einer Patientin; V Kjuter: Unterschied zwischen
den Patientinnen).

Zur Berechnung des Unterschieds zwischen den Patientinnen wurde der V K, der
DHEAS-FF-MWK berechnet, vorausgesetzt die Daten waren normalverteilt. Fiir diese

Berechnung wurden die Daten auf Patientinnenebene verwendet.

VK, _ SDDHEAS—-FF-MWK
inter MWpHEAS-FF-MWK

Um die Schwankung innerhalb einer Patientin darzustellen, wurde der V Kjpirq
einer jeder einzelnen Patientin bestimmt. Fiir diese Berechnung wurden die Daten auf

Follikelebene verwendet.

VK ‘ — SDDHEAS*FF*Konzentration
mira MWpHEAS—FF—Konzentration

Wenn die berechneten V Kj,., normalverteilt waren, konnte man daraus den
MWy,

intra

bilden und mit dem Wert von V Ky, vergleichen. Waren die Daten nicht
normalverteilt, konnte der MD mit IQA bestimmt und mit dem V K. vergleichen

werden.
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2.6.3 Durchmesser

Fiir die Berechnung auf Patientinnenebene wurden die Follikel in zwei Gruppen unter-
teilt. Pro Patientin wurde die DHEAS-FF-MWK von allen Follikeln mit dem Durchmes-
ser > 15 mm bzw. < 15 mm berechnet. Diese Mittelwerte sind in die Lagetestberechnung

eingeflossen.
e 1: groft > 15 mm
e 2: klein < 15 mm

Fiir die Berechnung auf Follikelebene wurden die Follikeldurchmesser in vier Gruppen
unterteilt. Zur Uberpriifung auf Unterschiede in der Hormonkonzentration zwischen den

einzelnen Gruppen wurden folgende Durchmesserkategorien gebildet:

e A:sehr grof > 20 mm
e B: groft 18-20 mm
e C: mittelgrof 15-17 mm

e D: klein < 15 mm

Zur Berechnung auf das Vorliegen von signifikanten Unterschieden der DHEAS-FF-
Konzentration zwischen den einzelenen Durchmesserkategorien wurde die einfaktorielle

ANOVA verwendet.

2.6.4 Vorhandensein einer Eizelle

Auf Patientinnenebene wurde fiir jede Patientin die DHEAS-FF-MWK jeweils aus den
Follikeln mit bzw. ohne abpunktierte Eizelle gebildet. Das Vorhandensein eines signi-
fikanten Konzentrationsunterschieds zwischen den Gruppen ,[Eizelle vorhanden oder
»Eizelle nicht vorhanden® wurde mit dem gepaarten T-Test untersucht.

Auf Follikelebene wurden die Follikel auch in die Gruppe ,,Eizelle vorhanden“ oder , Ei-

zelle nicht vorhanden® eingeteilt. Hier wurde der unabhéngige T-Test durchgefiihrt.

2.6.5 Korrelation der Hormonkonzentrationen

Es wurde die DHEAS-FF-Konzentration mit den FF-Konzentrationen von T, E2, IGF
und AMH korreliert. Es wurde die Pearson-Korrelation durchgefiihrt.

Zur Sicherheit wurde eine Korrelation mit den Mittelwerten der jeweiligen Hormone auf
Patientinnenebene durchgefiihrt, weil bei mehreren Follikeln einer Patientin die Daten

auf Follikelebene nicht ganz unabhéngig voneinander waren.
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2 Material und Methoden

2.6.6 Alter

Zur Untersuchung, wie sich die DHEAS-FF-Konzentration in unterschiedlichen Alters-

kategorien verhélt, wurden die Patientinnen in folgende drei Kategorien unterteilt:
o A: < 35 Jahre
e B: 35— 39 Jahre
e C: > 40 Jahre

Es wurden der MW + SD der DHEAS-FF-MWK der jeweiligen Kategorie berechnet.

2.6.7 Erfolg der assistierten Reproduktionstherapie

Auf Follikel- und Patientinnenebene wurde der Erfolg der ART durch die Follikelge-
samtzahl und Eizellgesamtzahl einer Patientin, den Anteil reifer Eizellen an der Eizell-
gesamtzahl und den Anteil korrekt befruchteter Eizellen an allen befruchteten Eizellen
beschrieben. Es wurde die Pearson-Korrelation zwischen der DHEAS-FF-Konzentration
und den genannten Parametern berechnet. Aufierdem erfolgte die Korrelation mit der
DHEAS-Serumkonzentration.

Es wurde der Anteil an Patientinnen berechnet, bei denen eine Schwangerschaft be-
statigt werden konnte. Zudem wurde der Anteil an Patientinnen bestimmt, die ein
lebendes Kind geboren haben. Um herauszufinden, ob die festgestellten DHEAS-FF-
MWK-Unterschiede und DHEAS-Serumkonzentrationsunterschiede statistisch signifi-
kant waren, wurde der unabhéngige T-Test fiir ,,Schwangerschaftseintritt ja oder nein
und ,Lebendgeburt ja oder nein“ durchgefiihrt.

Um zu iiberpriifen, ob es einen Unterschied in der Altersverteilung zwischen den Grup-
pen ,Schwangerschaftseintritt ja oder nein“ gab, wurde der unabhéngige T-Test fiir das
Alter berechnet.

Aufserdem wurde die logistische binédre Regressionsanalyse fiir ,Schwangerschaftseintritt
ja oder nein“ als abhéngige Variable durchgefiihrt. Als unabhéngige Variable wurden
die FF-MWK von DHEAS, AMH, T und E2 verwendet sowie als soziodemographischer

Parameter das Alter.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientinnenkollektiv

Insgesamt nahmen 60 Patientinnen an der Studie teil. Von 54 Patientinnen erfiill-
ten die Proben der Follikelfliissigkeit die geforderten Qualitdtsmerkmale (vergl. Ka-
pitel 2.4.4). Es wurden 327 Follikel analysiert, wobei nur bei 326 die DHEAS-FF-
Konzentrationsbestimmung erfolgreich war. Die Zusammensetzung des Patientinnen-

kollektivs kann der nachfolgenden Tabelle Tab. 3.1 entnommen werden.
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Tab. 3.1: Deskriptive Beschreibung des Patientinnenkollektivs

n=>54
Alter am Stichtag MW =+ SD [Jahre] 35,4 £4,2
Minimum|Maximum 25|47
Kategorie Alter [Anzahl]
A: < 34 Jahre 24
B: 35 — 39 Jahre 25
C: >40 Jahre 5
BMI bei Therapiebeginn MD (IQA) [kg/m?| 23,6 (5,0)
Minimum|Maximum 18,4/50,1
Kategorie BMI [Anzahl]
1: < 18,5 kg/m? 1
2 < 25,0 kg/m? 36
3: < 30,0 kg/m? 11
4 > 30,0 kg/m? 6
Indikationen [Anzahl|!
Tubenpathologie 21
uterin-zervikaler Faktor
Endometriose 9
endokrine Faktoren 11
maénnliche Indikation 32
idiopathisch 8
Stimulationsprotokoll [Anzahl]
short 38
long? 16
Therapieverfahren [Anzahl|
ICSI 39
IVF 5
beides
keine Therapie® 3
Schwangerschaftseintritt [Anzahl|* Lebendgeburt [Anzahl]
ja 16 13
nein 33 36

'Pro Patientin konnten mehrere Indikationen vorliegen
2 Angaben inkl. einer Patientin mit ultralong Protokoll
33 Patientinnen erhielten keine Therapie aufgrund ausschlieflich atretischer oder nicht vorhandener Eizellen

45 Patientinnen entschieden sich ausschliefilich fiir Kryokonservierung, sodass in dieser Kategorie n = 49
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3 Ergebnisse

3.2 Zusammenhang zwischen DHEAS-Follikelfliissigkeits-

und -Serum-Konzentration
Die deskriptive Statistik ergab:

Tab. 3.2: Deskriptive Statistik der DHEAS-Serum- und
DHEAS-FF-MWK-Konzentrationen

DHEAS-FF-MWK MW =+ SD [ug/ml] 2,874 + 1,242
Minimum|Maximum [pg/ml] 0,30(5,55

DHEAS-Serumkonzentration MW £ SD [ug/ml| 1,941 £ 0,830
Minimum|Maximum [pg/ml] 0,17|3,80

Berechnet wurde auferdem das Verhéltnis zwischen der DHEAS-FF- zur DHEAS-
Serum-Konzentration. Das durchschnittliche FF-Serum-Verhéltnis aller Patientinnen
(berechnet als MD (IQA)) betrug: M D = 1,433 pg/ml (0,252).

Die Differenz der Daten aus DHEAS-FF- und Serum-Konzentration auf Patientinne-
nebene zeigte sich geméf dem Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt. Da eine Stich-
probengréfse von n > 30 vorlag, wurde trotzdem der gepaarte T-Test angewendet. Im
gepaarten T-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen
(t(53) = 12,63, p < 0,001). Die Effektstérke ergab 0,751. Damit hatte der Test einen
starken Effekt.

Die Pearson-Korrelation zwischen der DHEAS-Serumkonzentration und der DHEAS-
FF-Konzentration eines jeden einzelnen Follikels (Berechnung auf Follikelebene) ergab

eine stark positive, signifikante Korrelation (r = 0,918, p < 0,001).

3.3 Variation der DHEAS-Follikelfliissigkeitskonzentration
innerhalb einer Patientinnen versus zwischen den

Patientinnen
Die DHEAS-FF-MWK war nach dem Shapiro-Wilk-Test normalverteilt. Es konnten

MW mit SD daraus berechnet werden und somit auch der Variationskoeffizient zwi-
schen den Patientinnen (VKjyter ), der fiir die Variation zwischen den Patientinnen steht:
V Kinter = 0,432 (43,2%).

Die Werte der Variationskoeffizienten innerhalb einer Patientin (V Kjprq) von allen Pa-
tientinnen (fiir jede Patientin wurde der V Ko aus allen DHEAS-FF-Konzentrationen
der einzelnen Follikel berechnet) waren nicht normalverteilt. Die Berechnung des MW

der V K;ptrq zum Vergleich mit dem V Kz, war deshalb nicht sinnvoll.
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3 Ergebnisse

Es wurde der MD mit IQA der V Kjp4rq angegeben (M D = 0,05(5%), IQA = 0,05(5%)).
Die graphische Darstellung und der Wertevergleich sind in Tab. 3.3 und in Abb. 3.1
dargestellt.

Tab. 3.3: Vergleich des DHEAS-FF-Konzentrationsunterschieds zwischen den
Patientinnen (interpat.) mit dem Unterschied innerhalb einer Patientin
(intrapat.) durch den Vergleich von V K1, mit dem MD(IQA) von V K;ptrq

interpat. intrapat.

VK inter 0,432 (43,2%) VK intra MD 0,05 (5%)
IQA 0,05 (5%)

90

80

& 1)

VK DHEAS-FF
5

Abb. 3.1: Boxplot der V K4, der DHEAS-FF-Konzentrationen innerhalb einer Patientin

1) oranges Kreuz: Wert von V Kinter zum Vergleich

3.4 Follikeldurchmesser

Tab. 3.4 zeigt einen Uberblick iiber die MW der DHEAS-FF-MWK (Patientinnenebene)
und der DHEAS-FF-Konzentration (Follikelebene) in den jeweiligen Durchmesserkate-
gorien. Zur Gruppe A gehorten 58 Follikel, zur Gruppe B 149, zu C 82 und zu D 37
Follikel.
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3 Ergebnisse

Tab. 3.4: MW der DHEAS-FF-MWK/ DHEAS-FF-Konzentration in den
Durchmesserkategorien

Durchmesserkategorie PatEbene! MW DHEAS-FF-MWK+S5D [ug/ml]

1: > 15mm 2,022 +£1,251
2:  <15mm 2,972 +1,293

Durchmesserkategorie FollEbene? MW DHEAS-FF-Konzentration+SD [ug/ml]

A: sehr groff > 20 mm 2,689 +1,177
B: grofs 18-20 mm 2,881 + 1,232
C: mittelgrofs 15-17 mm 3,134 £ 1,268
D: klein < 15 mm 3,024 + 1,367

!PatEbene steht fiir Patientinneneben
2FollEbene steht fiir Follikelebene

Auf Patientinnenebene zeigte sich kein Unterschied in der DHEAS-FF-Konzentration
zwischen den Durchmesserkategorien.
Auf Follikelebene war die DHEAS-FF-Konzentration in den Gruppen C und D (kleinerer

Durchmesser) quantitativ hoher als in den Gruppen A und B (groferer Durchmesser).

Auf Patientinnenebene waren die Differenzen der beiden Durchmesserkategorien geméis
dem Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt. Da n > 30 wurde trotzdem der gepaarte
T-Test angewendet. Es konnte kein signifikanter Unterschied der DHEAS-FF-MWK
zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (¢(26) = 0,875, p = 0,390).

Auf Follikelebene wurde als Lagetest die einfaktorielle ANOVA angewendet. Es konn-
te kein signifikanter Unterschied der DHEAS-FF-Konzentration zwischen den Durch-
messergruppen festgestellt werden (Levene-Varianzhomogenitét fiir alle vier Gruppen:
p > 0,05, einfaktorielle ANOVA: F'(3,320) = 1,589, p = 0,192).

Auf Follikelebene korrelierte die DHEAS-FF-Konzentration nach Pearson signifikant,
schwach negativ mit dem Durchmesser der Follikel (r = —0,119, p = 0,032).

3.5 Vorhandensein einer Eizelle

Aus 49% aller punktierten Follikel konnte eine Eizelle gewonnen werden.

Die deskriptive Statistik ergab: DHEAS-FF-MWK Gruppe ,Eizelle vorhanden“: MW
+5D = 2,931+1,250ug/ml; DHEAS-FF-MWK Gruppe ,Eizelle nicht vorhanden®: MW
+SD = 2,845 £ 1,251 pug/ml
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Auf Patientinnenebene war die Differenz aus der DHEAS-FF-MWK der Gruppe , Eizelle
vorhanden® und ,Eizelle nicht vorhanden* geméfs dem Shapiro-Wilk Test nicht normal-
verteilt. Trotzdem konnte der gepaarte T-Test angewendet werden, da n > 30.

Es zeigte sich zwischen beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied (#(48) = 1,257,
p = 0,215).

Auferdem wurde die Berechnung auf Follikelebene durchgefiihrt. Der unabhéngige T-
Test konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden betrachteten Gruppen
nachweisen (Levene-Test auf Varianzhomogenitat: p > 0,05; T-Test: ¢(322) = —0,177,
p = 0,869).

3.6 Hormonkorrelationen

Es wurde die Pearson-Korrelation auf Follikelebene zwischen den verschiedenen Hor-
monen durchgefiihrt. Zwischen der DHEAS-FF-Konzentration und der T-, E2- sowie
IGF-1-FF-Konzentration war keine signifikante Korrelation nachweisbar (T: r = 0,074,
p = 0,185, E2: r = —0,005, p = 0,933, IGF-1: » = 0,058, p = 0,298). Zwischen der
DHEAS-FF-Konzentration und der AMH-FF-Konzentration bestand eine leicht positi-
ve, signifikante Korrelation (AMH: r = 0,172, p = 0,002).

Auferdem wurde die Korrelation auf Patientinnenebene (mit den Hormon-MWKs aller
Follikel einer Patientin) durchgefiihrt. Alle Korrelationen auf Patientinnenebene zwi-
schen der DHEAS-FF-MWK und den MWKs der anderen Hormone zeigten sich nicht
signifikant (T: » = 0,156, p = 0,259, E2: r = 0,060, p = 0,665, AMH: r = 0,176,
p = 0,204, IGF-1: » = 0,003, p = 0,984).

Tab. 3.5: Pearson-Korrelation von DHEAS-FF (Follikelebene) und der
DHEAS-FF-MWK (Patientinnenebene) mit anderen Hormonen der FF

Hormone DHEAS Hormone DHEAS-MWK
r p r p
T 0,074 0,185 T-MWK 0,156 0,259
E2 —0,005 0,933 E2-MWK 0,060 0,665
AMH 0,172 0,002 AMH-MWK 0,176 0,204
IGF-1 0,058 0,298 IGF-1-MWK 0,003 0,984
3.7 Alter

In der deskriptiven Statistik zeigten sich quantitative Unterschiede der Mittelwerte der
DHEAS-FF-MWK zwischen den unterschiedlichen Altersgruppen, vergl. Tab. 3.6.
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Tab. 3.6: MW der DHEAS-FF-MWK in den Alterskategorien

Kategorie Alter MW DHEAS-FF-MWK=+SD [ug/ml]

A: < 34 Jahre 3,022 £1,363
B: 35— 39 2,803 1,000
C: >40 Jahre 2,517 1,469

Es konnte kein signifikanter Unterschied der DHEAS-FF-MWK zwischen den Alters-
gruppen festgestellt werden (Levene-Varianzhomogenitéit fiir alle vier Gruppen fiir
DHEAS-FF-MWK: p > 0,05, einfaktorielle ANOVA: F(2,51) = 0,409, p = 0,666).
In Abb. 3.2 sind die Mittelwerte der DHEAS-FF-MWK der einzelnen Gruppen im

Fehlerbalkendiagramm visualisiert.

4,50

4,00 g

3,00

2,50 <

MW DHEAS-FF-MWK
MW +- 1SD

150

1,00

<34 35-39 240
Alter Kategorien

Abb. 3.2: Fehlerbalkendiagramm mit DHEAS-FF-MW-Konzentration in pg/ml
nach Kategorien des Alters in Jahren

Auf Follikelebene konnte eine signifikante, leicht negative Korrelation zwischen der
DHEAS-FF-Konzentration und dem Alter in der Pearson-Korrelation festgestellt wer-
den (r = —0,173, p = 0,004). Die Berechnung auf Patientinnenebene zeigte mit den

gleichen Korrelationsparametern keine signifikante Korrelation (r = —0,208, p = 0,131).
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3.8 Erfolg der assistierten Reproduktionstherapie
3.8.1 Follikel und Eizelle
Die Korrelation zwischen der DHEAS-FF-Konzentration und der Gesamtzahl an Folli-

keln pro Patientin ergab auf Patientinnen- und auf Follikelebene jeweils einen schwach
positiven Zusammenhang. Auf Follikelebene war dieser signifikant, auf Patientinnene-
bene nicht. Ebenfalls fand sich in der Korrelation mit der DHEAS-Serumkonzentration
und der Follikelgesamtzahl ein schwach positiver, nicht signifikanter linearer Zusam-
menhang (Follikelebene: r = 0,120, p = 0,032; Patientinnenebene: r = 0,085, p = 0,544,
DHEAS-Serum: r = 0,175, p = 0,210).

Sowohl auf Patientinnenebene als auch auf Follikelebene wurde in der Pearson-
Korrelation ein schwach positiver Zusammenhang zwischen der DHEAS-FF-
Konzentration und der Gesamtzahl der Eizellen pro Patientin gefunden. Auf Fol-
likelebene war die Korrelation signifikant, auf Patientinnenebene nicht. Auch die
DHEAS-Serumkonzentration korrelierte mit der Gesamtzahl der Eizellen schwach
positiv und nicht signifikant. (Follikelebene: r = 0,114, p = 0,040; Patientinnenebene:
r = 0,155, p = 0,262; DHEAS-Serum: r = 0,198, p = 0,150)

Eine signifikante, schwach negative Korrelation bestand zwischen der DHEAS-FF-
Konzentration und dem Anteil reifer Eizellen (r = —0,123, p = 0,028) auf Follikelebene.
Auf Patientinnenebene konnte keine Korrelation zwischen der DHEAS-MWK und dem
Anteil reifer Eizellen festgestellt werden (r = —0,004, p = 0,976).

Auf Follikelebene zeigte sich eine signifikante, schwach positive Korrelation zwischen
der DHEAS-FF-Konzentration und dem Anteil korrekt befruchteter Eizellen zur Anzahl
reifer Eizellen (r = 0,237, p < 0,001). Zwischen der DHEAS-FF-MWK der Patientin-
nenebene und dem Anteil korrekt befruchteter Eizellen zeigte sich ebenfalls eine leicht
positive, allerdings nicht signifikante Korrelation (r = 0,219, p = 0,111). Wie fir die
DHEAS-FF-MWK der Patientinnenebene zeigte sich eine sehr dhnliche Korrelation fiir
die DHEAS-Serumkonzentration mit dem Anteil reifer Eizellen (r = 0,002, p = 0,988)
und dem Anteil korrekt befruchteter Eizellen (r = 0,198, p = 0, 186).

3.8.2 Schwangerschaft und Lebendgeburt

Fiinf der 54 Patientinnen entschieden sich ausschlieklich fiir eine Kryokonservierung.
Deshalb sind nur 49 Patientinnen in die Berechnung zu Schwangerschaftseintritt und
Lebendgeburt eingeflossen. Von den 49 Patientinnen konnte bei drei Patientinnen kein

transferierbarer Embryo gewonnen werden.

Insgesamt wurden 16 Patientinnen schwanger. Das entspricht 32,7%. 13 Patientinnen
haben ein lebendes Kind geboren, entsprechend 26,5% aller Patientinnen.
Die DHEAS-FF-MWK der jeweiligen Untergruppe kénnen Tab. 3.7 entnommen werden.
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Tab. 3.7: Deskriptive Statistik von Schwangerschaftseintritt und Lebendgeburt

Anzahl MW +S5DJ[ug/ml] MW +SD|ug/ml]
DHEAS-FF-MWK DHEAS-Serum

Schwangerschaft

ja 16 (32,7%) 3,264 £1,055 2,192 £0,659

nein 33 (67,3%) 2,513 +1,245 1,726 40,880
Lebendgeburt

ja 13 (26,5%) 3,400 £1,038 2,274 +0,668

nein 36 (73,5%) 2,526 £1,221 1,735 +0,853

Es konnte ein signifikanter Unterschied der DHEAS-FF-MWK zwischen der Gruppe mit
und ohne Schwangerschatftseintritt festgestellt werden (Levene-Varianzhomogenitét:
p > 0,05, ungepaarter T-Test T(47) = —2,078, p = 0,043). Die Effektstirke lag bei
0,29. Ab einer Effektstiarke von 0,3 wird laut Cohen von einem mittleren Effekt gespro-
chen, darunter von einem geringen Effekt. Die DHEAS-FF-MWK war bei Patientinnen
mit Schwangerschaftseintritt im Durchschnitt um 0,751 pg/ml (entspricht 30%) hoher.
Ebenfalls wurde ein signifikanter Unterschied der DHEAS-FF-MWK zwischen der Grup-
pe mit und ohne Lebendgeburt festgestellt (Levene-Varianzhomogenitét: p > 0,05, un-
gepaarter T-Test: T'(47) = —2,293, p = 0,026). Die Effektstérke lag bei 0,31. Damit
zeigte das Ergebnis einen mittleren Effekt. Die DHEAS-FF-MWK war bei Patientinnen
mit Lebendgeburt im Durchschnitt um 0,874 pg/ml (entspricht 34%) hoher.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Uberpriifung der DHEAS-Serum-Konzentration in
Bezug auf den Schwangerschaftseintritt im Vergleich zu keinem Schwangerschaftseintritt
berechnet (Levene-Varianzhomogenitat: p > 0,05, ungepaarter T-Test: T'(47) = —1,874,
p = 0,067). Die Effektstérke lag bei 0,264. Hier war die durchschnittliche DHEAS-
Serumkonzentration um 0,466 pg/ml (entspricht 27%) hoher. Die Tendenz zeigte sich
gleich, allerdings war das berechnete Ergebnis mit p = 0,067 knapp nicht statistisch
signifikant.

In Bezug auf die Lebendgeburten zeigte sich ein signifikanter DHEAS- Serumkon-
zentrationsunterschied zwischen den Gruppen mit Lebendgeburt und ohne Lebend-
geburt (Levene-Varianzhomogenitét: p > 0,05, ungepaarter T-Test: T'(47) = —2,059,
p = 0,045). Die Effektstirke lag bei 0,288. Die DHEAS-Serumkonzentration war bei
Patientinnen mit einer Lebendgeburt um 0,539 pg/mi (entspricht 31%) hoher.

In den folgenden Fehlerbalkendiagrammen sind die DHEAS-FF-MWK- Konzentrations-

unterschiede fiir Schwangerschaftseintritt und Lebendgeburt dargestellt.
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Abb. 3.3: Fehlerbalkendiagramm Schwangerschaftseintritt
0: nein; 1: ja
6,00
5,00 ——
w400
s
Zn
wwn
bNo300
]
2+
T
= 2,00
1,00
00 -

Lebendgeburt

Abb. 3.4: Fehlerbalkendiagramm Lebendgeburt

0: nein; 1: ja

Zur weiteren Auswertung wurde eine binére logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt.
Der Eintritt einer Schwangerschaft (jeweils in Bezug auf alle 49 Patientinnen) wurde
auf die Vorhersagbarkeit durch die DHEAS-FF-MWK, AMH-FF-MWK, E2- und T-
FF-MWK und das Alters analysiert. Das binére logistische Regressionsmodell zeigte
sich statistisch nicht signifikant (X? = 6,59, p = 0,253). Die Gesamtzahl betrug 73,5%

korrekter Klassifikationen mit einer Sensitivitat von 31,3% und einer Spezifitat von
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93,9%. Auch die einzelnen Regressionskoeffizienten waren nicht signifikant. Die DHEAS-
MWK erreichte mit p = 0,061 fast das geforderte Signifikanzniveau. Die Odds-Ratio

zeigte sich bei allen Werten nicht signifikant.

Tab. 3.8: Ergebnisse der biniren logistischen Regressionsanalyse beziiglich
Einflussfaktoren fiir den Schwangerschaftseintritt von verschiedenen
Hormon-FF-MWK und dem Alter

B! SE? P OR? 95% KI* fiir OR
untere Grenze obere Grenze
DHEAS 0,564 0,301 0,061 1,758 0,974 3,173
AMH —0,079 0,103 0,438 0,924 0,755 1,129
E2 0,000 0,000 0,251 1,000 1,000 1,000
T 0,000 0,000 0,291 1,000 0,999 1,000
Alter —0,049 0,094 0,602 0,952 0,791 1,145

'Regressionskoeffizient
2Standard Error
30dds Ratio

4Konfidenzintervall

Da das Alter einen grofen Einfluss auf den Erfolg der ART hat, wurde zusétzlich mit
einem T-Test iiberpriift, ob es Unterschiede zwischen den Gruppe ,Schwangerschafts-
eintritt und ,kein Schwangerschaftseintritt gab.

Der Mittelwert des Alters betrug in der Gruppe der Schwangeren 34,81 4+ 4,10 Jahre
und in der Gruppe der Nicht-Schwangeren 35,61 + 4,61 Jahre. Es konnte kein signifi-
kanter Unterschied im Alter zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (Levene-
Varianzhomogenitat: p > 0,05, ungepaarter T-Test T(47) = 0,610, p = 0,545).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse
Die Untersuchungen des Follikelmetabolismus ergaben, dass die DHEAS-FF-

Konzentration stark positiv mit der Serumkonzentration korrelierte. Die DHEAS-
FF-Konzentration zeigte sich dabei signifikant hoher als im Serum, mit einem
durchschnittlichen FF-Serum-Verhéltnis von 1,433 pg/mil (IQA: 0,252).

Des Weiteren wurde gezeigt, dass die DHEAS-FF-Konzentrationsschwankung innerhalb
einer Patientin sehr gering war, mit einem durchschnittlichen V K;p4q von 5% (IQA:
5%). Die Konzentrationsschwankung zwischen den Patientinnen war mit einem V Ky zer
von 43,2% deutlich hoher.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der DHEAS-FF-Konzentration zwischen
den Follikeldurchmesserkategorien festgestellt werden, weder auf Patientinnen- noch
auf Follikelebene. Es wurde nur eine leicht negative Korrelation zwischen dem Follikel-
durchmesser und der DHEAS-FF-Konzentration berechnet.

Zwischen Follikeln, aus denen eine Eizelle gewonnen werden konnte und Follikeln ohne
abpunktierte Eizelle wurde kein Konzentrationsunterschied beobachtet.

Zur Untersuchung des klinischen Parameters Alter wurden die Patientinnen in Alterska-
tegorien unterteilt, um diese auf Unterschiede in der DHEAS-FF-MWK zu untersuchen.
Hier zeigte sich mit zunehmendem Alter eine Abnahme der DHEAS-FF-MWK in dem
Patientinnenkollektiv. Der Unterschied zwischen den Gruppen war jedoch nicht signi-
fikant. Die Pearson-Korrelation zwischen Alter und DHEAS-FF-Konzentration war
schwach negativ.

Auferdem wurde die Pearson-Korrelation zwischen der DHEAS-FF-Konzentration und
den verschiedenen Hormon-FF-Konzentrationen berechnet. Die Korrelation mit der
AMH-FF-Konzentration zeigte sich signifikant, leicht positiv.

Keine Korrelation war zwischen der DHEAS-FF-Konzentration und der T-, E2- sowie
IGF-1-FF-Konzentration nachweisbar.

Zur Analyse des Einfluss von der DHEAS-FF-Konzentration auf den Erfolg der ART
wurden Eizell- und Follikelparameter sowie Eintritt von Schwangerschaft und Lebend-
geburt betrachtet.

Die Korrelation auf der Follikelebene zwischen der DHEAS-FF-Konzentration und
der Gesamtzahl an Follikeln und Eizellen pro Patientin sowie der Anteil korrekt be-
fruchteter Eizellen zur Anzahl reifer Eizellen ergab jeweils einen signifikanten, schwach

positiven Zusammenhang. Zwischen der DHEAS-FF-Konzentration und dem Anteil
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reifer Eizellen zeigte sich eine signifikante, schwach negative Korrelation.

Auf Patientinnenebene konnten keine signifikanten Korrelationen beobachtet wer-
den. Die Korrelationen zwischen der DHEAS-Serumkonzentration und den FF-
Konzentrationen der anderen Hormone entsprach den Ergebnissen der Berechnungen
auf Patientinnenebene.

Es konnte ein signifikanter Unterschied der DHEAS-FF-Konzentration zwischen der
Gruppe mit und ohne Schwangerschaftseintritt festgestellt werden. Die DHEAS-FF-
MWK war bei Patientinnen mit Schwangerschaftseintritt im Durchschnitt um 0,751
pg/ml (entspricht 30%) hoher.

Aufserdem wurde ebenfalls ein signifikanter Unterschied der DHEAS-FF-Konzentration
zwischen der Gruppe mit und ohne Lebendgeburt festgestellt. Die DHEAS-FF-MWK
war bei Patientinnen mit Lebendgeburt im Durchschnitt um 0,874 pug/ml (entspricht
34%) hoher. Die Effektstérken waren in der Klassifizierung nach Cohen schwach bis
mittel.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Berechnung des Serumkonzentrationsunterschiedes
von DHEAS zwischen den Gruppen mit und ohne Schwangerschaftseintritt und mit
und ohne Lebendgeburt erzielt. Bei Patientinnen mit Schwangerschaft war die durch-
schnittliche DHEAS-Serumkonzentration um 0,466 pg/ml (entspricht 27%) héher und
bei Patientinnen mit Lebendgeburt um 0,539 pg/ml (entspricht 31%). Das Ergebnis in
Bezug auf die Lebendgeburt war signifikant, in Bezug auf den Schwangerschaftseintritt
wurde die Signifikanz knapp verfehlt.

Es wurde kein signifikanter Unterschied im Alter zwischen der Gruppe mit und ohne
Schwangerschaftseintritt festgestellt. Nur in der Pearson-Korrelation zeigte sich auf
Follikelebene eine leicht negative, signifikante Korrelation.

Das Modell der logistischen Regressionsanalyse war nicht signifikant. Keiner der
Parameter (DHEAS-MWK, AMH-MWK, E2-MWK, T-MWK und Alter) hatte einen

prognostischen Stellenwert fiir den Schwangerschaftseintritt.

4.2 Zusammenhang zwischen DHEAS-Follikelfliissigkeits-

und -Serum-Konzentration
Die Pearson-Korrelation zwischen der DHEAS-FF- und DHEAS-Serumkonzentration

zeigte einen starken positiven Zusammenhang mit » = 0,918, p < 0,001. Dieses Ergeb-
nis reiht sich in die von LI etal., 2011, FRIDSTROM et al., 1999 und FUENTES et al.,
2019 beschriebenen signifikanten, stark positiven Korrelationen ein. Somit scheint die
DHEAS-FF-Konzentration von der Serumkonzentration abhéngig zu sein, weshalb an-
dere Autoren beschrieben, dass das in der FF befindliche DHEAS vorwiegend aus dem
Serum filtriert wird (LI etal., 2011).
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Das Verhéltnis zwischen der DHEAS-FF- und DHEAS-Serumkonzentration betrug in
dieser Studie durchschnittlich 1,433 pg/mi (IQA: 0,252). Die Schwankung des FF-
Serum-Verhéltnisses war zwischen den Frauen sehr gering bei deutlich stirkerer Va-
riation zwischen den DHEAS-FF-MWK zwischen den Frauen. (vergl. Kapitel 3.2).

In dieser Studie zeigte sich, dass die DHEAS-FF-Konzentration signifikant héher war
als die Serumkonzentration. In der Literatur wurde bisher kein signifikanter Unterschied
zwischen der Serum- und FF-Konzentration festgestellt (HANING et al., 1991). Beziiglich
der Analysemethodik lagen die Serumwerte aus dieser Studie innerhalb der Referenz-
werte, die fiir den Cobas®e 601-Analyzer der Firma Roche bestimmt wurden (vergl.
Tab. A.5 im Anhang). Auch die bestimmten DHEAS-FF-Konzentrationen lagen nicht
aufterhalb der Messbereiche. Soweit bekannt wurde bisher in keiner wissenschaftlichen
Arbeit berichtet, dass die FF zur DHEAS-Konzentrationsbestimmung mit einem Im-
munoassayverfahren verdiinnt wurde (LI et al., 2011; LOPEZ CARPINTERO et al., 2014:
Chemilumineszenz-Immunoassay, CHIMOTE et al., 2015: Radio-Immuno-Assay).

Die signifikant hoheren DHEAS-Werte in der FF deuten auf eine DHEAS-Akkumulation
hin. Moglich wére dies durch aktive Transportprozesse aus dem Serum oder durch lo-
kale Produktion in den umgebenden Zellen. GOODARZI et al., 2015 beschrieben, dass es
keine lokale DHEAS-Produktion im Ovar zu geben scheint. Uber mogliche aktive Trans-
portprozesse ist bisher in der Literatur nichts bekannt. Aufgrund der Ergebnisse dieser
Studie scheint es sinnvoll zu sein, weitere Studien zum Vergleich des DHEAS-FF-Serum-
Verhéltnisses durchzufiihren. Sollten sich die héheren Werte in der FF bestétigen, wére

die Suche nach aktiven Transportmechanismen von wissenschaftlichem Interesse.

4.3 Variation der DHEAS-Follikelfliissigkeitskonzentration
innerhalb einer Patientin versus zwischen den

Patientinnen
In dieser Studie zeigte sich, dass die Variation der DHEAS-FF-Konzentration zwischen

den Patientinnen deutlich hoher ist als innerhalb einer Patientin. Der Variationskoeffi-
zient zwischen den Patientinnen (V Kjper) ist mit 43,2% grofer als die gesamte Spann-
breite der berechneten V K., aller Patientinnen (vergl. Kapitel 3.3 mit Abb. 3.1).
Der Median von V K mit nur 5% bei einem Interquartilsabstand von nur 5% zeigte,
dass die DHEAS-FF-Hormonkonzentrationsschwankung in jeder Patientin sehr gering
war. Dies passt zu der hohen signifikanten Korrelation zwischen der DHEAS-FF- und
-Serumkonzentration.

In dieser Studie wurde diese Untersuchung zum ersten Mal auf der Grundlage eines

breiten Follikeldurchmesserspektrums pro Patientin durchgefiihrt. Jeder einzelne Fol-
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likel wurde mit der jeweiligen Serumkonzentration der Patientin korreliert. Damit es
zu einer hohen Korrelation kommen kann, miissen die Follikel einer Patientin dhnliche
Konzentrationen haben. Somit scheint die DHEAS-FF-Konzentration ein individueller
Wert zu sein, der von der Serumkonzentration abhéngig ist. Dies stimmt auch mit den
Ergebnissen von THOMAS et al., 1994 {iberein.

Die einzige Studie, in der auch die Variation der DHEAS-FF-Konzentration zwischen
den Patientinnen und innerhalb einer Patientin verglichen wurde, verwendete maxi-
mal zwei Follikel einer Patientin. Die Durchmesserspannbreite betrug in der Studie
18-21mm, was mit der Durchmesserkategorie B dieser Studie vergleichbar wére. Die
Autoren kamen zum FErgebnis, dass die Variation zwischen den Patientinnen deutlich
hoher sei als innerhalb einer Patientin (MENDOZA et al., 2015). Diese Aussage deckt sich
mit den Ergebnissen dieser Studie. Die Analyse dieser Studie profitiert von der deut-
lich groferen Spannbreite an Follikeldurchmessern und einer durchschnittlich héheren
Follikelanzahl, die pro Patientin bestimmt wurde. Ein weiterer Unterschied war die Art
der statistischen Analyse. Diese Studie verwendete den Vergleich von Variationskoeffi-
zienten. MENDOZA et al., 2015 analysierten ihre Daten mit dem Intraclass Correlation

Coefficient. Dadurch sind die Ergebnisse nicht quantitativ zu vergleichen.

4.4 Follikeldurchmesser

Es wurde eine Follikeldurchmesserspannbreite von 9-40mm untersucht. Dazu wurden
mindestens die grofiten und kleinsten Follikel einer Patientin analysiert. Dieses Vorge-
hen war auch im Hinblick auf die DHEAS-FF-Konzentrationsschwankungen innerhalb
einer Patientin von Interesse. Bisher sind keine Studien bekannt, die die DHEAS-FF-
Konzentration in unterschiedlichen Follikeldurchmessern untersuchten.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der DHEAS-FF-MWK oder DHEAS-FF-
Konzentration zwischen den einzelnen Durchmessergruppen. Dieses Ergebnis deckt sich
mit der Erkenntnis, dass die DHEAS-FF-Schwankung zwischen den unterschiedlichen
Follikeln einer Patientin sehr gering ausfiel.

Interessanterweise korrelierte die DHEAS-FF-Konzentration signifikant leicht negativ
mit dem Durchmesser (r = —0,119,p = 0,032). Die Androgene erreichen in den pré-
antralen bzw. frithen antralen Follikeln ihr Konzentrationsmaximum (GLEICHER et al.,
2011). Vielleicht korreliert die DHEAS-FF-Konzentration in diesem Stadium der Folli-
kulogenese mit den Sexualsteroiden in der FF. Dies kénnte ein indirekter Hinweis darauf
sein, dass die DHEAS-FF-Konzentration in den kleinen Follikeln héher wére, was die
leicht negative Korrelation zwischen DHEAS-Konzentration und Follikeldurchmesser er-
klaren konnte. In dieser Studie wurden allerdings kaum bzw. keine priaantralen und frith

antralen Follikel untersucht. Eine Punktion kleinerer unreifer Follikel ist in vivo nicht
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moglich. Die frithen antralen Follikel haben lediglich einen Durchmesser von 2-bmm
(McGEE und HSUEH, 2000). Dadurch kann eine detaillierte Untersuchung dieser Ver-
mutung nicht durchgefithrt werden.

Es ist moglich, dass sich deshalb kein Konzentrationsunterschied zwischen den Durch-
messerkategorien zeigte, da die kleinste Kategorie sowohl auf Patientinnen- als auch auf
Follikelebene alle Follikel < 15mm bzw. < 15 mm beinhaltete.

Zusammenfassend kann aufgrund der oben genannten Argumente gesagt werden, dass
die DHEAS-FF-Konzentration eher nicht von der Follikelgréfie abhéngig zu sein scheint.
Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Durchmessergruppen, die Korre-
lation mit der Durchmessergrofse war nur sehr schwach negativ und die positive Korre-

lation zwischen der DHEAS-Serum und -FF-Konzentration aller Follikel war sehr hoch.

4.5 Vorhandensein einer Eizelle
Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den DHEAS-FF-Konzentrationen von Folli-

keln, aus denen eine Eizelle abpunktiert werden konnte und Follikeln ohne gewonnener
FEizelle.

Physiologischer Weise miisste in jedem reifenden Follikel eine Eizelle vorhanden sein. Um
mit der FF abpunktiert zu werden, muss sich die Eizelle im Cumulus-Eizell-Komplex
aus den restlichen Follikelzellen herauslésen. Dies wird durch LH und teils durch FSH
getriggert. Es ist bekannt, dass der Gewinn einer Eizelle vom Follikeldurchmesser ab-
héngt. Je grofer ein Follikel ist, um so reifer sollte er auch sein und um so besser sollte
die Cumulus-Eizelle-Komplex-Ablosung funktionieren. Ausgenommen sind Follikel ab
einer Grofe von > 20mm (GALWAY et al., 1990; ROSEN et al., 2009).

In dieser Arbeit wurden alle sonographisch sichtbaren, herangereiften Follikel wahrend
der Follikelpunktion punktiert. Deshalb waren in der Gesamtfollikelzahl auch kleine
Follikel enthalten, bei denen ein Gewinn von Eizellen weniger wahrscheinlich ist. Dies
erklart, warum in dieser Studie aus nur 49% der Follikel eine Eizelle abpunktiert werden
konnte.

Mit der Follikelreifung éandert sich auch das Plasma- und FF-Hormonmilieu, weshalb es
sinnvoll war, FF-Hormonanalysen durchzufiihren, um Follikel mit abpunktierter Eizelle
mit vermeintlich leeren Follikeln zu vergleichen. ROSEN et al., 2009 konnten zeigen, dass
die FSH-FF-Konzentration mit dem Anteil gewonnener Eizellen korrelierte. Auch fiir
AMH konnte dieser Effekt festgestellt werden (WITZKE et al., 2022).

In dieser Studie konnte diese Korrelation fiir DHEAS nicht nachgewiesen werden. Da
die DHEAS-FF-Konzentration unabhéngig vom Follikeldurchmessern in den Follikeln
einer Patientin &hnlich hoch war und auch kein Unterschied in der Konzentration zwi-

schen gewonnener und nicht gewonnener Eizelle bestand, scheint DHEAS, laut diesen
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Berechnungen, keinen aktiven Einfluss auf den Prozess der Eizellherauslosung zu haben.
Somit kann das Prohormon eher nicht als Reifefaktor eines Follikels bzw. als Parameter,

der sich mit der Follikelreifung &ndert, betrachtet werden.

4.6 Hormonkorrelationen der

DHEAS-Follikelfliissigkeitskonzentration
4.6.1 Testosteron und Ostradiol

DHEAS wird physiologisch vorwiegend in der Zona reticularis der Nebennierenrinde ge-
bildet. Als Prohormon zirkuliert es ungebunden im Plasma und bildet u.a. ein Reservoir
fir T und E2 (REED etal., 2005). Beide Sexualsteroide sind fiir die Follikelentwicklung
und Eizellreife unerlédsslich (LOPEZ CARPINTERO etal., 2014; TEISSIER et al., 2000)
Im Ovar wird DHEAS aufgenommen und zu aktiven Sexualsteroiden umgewandelt.
Dazu wird im ovariellen Gewebe eine Sulfatase benétigt, die den ersten Schritt, die
Hydrolyse zu DHEA, durchfithren kann (MUELLER et al., 2015).

Es kénnte angenommen werden, dass die beschriebene Wirkung von DHEAS ausschliefs-
lich indirekt durch die aus dem Prohormon produzierten Sexualsteroide ermdoglicht
wird. Die Eizellreife und -qualitit ist von der E2-FF-Konzentration abhéngig (KREINER
etal., 1987; TEISSIER et al., 2000), u.a. durch Stimulation von E2-sensitiven Calcium-
kanélen (DUMESCI et al., 2014). Somit kann die E2-FF-Konzentration als ein moglicher
Marker fiir Eizellqualitéat betrachtet werden.

Auch die Androgenkonzentration ist nicht nur in der frithen Follikulogenese zur
suffizienten Follikelreifung wichtig (HU etal., 2017), sondern die T-FF-Konzentration
korreliert auch mit der Eizellreife (LOPEZ CARPINTERO etal., 2014). Interessant ist es
deshalb, wie DHEAS diese Steroide und damit indirekt die Eizellreife beeinflusst.
Einen Uberblick iiber die Sexualsteroidhormonsynthese liefert Abb. 1.1 in Kapitel 1.3.1.
Es gibt wenige Studien, die die Korrelation zwischen der DHEAS-FF-Konzentration
und der T- und E2-FF-Konzentration betrachten. Studien, die diese Analyse mit
Follikeln aus unterschiedlichen Grofienkategorien pro Frau durchfiihrten, scheint es
bisher nicht zu geben.

Obwohl DHEAS intrakrin am oder im Zielorgan wirkt (LABRIE etal., 1988), scheint
im préovulatorischen Follikel die Sexualsteroidkonzentration nicht direkt von der
DHEAS-Konzentration abhéngig zu sein. In dieser Studie korrelierte die DHEAS-FF-
Konzentration in unterschiedlichen Follikeln nicht mit den aktiven Sexualsteroiden T
und E2.

Dieses Ergebnis stimmt mit den von L1 etal., 2011 gefundenen Resultaten iiberein.
Hier wurden allerdings maximal zwei Follikel pro Frau untersucht.

Es sollen bis zu 48% des T in der FF aus DHEAS gebildet werden (HANING et al., 1993).
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Unter dieser Voraussetzung wére eine leicht positive Korrelation zwischen DHEAS mit
T und moglicherweise E2 zu erwarten gewesen. Das bestétigte sich allerdings nicht.
Der Autor selbst schrinkte die Aussage ein. In seinem Patientinnenkollektiv wurde
die Ovulationsinduktion mit Menotropin (enthalt FSH und LH) durchgefithrt. Auf
die DHEAS-Konzentration wiirde dies keinen Einfluss haben, jedoch kénne je nach
Substanz der Ovulationsinduktion die Konzentration der Sexualsteroide beeinflusst
werden. In dem Patientinnenkollektiv der vorliegenden Studie wurde die Ovulations-
induktion mit B-HCG durchgefiihrt. Es wurde beschrieben, dass der Grofiteil des F2
nicht aus T, sondern iiber den Androstendion-Reaktionsweg gebildet wird (HANING
etal., 1993). Dies konnte erklaren, warum keine Korrelation zwischen der DHEAS-FF-
und der E2-FF-Konzentration bestand.

L1 etal., 2011 fanden in ihrer Studie eine positive Korrelation zwischen der DHEA-
FF-und T- sowie E2-FF-Konzentration. Somit scheint die DHEA-Konzentration,
anders als die DHEAS-FF-Konzentration, méglicherweise einen Einfluss auf die Se-
xualsteroidkonzentration zu haben. Die von LI etal., 2011 gefundene Korrelation war
signifikant positiv. Weder in dieser Studie noch bei L1 et al., 2011 wurde die Korrelation
zwischen der DHEAS-FF- und der DHEA-FF-Konzentration bestimmt. Da bis zu
75% des DHEAS in DHEA umgewandelt werden (REED et al., 2005), ist eine positive
Korrelation denkbar.

Ob die DHEAS-Konzentration die Aktivitdt der Sulfatse zur Hydrolyse zu DHEA be-
einflusst, konnte in dieser Studie nicht bestimmt werden, da keine DHEA-Konzentration
gemessen wurde. Dieser Sachverhalt miisste in weiteren Studien, in denen die DHEA-
Konzentration in der FF analysiert wird, untersucht werden. Allerdings ist die
Aussagekraft der DHEA-Konzentrationsbestimmung eingeschrankter mdglich, sie
schwankt zirkadian und hat eine kiirzere Halbwertszeit als DHEAS (RUTKOWSKI et al.,
2014).

Um einen besseren Uberblick iiber den Hormonmetabolismus in der FF zu gewinnen,
sollte in zukiinftigen Untersuchungen neben DHEA auch mindestens Androstendion
bestimmt werden, um dessen Einfluss auf die T und E2-Bildung beurteilen zu kénnen.
In dieser Studie zeigte sich keine Korrelation zwischen der DHEAS-FF- und der T-
sowie E2-FF-Konzentration, sowohl auf Follikelebene als auch auf Patientinnenebene.
Der Korrelationskoeffizient nach Pearson betrug fiir beide Hormone jeweils r < 0,1.

Es zeigte sich von Vorteil, dass die Berechnung auf den zwei verschiedenen Auswertungs-
ebenen durchgefiihrt wurde. Es wurde sowohl mit dem Durchschnittswert aller Follikel
einer Patientin (Patientinneneben) als auch mit jedem Follikel einzeln (Follikelebene)
gerechnet. Mit dem Durchschnittswert wurden die Steroidkonzentrationen, die sich je

nach Follikelgrofte unterschieden, gemittelt. Somit floss pro Patientin immer ein Wert
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in die Auswertung ein. Dies war in dem Fall sinnvoll, denn die DHEAS-Konzentration
schien innerhalb einer Patientin relativ stabil zu sein. Die T- und E2-Konzentrationen
schwankten jedoch innerhalb einer Patientin, weshalb eine Analyse zwischen jedem
einzelnen Follikel auf der Follikelebene durchgefiihrt wurde. So wurde auch die Kon-
zentrationsschwankungen innerhalb einer Patientin beriicksichtigt. Es zeigte sich, dass

es kaum einen Unterschied zwischen den Ergebnissen gab (vergl. Kapitel 3.6).

Der Zusammenhang zwischen héheren DHEAS-FF-Konzentrationen und positiver Be-
einflussung des ART-Outcomes sind diesen Ergebnissen nach nicht durch die Beein-
flussung der T- und E2-Konzentration zu erkléren. Somit lédsst sich hinterfragen, ob
die héufig beschriebene positive Wirkung von DHEAS auf das ART-Outcome iiber
die Androgenverdnderung zustande kommt. DHEAS moduliert den Calciumeinstrom in
die Zellen (ZYLINSKA etal., 2008). CHIMOTE und CHIMOTE, 2021 stellen die Vermu-
tung auf, dass DHEAS, &hnlich wie E2, direkten Einfluss auf die Calciumkanile, die
fiir die Eizellreifung verantwortlich sind, nehmen kénnte. Bisher wurden keine DHEAS-
spezifischen Rezeptoren an den Eizellen gefunden. Es wére aber eine mogliche Erklérung,
wie DHEAS selbst direkt die Eizellentwicklung beeinflusst.

4.6.2 Anti-Miller-Hormon und Insuline-like-Growth-Factor-1

AMH und IGF-1 sollen beide unter oraler DHEA-Substitution ansteigen. Thnen wird
ein positiver Effekt in der frithen Follikulogenese zugeschrieben (CASSON et al., 1998;
GLEICHER et al., 2010).

In dieser Studie wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen den Konzentrationen in
der FF des praovulatorischen Follikels zwischen DHEAS und AMH sowie IGF-1 besteht.

Es gibt bisher keine Studien, die eine Korrelation zwischen der DHEAS- und AMH-
FF-Konzentration untersuchten. In dieser Studie zeigte sich auf der Follikelebene eine
signifikante, leicht positive Korrelation.

Es wurde ein positiver Einfluss von AMH auf den Schwangerschaftseintritt beschrieben
(WUNDER et al., 2008). Die Studienlage ist allerdings widerspriichlich. Neben Studien,
die einen positiven Einfluss der AMH-FF-Konzentration auf das Entwicklungspotential
einer Eizelle beschreiben (OBRIEN et al., 2019) wurde in anderen Studien ein negativer
Einfluss von der AMH-Konzentration auf die Eizellreife bzw. das Entwicklungspotential
festgestellt (KEDEM-DICKMANN et al., 2012; SKOWRONSKA et al., 2022).

Die AMH-FF-Konzentration ist vom Follikeldurchmesser abhéngig. Kleine Follikel ent-
halten eine hohere Konzentration (WITZKE et al., 2022). Die DHEAS-FF-Konzentration
scheint vorwiegend vom Serumwert der jeweiligen Patientin abhéngig zu sein. Dies kann
eine Ursache dafiir sein, dass keine starke Korrelation zwischen diesen beiden Hormo-

nen vorliegt. Eventuell konnte die in dieser Studie gefundene schwache Korrelation mit
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AMH dadurch erkldart werden, dass in dieser Studie auch zwischen der DHEAS-FF-
Konzentration und dem Follikeldurchmesser eine schwache negative Korrelation besteht.
Untersucht wurde der Zusammenhang zwischen AMH und DHEAS bisher vorwiegend
bei Poor-Respondern unter oraler DHEA-Substitution. Hier wurde eine Serum-DHEAS-
Erhéhung mit gleichzeitigem AMH-Anstieg festgestellt. Dies wird auf die vermehrte Fol-
likelrekrutierung zuriickgefiihrt. Die vermehrte Rekrutierung wird u.a. durch DHEA(S)
beeinflusst (GLEICHER et al., 2010). Eine direkte gegenseitige Beeinflussung der Hormo-
ne scheint physiologisch nicht sehr wahrscheinlich. Allerdings bindet DHEAS direkt an
Plasma-Membran-Calcium-Pumpen in neuronalem Gewebe und scheint den Calcium-
Zellmembrantransport zu beeinflussen (ZYLINSKA et al., 1999, 2008). Somit kénnte es
auch moglich sein, dass DHEAS durch eine direkte Bindung an die Granulosazellen
zu einer AMH-Steigerung, v.a. in der frithen Follikulogenese, fithrt. Dies ist allerdings
nur eine hypothetische Uberlegung, zu der es bisher keine Belege gibt. Aukerdem kann
dieser Effekt der frithen Follikulogenes nicht mit der FF-Analyse eines spaten Follikels

analysiert werden.

IGF-1 soll als Wachstumshormon indirekt die Wirkung der Gonadotropine an den Gra-
nulosazellen ausfiihren. Damit ist es am Follikelwachstum und auch an der Regulation
der Sexualsteroidbildung beteiligt (YONG et al., 1992). Die IGF-1-FF-Konzentration soll
positiv mit dem ART-Erfolg korrelieren (MEHTA etal., 2013).

Bisher gibt es keine Studien, die eine Korrelation zwischen der IGF-1- und der DHEAS-
FF-Konzentration untersucht haben. In dieser Studie zeigte sich keine Korrelation zwi-
schen den beiden Hormonen. IGF-1 wird in der Leber und im Ovar produziert(YONG
etal., 1992), in Theka-, Granulosa- und Lutealzellen (HAN etal., 2021). Eine DHEA-
Substitution soll zu einem IGF-1-Anstieg im Serum fithren (CASSON et al., 1998). In die-
ser Studie ist aufgrund der fehlenden Korrelation zwischen DHEAS und IGF-1 kein Hin-
weis gefunden worden, der einen direkten Einfluss von DHEAS auf die IGF-1-Produktion

im Ovar wahrscheinlich macht.

4.7 Erfolg in der assistierten Reproduktionstherapie

4.7.1 Follikel und Eizelle
Auf Follikelebene korrelierte die DHEAS-FF-Konzentration schwach positiv jeweils mit

der Gesamtzahl an Eizellen pro Patientin, mit der Follikelgesamtzahl pro Patientin und
dem Anteil an korrekt befruchteten Eizellen. Nur der Anteil reifer Fizellen an der Ei-
zellgesamtzahl zeigte eine schwach negative Korrelation.

In dieser Studie wurde kein signifikanter DHEAS-Konzentrationsunterschied zwischen
Follikeln, aus denen eine Eizelle gewonnen werden konnte und Follikeln ohne abpunk-

tierte Eizelle gefunden (vergl. Kapitel 4.5). Die quantitative DHEAS-Konzentration war
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in der Gruppe der Follikel mit abpunktierter Eizelle minimal hoher. Dies passt zu der
leicht positiven Korrelation mit der Eizellgesamtzahl. Da hier auch die Follikelgesamt-
zahl positiv mit der DHEAS-Konzentration korrelierte, kann die positive Korrelation
zwischen DHEAS und der Eizellgesamtzahl moglicherweise auf den Anstieg der Folli-
kelgesamtzahl zuriickgefiihrt werden. Denn desto mehr Follikel heranreifen, desto mehr

Eizellen kénnen gewonnen werden.

Der gefundene Zusammenhang zwischen der DHEAS-FF-Konzentration und der
Follikelanzahl passt zu den Erkenntnissen, dass auch die DHEA-Substitution bei Poor-
Respondern zu einem Anstieg der Gesamtfollikelzahl fithrt (MOAWAD und SHAEER,
2012; SOMNEZER et al., 2009; WING YEE YEUNG et al., 2014), was sich positiv auf den
ART-Erfolg auswirkt.

Die wenigen anderen Studien, die sich neben der vorliegenden Arbeit mit der DHEAS-
FF-Konzentration befassen, finden neben einer signifikant positiven Korrelation
zwischen der DHEAS-FF-Konzentration und der Fertilisierungsrate auch einen po-
sitiven Zusammenhang mit der Anzahl der MII-Eizellen (reife Eizellen) (CHIMOTE
und CHIMOTE, 2021; CHIMOTE etal., 2015). Aufserdem scheint eine hohere DHEAS-
FF-Konzentration zu einer besseren Embryoqualitdt zu fithren (WING YEE YEUNG
etal., 2014). Diese Ergebnisse decken sich mit denen in dieser Studie gefundenen leicht
positiven Korrelationen. Nur der Anteil reifer Eizellen korreliert in dieser Studie leicht
negativ mit der DHEAS-FF-Konzentration. Allerdings korreliert DHEAS positiv mit
dem Anteil korrekt fertilisierter Eizellen. Dies setzt physiologischer Weise eine korrekte
Eizellreifung voraus. Eine mogliche Erklarung dieser Ergebnisse konnte sein, dass in
seltenen Fillen bei der ICSI neben den reifen MII-Eizellen auch MI-Eizellen befruchtet
worden. So ware es moglich, dass aus, zumindest initial, als unreif klassifizierten
Eizellen erfolgreiche Zygotenbildung erfolgte.

Fiir die Korrelation der ART-Parameter mit der DHEAS-Serumkonzentration waren die
Ergebnisse im Hinblick auf Starke der Linearitét sehr dhnlich, wie fiir die Berechnungen
auf Follikelebene. Allerdings wurde bei keinem Parameter Signifikanz erzielt. BATOOL
etal., 2009 fanden keine Korrelation zwischen DHEAS-Serumkonzentration und der
Eizellanzahl. Auch ALEBIC und STOJANOVIC, 2013 beschrieben keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Gruppe mit hoher und niedriger DHEAS-Konzentration
fiir Anzahl der Eizellen und Anzahl reifer Eizellen. KUNICKI etal., 2015 berichteten
allerdings von einer Korrelation zwischen der DHEAS-Serumkonzentration mit der
Anzahl reifer Eizellen und der Gesamtfollikelzahl. Somit ist auch die Studienlage in

dieser Hinsicht noch uneins.
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4.7.2 Schwangerschaftseintritt und Lebendgeburt

Der Anteil an Schwangerschaftseintritten und Lebendgeburten im Patientinnenkollek-
tiv dieser Studie deckte sich mit den Durchschnittswerten des aktuellen Deutschen
IVF Registers. Der Anteil an Schwangerschaftseintritten von allen Frischezyklen der
ART (exklusiv Transfer von kryokonservierten Eizellen) betrug in Deutschland im
Durchschnitt 30,6%. Der Anteil der Lebendgeburten aller Frischezyklen lag bei 23,4%
(DEUTSCHESIVF-REGISTER et al., 2022)).

In dieser Studie trat bei 32,7% der Patientinnen eine Schwangerschaft ein. In 26,5%
kam es zur Lebendgeburt.

Da sich fiinf Patientinnen zur ausschliefflichen Kryokonservierung ohne Embryotransfer
entschieden, betrug die Gesamtzahl, die fiir die Schwangerschaftseintritt- und Lebend-
geburtberechnung zu Grunde gelegt wurde, nur n = 49.

Bei drei Patientinnen konnte kein transferierbarer Embryo gewonnen werden. Das Ziel
war es, aus der Gesamtpopulation aller ART-Patientinnen einen moglichen Vorhersage-
wert zu schaffen. Deshalb wurden alle Patientinnen miteingeschlossen, aufser derer, die
sich durch ausschliekliche Kryokonservierung aktiv gegen einen Embryotransfer zum

aktuellen Zeitpunkt entschieden haben.
In dieser Studie wurde eine signifikant hohere DHEAS-FF-MWK in der Gruppe der

schwangeren im Vergleich zu den nicht schwangeren Patientinnen festgestellt. Die
DHEAS-FF-MWK war in der Gruppe der Schwangeren um 30% hoher (Effektstirke
0,29 nach Cohen). In der Gruppe der Patientinnen mit Lebendgeburt war die DHEAS-
FF-MWK sogar um 34% hoher (Effektstarke 0,31 nach Cohen). Auferdem wurde
eine durchschnittlich um 27% hohere DHEAS-Serumkonzentration in der Gruppe
der schwangeren Patientinnen festgestellt. Hier wurde jedoch mit p = 0,067 knapp
das Signifikanzniveau verfehlt. In Bezug auf die Lebendgeburten war die DHEAS-
Serumkonzentration in der Gruppe der erfolgreichen Lebendgeburten im Durchschnitt
signifikant um 31% hoher als bei den restlichen Patientinnen.

In der Studienpopulation dieser Studie war der MW der DHEAS-FF-MWK in der
Gruppe der Schwangeren und der Patientinnen mit Lebendgeburt jeweils signifi-
kant hoher. Die Effektstdrke dieses Unterschiedes war allerdings fiir die Gruppe der
Schwangeren mit 0,29 nach Cohen niedrig. In der Gruppe der Patientinnen mit Le-
bendgeburt konnte die Effektstirke mit 0,31 nach Cohen als mittel klassifiziert werden.
Die DHEAS-Wertebereiche der Gruppe mit Schwangerschaftseintritt gegeniiber ohne
Schwangerschaftseintritt bzw. mit Lebendgeburt gegeniiber ohne Lebendgeburt haben
sich {iberschnitten. Deshalb konnte kein Wert, ab dem ein Schwangerschaftseintritt
wahrscheinlicher werden koénnte, definiert werden. Hinzu kommt, dass sowohl zu hohe

als auch zu niedrige DHEAS-Konzentrationen die Erfolgschancen der ART senken. Zu
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hohe DHEAS-Werte (meist im Serum bestimmt) werden, z.B. bei PCO-Patientinnen,
mit einer Fertilitatsminderung assoziiert (CHIMOTE und CHIMOTE, 2021; JONARD und
DEWAILLY, 2004). KiM et al., 2018 wendeten sogar DHEA-Substitution in Rattentier-
modellen an, um eine PCO zu induzieren. Es zeigte sich wahrscheinlich der gleiche
Effekt, der das Follikelwachstum bei Poor-Respondern erhoht, nur dass es im zu hohen
Mafe zu Pathologie und Fertilitdtsminderung fiihrt.

CHIMOTE und CHIMOTE, 2021 zeigten in ihrer Studie sehr gut auf, dass, durch
Erhéhung bzw. Erniedrigung der Serum-DHEAS-Konzentration in den Normbereich,
signifikant bessere ART-Erfolgsergebnisse (eingetretene Schwangerschaft, Anzahl der
gewonnenen Eizellen) erzielt werden als bei den Patientinnen ohne korrigierte DHEAS-
Konzentrationen. Das gleiche Resultat ergab sich, als die DHEAS-FF-Konzentration in
hoch, mittel und niedrig eingeteilt wurde.

Wie DHEAS auf die Fertilitdt wirkt, ist nicht eindeutig gekldrt. Neben bekann-
ter Wirkung auf Calciumkanéle (und damit evtl. auch auf die Eizellreifung) soll
DHEAS Einfluss auf einen guten Endometriumaufbau haben, was auch eine wichtige
Voraussetzung fiir einen erfolgreichen Schwangerschaftseintritt ist (GIBSON etal.,
2018).

Die Referenzwerte der DHEAS-Serumkonzentration haben eine grofte Spannbreite
(vergl. Tab. A.5). Deshalb ist es schwierig, einen konkreten Zielbereich fiir optimale
DHEAS-Konzentrationen zu definieren. Die in dieser Studie gemessenen Konzentra-
tionen lagen alle in dem Referenzbereich. Die ermittelten DHEAS-FF-MWK lagen
sowohl in der Gruppe der schwangeren als auch der nicht schwangeren Patientinnen so
hoch, dass sie in der Studie von CHIMOTE und CHIMOTE, 2021 bereits in die Gruppe
mit zu hohen Werten fallen wiirden (hohe Werte ab > 2,1ug/ml). Die Patientinnen
dieser Gruppe (vorwiegend PCO-Patientinnen) haben eine schlechtere Chance auf
einen Schwangerschaftseintritt. Auch wenn die Forschungsgruppe ein &hnliches Immu-
noassayanalyseverfahren (Radioimmunoassay) verwendete, wie es in dieser Studie der
Fall war, scheinen die Werte quantitativ nicht vergleichbar zu sein. Diese schlechte
Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Messmethoden stellt, wie schon erwéhnt, ein
generelles Problem in der ART-Forschung dar (HERSHLAG et al., 2005).

Die in dieser Studie gefundenen Resultate beziiglich des MW-Unterschieds der DHEAS-
MWK in Bezug auf Schwangerschaftseintritt ergénzen die Ergebnisse von CHIMOTE
etal., 2015 und LOPEZ CARPINTERO etal., 2014. Beide Studien fanden eine hohere
DHEAS-FF-Konzentration in der Gruppe der schwangeren Patientinnen. Bei LOPEZ
CARPINTERO et al., 2014 wurde nur eine hthere DHEAS-FF-MWK ohne signifikanten
Unterschied festgestellt. Im Gegensatz dazu konnten LI et al., 2011 den Unterschied der
DHEAS-FF-MWK zwischen den Gruppen mit und ohne Schwangerschaftseintritt nicht
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bestétigen. Alle drei Studien schlossen PCO-Patientinnen aus, was in dieser Studie
nicht der Fall war. Die Fallzahlen der oben genannten Studien waren mit n = 31 bei
LOPEZ CARPINTERO etal., 2014 und n = 40 bei LI etal., 2011 mit der Fallzahl dieser
Studie vergleichbar. CHIMOTE et al., 2015 verwendete mit n = 521 eine deutlich héhere
Fallzahl.

Studien, die den Zusammenhang zwischen der DHEAS-Serumkonzentration und
dem Schwangerschaftseintritt untersuchten, kamen zu unterschiedlichen FErgebnis-
sen. KUNICKI etal., 2015, BATOOL etal., 2009, FRATTARELLI und PETERSON,
2004, und FINDEKLEE etal., 2019 konnten keinen signifikanten Unterschied in
der DHEAS-Serumkonzentration zwischen der Gruppe der schwangeren und nicht
schwangeren Patientinnen feststellen. WANG et al., 2020 fanden eine héhere DHEAS-
Serumkonzentration in der Gruppe der nicht schwangeren Patientinnen. Alle Studien
verwendeten Patientinnen mit normaler AMH-Serumkonzentration. FINDEKLEE et al.,
2019 verwendeten ein durchmischtes Kollektiv, wie in dieser Studie.

Die Anzahl der Studienteilnehmerinnen war bei BATOOL et al., 2009 und FRATTARELLI
und PETERSON, 2004 mit dieser vergleichbar. Bei FINDEKLEE et al., 2019, KUNICKI
et al., 2015 und WANG et al., 2020 lag die Teilnehmerzahl mit 301, 459 bzw. 900 deutlich
hoher.

In den Studien von ALEBIC und STOJANOVIC, 2013 und ALEBIC et al., 2013 zeigte sich
eine signifikant héhere DHEAS-Serumkonzentration in der Gruppe der Schwangeren.
In beiden Studien wurden ausschliefslich Teilnehmerinnen mit einer niedrigen AMH-
Serumkonzentration (vermeintliche Poor-Responder) eingeschlossen. Passend dazu war
das Ergebnis der Studie von WING YEE YEUNG et al., 2014, in die auch nur Frauen mit
erwarteter Poor-Response eingeschlossen wurden. Die Gruppe mit DHEA-Substitution
zeigte deutlich hohere DHEAS-Serum- und -FF-Konzentrationen. Allerdings liefs sich
zwischen beiden Gruppen kein Unterschied im Hinblick auf Schwangerschaftseintritt

eruieren.

Soweit in der Literatur gefunden, sind die Ergebnisse dieser Studie die ersten, die eine
deutlich hohere DHEAS-Serumkonzentration in der Gruppe der schwangeren Patientin-
nen bzw. der Lebendgeburten beschreiben, in der keine Patientinnen nur mit niedriger
AMH-Serumkonzentration selektiert wurden.

Im Vergleich der DHEAS-FF-Konzentrationen konnten auch andere Studien hohere
Konzentrationen in der Gruppe der Schwangeren finden. Da zwischen der DHEAS-FF-
Konzentration und der DHEAS-Serumkonzentration eine sehr hohe Korrelation bestand
und auch die Korrelations- und Lagetests gleicher Parameter mit der FF- und Serum-
konzentration sehr dhnliche Ergebnisse erzielten, spricht das fiir die Plausibilitdt der

Ergebnisse dieser Studie in Bezug auf den gefundenen Serumkonzentrationsunterschied
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zwischen den Gruppen mit und ohne Schwangerschaftseintritt sowie mit und ohne Le-
bendgeburt. Aufgrund der uneinheitlichen Studienlage sind weitere Studien mit héherer
Teilnehmerzahl und evtl. besserer Subgruppenbildung erforderlich. Da das vorliegende
Patientinnenkollektiv sehr durchmischt war, empfiehlt es sich, weitere Untersuchungen

mit Patientinnen ohne Poor-Response-Diagnose durchzufiihren.

Es ist bekannt, dass mit steigendem Alter die DHEAS-Serumkonzentration stetig sinkt
(LABRIE et al., 2005). Auferdem ist das Alter einer der wichtigsten Prognosefaktoren fiir
eine erfolgreiche ART (NELSON und LAWLOR, 2011). Neben einer erniedrigten ovariellen
Reserve nimmt auch die Eizellqualitéit ab, u.a. durch verminderte Energieversorgung der

Mitochondrien und verminderte Spindelzellfunktion (CIMADOMO et al., 2018).

Um die Wahrscheinlichkeit zu mindern, dass der in dieser Studie gefundene Zusam-
menhang zwischen der DHEAS-FF-Konzentration und den ART- Erfolgsparametern
vorwiegend durch das Alter beeinflusst wurde, wurden Lagetests in Bezug auf das Alter
und die DHEAS-FF-Konzentration durchgefiihrt.

Zwischen den Alterskategorien fand sich keine signifikante Differenz der DHEAS-FF-
MWKSs. Die Pearson-Korrelation ergab eine leicht negative, signifikante Korrelation
zwischen Alter und DHEAS-Konzentration. Dies passt gut zu dem physiologischen Al-
tersverlauf der DHEAS-Konzentration (DAVISON et al., 2005; LABRIE et al., 2005). Die
Effektstérke war mit » = —0,173 (auf Follikelebene) nur gering.

Aufserdem zeigte sich kein signifikanter Unterschied des Durchschnittsalters zwischen
der Gruppe der schwangeren und der nicht schwangeren Patientinnen. Ware das Durch-
schnittsalter in der Gruppe der Schwangeren niedriger gewesen, wére davon auszuge-
hen, dass das Alter die DHEAS-Konzentration beeinflusst und dadurch der signifikante

DHEAS-Konzentrationsunterschied zwischen den Gruppen erzeugt wiirde.

Die Ergebnisse dieser Studie spiegeln den Sachverhalt wider, dass es sich bei der DHEAS-
Konzentration um einen individuellen Wert handelt. Es ist moglich, dass bei dlteren Pa-
tientinnen mit initial hohen DHEAS-Konzentrationen die Werte auch im héheren Alter
evtl. hoher sind als bei jungen Patientinnen mit niedriger DHEAS-Konzentration. Na-
tiirlich sinkt die DHEAS-Konzentration im Laufe des Lebens, aber das Ergebnis zeigte,
dass die DHEAS-Konzentration trotzdem als ein von Person zu Person individueller
Wert betrachtet werden kann.

Aufgrund des signifikanten Unterschieds der Mittelwerte der DHEAS-FF-MWK im T-
Test in Bezug auf den Schwangerschaftseintritt wurde eine binére logistische Regres-
sionsanalyse durchgefiihrt. Neben der Kategorie Alter und DHEAS-FF-MWK wurden
AMH-FF-MWK, E2- und T-FF-MWK als unabhéngige Variabeln eingeschlossen. Die
Auswahl fiel auf diese Parameter, weil in der Literatur (s. Kapitel 4.6) den Parametern

ein moglicher Einfluss auf eine erfolgreiche ART zugesprochen wurde.
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In der Regressionsanalyse zeigte sich das Regressionsmodell nicht signifikant, ebenso
wenig die einzelnen Regressionskoeffizienten und die Odds-Ratio. Einzig war der Re-
gressionskoeffizient von DHEAS-FF-MWK mit einer Signifikanz von p = 0,061 sehr
nahe an dem geforderten Signifikanzniveau (und auch deutlich néher als die anderen
Parameter), sodass sich diskutieren lisst, ob dieser Alphafehler noch akzeptierbar sei.
Allerdings enthielt das 95%KI der Odds-Ratio den Wert eins, sodass keine Aussage iiber
einen prognostischen Effekt getroffen werden konnte. Insgesamt lieferte die Regressions-
analyse leider keine Aussage iiber mogliche Einfluss- bzw. Prognosefaktoren auf den
Schwangerschaftseintritt. Ein Grund hierfiir konnte die zu geringe Fallzahl sein. Aufser-
dem wére eine gleichméfig Verteilung der Anzahl pro Gruppe (Schwangerschaftseintritt
zu keinem Schwangerschaftseintritt) fiir die statistische Analyse besser. Beides wiirde
die Genauigkeit und die Aussagekraft der Methodik erhéhen.

Auch wenn die Regressionsanalyse keine signifikanten Ergebnisse erbracht hat, weisen
die Werte des ungepaarten T-Tests in die Richtung, dass méglicherweise ein Zusammen-
hang zwischen der héherer DHEAS-Konzentration und dem Schwangerschaftseintritt
bestehen konnte. Deshalb erscheinen weitere Studien dazu, mit héheren Patientinnen-

zahlen, sinnvoll.

4.8 Follikelebene und Patientinnenebene

Die Auswertung wurde auf der Patientinnenebene und auf der Follikelebene durch-
gefiihrt. Fiir einige Parameter musste die Auswertung auf Follikelebene, unter Einbe-
zug aller Follikel, erfolgen (z.B. fiir die DHEAS-FF-Serum-Konzentrations-Korrelation).
Andere Parameter, fiir die es nur einen Wert pro Patientin gab (Alter und Schwanger-
schaftseintritt bzw. Lebendgeburt), konnten nur auf der Patientinnenebene, mit Mit-
telwertkonzentrationen der Hormone der Patientinnen, ausgewertet werden. Teilweise
wurde die Berechnung auf beiden Ebenen durchgefiihrt (Eizelle vorhanden, follikuldre
und zelluldre Erfolgsparameter, Hormonkorrelationen) und verglichen. Fiir die Berech-
nung des Zusammenhangs von der DHEAS-Konzentration mit den Follikeldurchmes-
sern erfolgte je nach Berechnungsebene eine eigene Kategorisierung. In der Kategorie
der Durchmesser und der Berechnung, ob eine Eizelle abpunktiert werden konnte oder
nicht, war in beiden Berechnungsebenen kein Unterschied nachweisbar. Dies kénnte an
der geringen Varianz der DHEAS-FF-Konzentration innerhalb einer Patientin liegen.
Bei der Berechnung der ART-Erfolgsparameter zeigten sich die Korrelationskoeffizien-
ten sehr dhnlich. Die Berechnung auf der Patientinnenebene erwies sich allerdings, im
Gegensatz zur Berechnung auf Follikelebene, nicht signifikant. Dies ist wahrscheinlich
auf die kleinere Fallzahl bei dieser Berechnung zuriickzufiithren. Auch die Hormonkor-

relationen zeigten in beiden Berechnungsebenen dhnliche Korrelationskoeffizienten. Die
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Signifikanz der Rechnung unterschied sich zwischen Patientinnen- und Follikelebene nur
in der Korrelation der Konzentrationen von AMH und DHEAS. Die Diskussion der bei-
den Rechnungsmethoden erfolgt in Kapitel 4.9.

4.9 Limitationen

Diese Arbeit zeichnet sich dadurch aus, dass pro Patientin mehrere Follikel untersucht
wurden. Bei der Probengewinnung wurde jeder einzelne Follikel einer Patientin separat
punktiert und Grofe und das Vorhandensein einer Eizelle notiert. Es war aufgrund von
technischen Griinden nicht méglich, die FF von jedem gewonnenen Follikel zu analysie-
ren. Unter anderem mussten Follikel verworfen werden, wenn die abpunktierte FF mit
Blut bei der Punktion vermischt wurde oder wenn die vollstdndige Trennung der FF
wahrend der Punktion nicht moglich war.

Bei der Follikelauswahl fiir die Hormonanalyse wurde darauf geachtet, eine moglichst
grofse Breite an Follikeldurchmessern (wenn moglich mindestens einen pro Durchmesser-
kategorie) zu untersuchen. Weiterhin wurde als zweites Auswahlkriterium beachtet, dass
sowohl Follikel mit vorhandener als auch ohne vorhandener Eizelle analysiert wurden.
Ziel war es, mindestens sechs Follikel pro Patientin zu analysieren. Dies war nicht immer
moglich, sodass es Patientinnen gab, bei denen weniger Follikel untersucht wurden. An-
dererseits gab es auch Frauen, von denen mehr Follikel in die Analyse eingeflossen sind.
Von 43 der 54 Patientinnen wurden zwischen 4-8 Follikel untersucht. Von nur elf Pa-
tientinnen sind deutlich weniger oder deutlich mehr als sechs Follikel eingeflossen. Die
Berechnung auf Patientinnenebene wurde durch diese Ungleichheit nicht beeinflusst,
weil hier mit dem Konzentrationsmittelwert gerechnet wurde. Auf Follikelebene wurde
jeder Follikel einzeln gewichtet. Da pro Frau nicht gleich viele Follikel verwendet wur-
den, ist es moglich, dass die Frauen, mit der hoheren Anzahl an analysierten Follikeln,
das Ergebnis etwas stéirker beeinflussen als andere. Allerdings erméglichte diese Art der
Analyse eine bessere und genauere Auswertung der Konzentrationsunterschiede inner-
halb einer Patientin. Da diese Ergebnisse als wichtig erachtet wurden, wurde sich trotz
der bekannten Nachteile fiir die beschriebene Auswertungsmethode entschieden.
Limitierend ist die Tatsache, dass nicht nach jedem punktierten Follikel der Punkti-
onsschlauch vollstdandig gespiilt wurde. Dies hitte eventuelle FF-Vermischungen auf-
einander folgender Follikel ausgeschlossen. Da diese Arbeit den Anspruch hat, einen
Uberblick iiber alle Follikel einer Patientin zu ermdglichen, wurden alle Follikel separat
punktiert. Die FF von jedem Follikel wurde vollsténdig aus dem Schlauchsystem geleert,
bevor die FF des néchsten Follikels aufgefangen wurde. Wéare nach jedem Follikel ei-
ne Schlauchspiilung erfolgt, hétte die Punktionsnadel jedes Mal ganz aus der Patientin

heraus genommen werden miissen. Dies erhoht das Risiko fiir Verletzung der Strukturen

53



4 Diskussion

beim vaginalen Einfithren der Nadel. Aufserdem steigert es das Kontaminationsrisiko.
Dies beides wiirde das Komplikationsrisiko fiir die Patientin erhohen und wére ethisch
und klinisch nicht vertretbar. Insgesamt wiirde dieses Prozedere auch eine Verlangerung
der Follikelpunktionsdauer und somit eine verléngerte Narkosezeit fiir die Patientin be-
deuten. Deshalb wurde in der vorliegenden Studie die beschriebene Methode gewahlt,
bei der die Follikelpunktion keine Anderung im Ablauf und der Dauer erfuhr.

Um die Genauigkeit der Methode zu bestétigen, wurden im Vorfeld Untersuchungen
durchgefiihrt. Die Vermischung der Proben betrug < 10% (vergl. Kapitel 2.4.4).

Der Durchmesser der Follikel wurde mit Hilfe einer Millimeterskala sonographisch wéh-
rend der Punktion gemessen. Hierfiir wurde der Follikel in mehreren Ebenen betrachtet.
Trotz sorgfiltiger Bewertung blieb eine gewisse Ungenauigkeit in der Durchmesserbe-
stimmung bestehen. Genauere Messungen hétten wiederum zu einer Verlangerung der
Follikelpunktionsdauer gefithrt. Dadurch, dass die Follikel in Grofenkategorien unter-
teilt wurden, konnte der Einfluss dieser Messungenauigkeiten abgeschwécht werden.
Da die Studie in den normalen Klinikablauf integriert wurde, war es nicht moglich,
die Eizellen getrennt nach Ursprungsfollikel zu verfolgen. Deshalb konnte nicht nach-
vollzogen werden, aus welchem Follikel die reifen oder fertilisierten bzw. transferierten
Eizellen stammten. Da die DEHAS-FF-Konzentration aber vorwiegend vom Serumwert
einer Patientin abhéngig war und wenig zwischen den einzelnen Follikeln schwankte, ist
dieser Sachverhalt nicht stark limitierend.

Es ist in Diskussion, dass fliissige Chromatography-Mass-Spectrometry-Verfahren exak-
tere Konzentrationsbestimmungen in der FF durchfiihren. Sie seien den herkémmlichen
Immunoassays in Sensitivitit iiberlegen, da weniger Kreuzreaktionen auftraten (HAN-
DELSMAN, 2017; WALTERS et al., 2019). Da die Immunoassay-Analyse in medizinischen
Laboren weit verbreitet ist, werden auch in vielen anderen Studien die Analysen in
der FF mit diesem Verfahren durchgefiihrt. Als problematisch wurde die Anwendung
der Immunoassays in anderen Humanfliissigkeiten als Serum beschrieben, wenn die Hor-
monkonzentrationen deutlich geringer ausfillt (HANDELSMAN, 2017). In der FF liegt die
DHEAS-Konzentration im dhnlichen Wertebereich wie im Serum, weshalb die Nutzung

gerechtfertigt scheint.

Eine weitere mogliche Einschrankung stellt das sehr durchmischte Patientinnenkollek-
tiv dar. Hier sollten zukiinftig Subanalysen spezifischer Subgruppen, mit z.B. PCO-
Patientinnen und Poor-Respondern oder einer Subgruppe ohne Patientinnen dieser
Gruppen, erfolgen. Aufgrund der Fallzahl war die Subgruppenbildung in dieser Arbeit
nicht sinnvoll.

Es sind auch Patientinnen mit vorwiegend ménnlicher Fertilitatsstorung eingeschlossen.

Dieses, nicht bei der Frau liegende Problem, kann einen negativen Einfluss auf die erfolg-
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reiche Fertilisation und damit den Schwangerschaftseintritt haben. Deshalb wurde bei
bekannter schlechter Spermienqualitdt ausschlieflich eine ICSI-Therapie durchgefiihrt,
um die Erfolgschancen zu steigern.

Hier schliefst sich direkt der néchste Punkt, der das Ergebnis beeinflussen kann, an.
Es wurden nicht nur ICSI-Therapien durchgefiihrt. Fiinf der 49 Patientinnen erhiel-
ten ausschlieblich eine IVF-Therapie (individuell entschieden nach klinischen Fakto-
ren). Zwei von funf Patientinnen wurden schwanger (40%), eine Patientin beendete
die Schwangerschaft erfolgreich (20%). Dies entspricht in etwa den Durchschnittswerten
des Schwangerschaftseintritt des gesamten Patientinnenkollektivs. Deshalb schien dieser
Faktor (IVF-Therapie) die Anzahl an Schwangerschaftseintritten und Lebendgeburten

nicht negativ zu beeinflussen.

Weiterhin muss erwidhnt werden, dass die Ergebnisse nicht auf multiples Testen korri-
giert wurden. Somit kénnen die gewonnen Ergebnisse nicht auf die Allgemeinheit {iber-
tragen werden, sondern dienen zur Hypothesengenerierung. Zu rechtfertigen ist dies
damit, dass eine explorative Studie durchgefiihrt wurde, die verschiedene grundlegende
Zusammenhénge aufzeigen soll.

Aufserdem kann von statistisch signifikanten Korrelationen alleine nicht auf Kausalitét
geschlossen werden. Die in dieser Studie generierten Hypothesen miissen durch Studien,

die mit einem grofseren Studienkollektiv angelegt sind, iberpriift werden.

4.10 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

In diesem Abschnitt erfolgt eine kurze Zusammenfassung aller Ergebnisse der Diskussion
und dem Ausblick von kapiteliibergreifenden Ergebnissen. Die detaillierte Diskussion

kann in den jeweiligen vorangegangenen Kapiteln der Auswertung nachgelesen werden.

In dieser Studie erfolgte die Darstellung des Zusammenhangs zwischen der DHEAS-FF-
und der DHEAS-Serumkonzentration erstmals iiber die Spannbreite aller Follikelgréfsen
einer Patientin.

Auferdem wurde der Einfluss von DHEAS auf die Hormonkonzentrationen des reifen
Follikes analysiert, indem die Hormonkonzentration von E2, T, AMH und IGF-1 mit
der DHEAS-Konzentration korreliert wurde.

Des Weiteren wurden Berechnungen zur Bestimmung eines moglichen Zusammenhangs
zwischen DHEAS-FF- und DHEAS-Serumkonzentration mit den Erfolgsparametern der
ART auf zelluldrer und follikuldrer Ebene und auch mit dem Eintritt einer Schwanger-
schaft bzw. Lebendgeburt durchgefiihrt.

Es ist bekannt und wurde in dieser Studie bestétigt, dass die DHEAS-FF-Konzentration
stark mit dem Serumwert korreliert. Erstmals konnte mit dieser Studie die Aussage auf

die gesamte Spannweite an Follikeldurchmessern innerhalb einer Patientin {ibertragen
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werden. Die DHEAS-Konzentration zeigte sich innerhalb einer Patientin in unterschied-
lichen Gruppen der Follikelgrofen stabil, ohne signifikanten Konzentrationsunterschied
zwischen den Gruppen unterschiedlicher Follikeldurchmesser (vergl. Kapitel 4.2 und
Kapitel 4.4). Auch war kein signifikanter Unterschied der DHEAS-FF-Konzentration
zwischen Follikeln nachzuweisen, aus denen eine Eizelle abpunktiert werden konnte zu
Follikeln ohne gewonnene Eizelle.

Aufgrund dieser Erkenntnisse lédsst sich vermuten, dass DHEAS nicht als Biomarker zur
Qualitatsunterscheidung verschiedener Follikel innerhalb einer Frau dient. Somit scheint
sich kein Vorteil zu ergeben, wiahrend der ART die DHEAS-FF-Konzentration zu be-
stimmen, um Informationen iiber das Follikelpotential zu erhalten. Auch zur wissen-
schaftlichen Analyse ist es aufgrund dieser Ergebnisse wahrscheinlich nicht von Néten,
von mehreren Follikeln pro Patientin die DHEAS-FF-Konzentration zu bestimmen. Es
scheint ausreichend zu sein, die FF ausschlieflich aus einem Follikel pro Patientin zu
analysieren. Da diese Studie bisher die einzige ist, die die DHEAS-FF-Konzentration
iber die gesamte Follikelspannweite untersucht, sind weitere Studien mit gréferer Stu-
dienpopulation zur Bestatigung dieser Hypothese nétig.

Des Weiteren zeigte sich die DHEAS-Konzentration in der FF signifikant hoher als im
Serum, sodass die Moglichkeit eines aktiven Transportprozesses besteht, da die Studien-
lage bisher nicht auf eine lokale DHEAS-Produktion hindeutet (GOODARZI et al., 2015).

Auch hier sind weitere Studien zur Reproduktion des Sachverhaltes notwendig.

In den durchgefithrten Berechnungen fiir den ART-Erfolg wurden neben den Ana-
lysen der DHEAS-FF-Konzentrationen die gleichen Berechnungen mit der DHEAS-
Serumkonzentration durchgefiihrt. Die Korrelations- und Lageanalysen zeigten fiir die
DHEAS-Serumkonzentration fast ausschliefslich Ergebnisse der gleichen Giite, wie die
Daten, die mit der DHEAS-MWK (Patientinnenebene) berechnet wurden, was aufgrund
der starken Korrelation zwischen Serum- und FF-Konzentration logisch erscheint. In
dieser Studie wurden die Ergebnisse lediglich quantitativ verglichen, ohne statistische
Beurteilung. Diese Hypothese miisste in grofer angelegten Studien nochmal iiberpriift
werden. Sollte sie sich bestétigen, wére es moglicherweise ausreichend, die DHEAS-
Serumkonzentration anstelle der DHEAS-FF-Konzentration fiir Analysen beziiglich der

Hormoninteraktion zu bestimmen.

Die DHEAS-Konzentration korrelierte in der FF nicht mit den Konzentrationen der
Sexualsteroide E2 und T. Somit kann die Wirkung des Prohormons DHEAS nicht aus-
schlieklich iiber die Umwandlung der Sexualsteroide erfolgen, sondern muss ggf. auch
einen direkten Einfluss nehmen (vergl. Diskussion dazu in Kapitel 4.7). Im Gegensatz
zu IGF-1 wurde zwischen DHEAS und AMH in der FF eine leicht positive Korrelation
gefunden. Diese ist evtl. auf verstiarkte Follikelrekrutierung durch DHEAS zuriickzu-
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flihren. Eine gegenseitige aktive Beeinflussung der Hormonproduktion erscheint nicht
sehr plausibel. Insgesamt ist bei diesen Analysen zu beachten, dass hier nur die Korre-
lation im préovulatorischen Follikel dokumentiert wurde und dass Effekte, zu fritheren

Zeitpunkten in der Follikulogenese, nicht dargestellt werden kénnen.

In dieser Studie zeigte sich eine signifikante leicht positive Korrelation zwischen der
DHEAS-FF-Konzentration und der Gesamtfollikelzahl, der Gesamteizellzahl und dem
Anteil erfolgreich fertilisierter Eizellen (vergl. Kapitel 4.7). Auferdem war die DHEAS-
Konzentration in der Gruppe der Schwangeren und Patientinnen mit Lebendgeburt
signifikant hoéher als in der Gruppe ohne Schwangerschaft und Lebendgeburt. In der
bindren logistischen Regressionsanalyse konnte kein Parameter als Prognosemarker fiir
den Schwangerschaftseintritt nachgewiesen werden. Trotzdem zeichnete sich in Zusam-
menschau der Analysen ein leicht positiver Trend ab, dass DHEAS einen positiven
Einfluss auf den ART-Erfolg haben koénnte.

Viele Studien, v.a. von Barad und Gleicher et al., fanden einen positiven Einfluss von
DHEA-Supplementierung auf das ART-Outcome bei Poor-Respondern (BARAD et al.,
2007; BARAD und GLEICHER, 2006). Studien von anderen Autoren verdffentlichten
teils widerspriichliche Ergebnisse (FOUANY und SHARARA, 2013; NARKWICHEAN et al.,
2017; SCHWARZE et al., 2018; ZHANG et al., 2016). Nennenswert ist die erste placebokon-
trollierte Studie mit grofem Patientinnenkollektiv von WANG et al., 2022 zur DHEA-
Substitution, in der kein Unterschied in der Rate an Lebendgeburten zwischen den
beiden Gruppen gefunden wurde (vergl. Kapitel 1.3.3). Die analysierte FF spiegelt das
Hormonmilieu im praovulatorischen Follikel wieder. Die Analysen zur oralen DHEA-
Substitution beschéftigen sich zum Grofiteil mit der Rekrutierung von Follikeln und
ihrer Physiologie. Diese Prozesse spielen sich in der frithen Follikulogenese ab. Die Folli-
kelrekrutierung léasst sich durch die Gesamtfollikelanzahl wiahrend der Follikelpunktion
erfassen. In dieser Studie, wie auch bei einigen anderen Studien, konnte ein Zusam-
menhang zwischen der DHEAS-Konzentration und der Follikelanzahl gefunden werden
(vergl. Kapitel 4.7.1). Somit besteht die Moglichkeit, dass die DHEAS-Konzentration
einen Einfluss auf die Follikelanzahl haben konnte, was indirekt mit den Ergebnissen
nach DHEA-Substitution bei Poor-Respondern zu vergleichen wére. Anzumerken ist
hier, dass die Beobachtungen in den genannten Studien bis auf bei WANG et al., 2022
nicht placebokontrolliert durchgefiihrt wurden.

In dieser Studie wurde ein Patientinnenkollektiv mit gemischten Infertilitdtsdiagnosen
untersucht. Aufgrund der widerspriichlichen Lage in der Literatur scheint es sinnvoll,
weitere Studien zur DHEAS-Konzentration im Hinblick auf den ART-Erfolg durchzufiih-
ren. Wichtig wire es, die Gruppen nach Infertilitdtsdiagnosen und Alter zu unterteilen,

um Einfliisse dieser Parameter zu minimieren. Daraus wiirden sich auch Riickschlisse
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ziehen lassen, ob eine DHEA-Substitution bei nicht Poor-Respondern je nach DHEAS-

Konzentration, sinnvoll wére. Bisher gibt es dazu in der Literatur keine Einigkeit.
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5.1 Deutsche Zusammenfassung

Die assistierte Reproduktionstechnik kann Paaren mit unerfiilltem Kinderwunsch hel-
fen, die gewiinschte Familie zu griinden. Um die Chancen auf einen Schwangerschafts-
eintritt zu erhohen, miissen potentielle Biomarker und ihre hormonelle Interaktion un-
tersucht und verstanden werden. Ob eine Dehydroepiandrosteron (DHEA)-Substitution
die Erfolgschancen auf einen Schwangerschaftseintritt erhoht, wird aktuell in der Lite-
ratur diskutiert. Wie die Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS)-Konzentration in der
Follikelfliissigkeit mit anderen Hormonen korreliert und wie sich dies und die DHEAS-
Konzentration auf die Ergebnisse der assistierten Reproduktionstechnik auswirken, ist
nicht hinreichend bekannt. Deshalb wurde in dieser explorativen, prospektiven Studie
untersucht, ob es moégliche Zusammenhénge zwischen dem viel diskutierten Prohormon
DHEAS und dem follikuldren Hormonmilieu gibt und ob Hinweise auf einen Zusam-
menhang zwischen dem Erfolg der assistierten Reproduktionstechnik und der DHEAS-

Konzentration gefunden werden kénnen.

Eingeschlossen wurden Patientinnen, die im Zeitraum von November 2018 bis Dezember
2019 eine kiinstliche Befruchtung mittels In-vitro-Fertilisations oder intracytoplasmati-
scher Spermieninjektion im Reproduktionsmedizinischen Kompetenzzentrum des Univer-
sitatsklinikums Marburg erhielten. Insgesamt konnten von 54 Patientinnen 327 Follikel
analysiert werden. Wahrend der Follikelpunktion wurde die Follikelfliissigkeit aus jedem
herangereiften Follikel abgesaugt, nach Follikeln getrennt aufgefangen und analysiert.
Standardmaéfbig wurden die Eizellen aus der Follikelfliissigkeit entnommen und inkubiert.
Ziel war es, eine moglichst grofte Spannbreite an Follikeldurchmessern je Patientin zu

analysieren. Die Rechnungen wurden nicht auf multiples Testen korrigiert.

In dieser Studie wurde bestéatigt, dass die DHEAS-Follikelfliissigkeitskonzentration sehr
stark mit der Serumkonzentration korrelierte (r = 0,918, p < 0,001). Aufserdem wur-
de gezeigt, dass die DHEAS-Konzentration in der Follikelfliissigkeit hoher als im Se-
rum war, mit einem mittleren Follikelfliissigkeits-Serum-Verhéltnis von 1,43pg/ml. Zwi-
schen der DHEAS-Konzentration der Follikel innerhalb einer Patientin zeigten sich nur
minimale Konzentrationsschwankungen. Deshalb konnte kein Unterschied der DHEAS-
Follikelfliissigkeitskonzentration in Abhingigkeit vom Follikeldurchmesser oder der Ge-
winnung einer Kizelle aus dem Follikel festgestellt werde. Im Gegensatz dazu variierte
die mittlere DHEAS-Konzentration der Follikelfliissigkeiten zwischen den Patientinnen
deutlich. Zwischen der DHEAS-Follikelfliissigkeitskonzentration und der Konzentration
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von Testosteron, Ostradiol oder Insuline-like-Growth-Factor-1 zeigte sich keine Korrela-
tion. Es bestand nur eine leicht positive Korrelation zwischen der Anti-Miiller-Hormon-
und der DHEAS-Follikelfliissigkeitskonzentration.

Des Weiteren ist hervorzuheben, dass die DHEAS-Konzentration schwach positiv mit
Erfolgsparametern der assistierten Reproduktionstechnik korrelierte. Eine positive Kor-
relation bestand zwischen der Follikelgesamtzahl, der Eizellgesamtzahl und dem Anteil
korrekt befruchteter Eizellen. Der Anteil reifer Eizellen an der Eizellgesamtzahl zeigte
eine schwach negative Korrelation. In dieser Studie war die DHEAS-Konzentration der
Follikelfliissigkeit in der Gruppe, bei denen eine Schwangerschaft eintrat um 30% und
bei Patientinnen mit Lebendgeburt um 34% hoher als in der Gruppe ohne Schwanger-
schaftseintritt bzw. ohne Lebendgeburt. Die Regressionsanalyse ergab allerdings, dass
mit der DHEAS-Konzentration der Follikelfliissigkeit keine Prognose iiber einen Schwan-

gerschaftseintritt getroffen werden kann.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die DHEAS-Follikelfliissigkeitskonzentration
stark vom Serumspiegel abhéngt. Da die Konzentration in der Follikelfliissigkeit hoher
als im Serum war und keine Produktion im Ovar bekannt ist, konnte evtl. ein aktiver
Transportprozess vom Blut in die Follikelfliissigkeit vorliegen. Die Daten dieser Studie
konnten keinen linearen Zusammenhang zwischen DHEAS und den untersuchten Se-
xualsteroiden belegen. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass eine in der Literatur
beschriebene positive Wirkung von DHEAS auf das Resultat der assistierten Repro-
duktionstechnik nicht ausschlieflich indirekt durch die Umwandlung des Prohormons in
Estradiol und Testosteron erkléart werden kann. Es weist darauf hin, dass DHEAS evtl.
eine eigene, effektverstarkende Wirkung haben konnte. Der in der Literatur beschriebe-
ne Anstieg vom Anti-Miiller-Hormon und des Insuline-like-Growth-Factor-1 durch orale
DHEA-Supplementierung scheint eher durch die follikelstimulierende Wirkung bedingt

ZUu sein.

Durch die homogenen Konzentrationen innerhalb einer Patientin deuteten die Ergebnisse
darauf hin, dass DHEAS nicht als Marker zur Unterscheidung verschiedener Follikelqua-
litdten innerhalb einer Patientin dient. In der Gruppe der schwangeren Patientinnen war
die DHEAS-Konzentration signifikant hoher bei grofser DHEAS-Konzentrationsvariation
zwischen den Frauen. Deshalb kénnen keine DHEAS-Follikelfliissigkeitsspiegel, ab dem
eine Schwangerschaft wahrscheinlicher werden koénnte, benannt werden. Jedoch geben
die erhobenen Daten Hinweise auf mogliche Zusammenhénge zwischen der DHEAS-
Konzentration und Erfolgsparametern der assistierten Reproduktionstechnik.

Es scheint aufgrund der erhobenen Daten sinnvoll, grofer angelegte Studien zur DHEAS-
Konzentration und dem Erfolg der assistierten Reproduktionstechnik durchzufiihren,

auch in Bezug auf einen moglichen Vorteil der oralen DHEA-Substitution.
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5.2 English Summary

Assisted reproductive technology is used to aid becoming pregnant in couples with diffi-
culties achieving pregnancy. For an optimal success in assisted reproductive technology,
the scientific fundamentals of the hormonal interaction und potential biomarkers must

be understood.

Whether a nutritional supplementation of Dehydroepiandrosterone (DHEA) could in-
crease the success in achieving pregnancy or not is a topic of ongoing discussion in the
literature. Until now, the existence of a correlation between the Dehydroepiandrosterone
sulfate (DHEAS) concentration in follicular fluid with other hormones is yet to be unmi-
stakenly proven. There is still a lack of understanding of the influence of such correlation
on the outcomes of assisted reproductive technology. To adress this topic, this prospec-
tive, explorative study was designed. The aim was to investigate if there are correlations
between the concentration of DHEAS in follicular fluid and other hormones and whether
a connection between DHEAS concentration and the success in the assisted reproductive

technology could be found.

This study included patients who underwent a controlled ovarian stimulation with In-
vitro fertilisation or intracytoplasmatic spermia injection therapy at the Reproduction
Competence Center of the University Hospital in Marburg, Germany, between November
2018 and December 2019. In total 327 follicles from 54 patients were analysed seperatly.
It was ensured that fluids from different follicles were not mixed. The oocytes were
selected from the fluid and incubated seperately. The aim of this study was to analyse a
huge variety of different follicle diameters per patient. The results were not corrected for
multiple testing.

This study confirmed that the concentration of DHEAS in the follicular fluid correlated
strongly positive with the DHEAS concentration of the serum (r = 0,918, p < 0,001).
The DHEAS concentration was shown to be higher in the follicular fluid than in serum.
The mean of quotients of the concentration of DHEAS in follicular fluid to serum concen-
tration was: 1,433 pug/ml. Upon comparison between the follicles of a given patient, there
was no significant difference in the DHEAS concentration. Logically it was additionally
proven that DHEAS concentration in the follicular fluid was not influenced by either
the size of the follicle or the presence of an oocyte. Upon comparison between different
patients there was a significant variation shown in the mean concentration of DHEAS in
the follicular fluid.

No correlation was found between DHEAS follicular fluid concentration and the con-

centration in follicular fluid of Estradiol, Testosteron or Insuline-like-Growth-Factor-1.
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There was a weak positive correlation between DHEAS and the Anti-Miillerian hormone

found.

The DHEAS concentration correlated weakly positive with the total number of follicles
and oocytes as well as with the fraction of successully fertilised oocytes. The correlation
between the DHEAS concentration and the fraction of mature oocytes was weakly nega-
tive.

The DHEAS concentration in the follicular fluid was 30% higher in the group of patients
with pregnancy occurence compared to the group without occurence. In the group with
live birth the DHEAS concentration was 34% higher compared to the group without
live birth. The binary logistic regression could not present any predictability from the

follicular fluid concentration of DHEAS on pregnancy onset.

In this study it was shown that the follicular fluid concentration of DHEAS is dependent
on the serum concentration and that the concentration in follicular fluid is higher than
in serum. Local production of DHEAS in the follicle is not known yet. Therefore it could
be assumed that DHEAS accumulates in the follicular fluid because of active transport

processes.

The postualted positive effect of DHEAS on the success of assisted reproductive tech-
nology cannot only result from the conversion of the prohormone to testosterone and
estradiol and their effects. Moreover, it shows that there could be a direct enhancing
effect of DHEAS on the success of the assisted reproductive technology. The increase in
Insulin-like-growth-factor-1 und Anti-Miillerian hormone concentrations decsribed after
DHEA supplementation in the literature should be seen as caused by the increase in the

total follicle amount.

The results show that DHEAS cannot be used as a biomarker to distinguish between
the quality of different follicles in one woman. The concentration of DHEAS was signifi-
cantly higher in the group of pregnant patients and widely varying among the patients.
Therefore, it is impossible to define certain value ranges in which a pregnancy would
become more likely. Nevertheless, this data provides an indication of a possible influence

of DHEAS on the success of assisted reproductive technology.

From this explorative study no conclusions can be drawn on the causality. The data sug-
gests a sligth positive influence from DHEAS on the success of the assisted reproductive
technology. In conclusion, larger studies to investigate the correlation between the con-
centration of DHEAS in the follicular fluid and the succes of the assisted reproductive
technology, especially referred to a possible advantage of DHEA as a food supplement,

are required.
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A Anhang

Tab. A.1: Detaillierte Auflistung der Indikationen

Indikation

Definition

Tubenpathologie:

Uterin/zervikaler Faktor:

Endometriose:
Endokrin:

Mannliche Indikation:

Indikation unbekannt:

eingeschrankte oder nicht vorhandene Durchgéangigkeit
einer oder beider Tuben

Uterus myomatosus, Fehlbildung

Patientinnen mit bestétigter Endometriose in Vorgeschichte
AMH erniedrigt, reduzierte Ovarielle Reserve, PCO,
hypergonadotrope Ovarinsuffizienz, Follikelreifungsstérung,
fehlende Ovulation

Azoospermie, OAT, AT, OT, O/A/T !

keine, idiopathisch, sonstige (keine weiteren Angaben

in Meditex-Datenbank und Papierakte vorhanden)

L O: Oligospermie, A: Asthenospermie, T: Teratospermie

Tab. A.2: Verwendete Gonadotropine zur Stimulation

Gonadotropin ~ Wirkstoff Praparat Hersteller
FSH rekombinantes FSH Follitropin o« Gonal-f ® Merck-Sereno
rekombinantes FSH Follitropin f Puregon® MSD
rekombinantes FSH Follitropin § ~ Rekovelle® Ferring Arzneimittel
FSH und Rekombinantes LH und FSH Pergoveris® Merck-Sereno
LH
rekombinantes FSH Follitropin o Luveris® Merck-Sereno
plus rekombinantes LH
hMG humanes menopausales Menogon HP ®  Ferring Arzneimittel

Gonadotropin
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A Anhang

Tab. A.3: Variationskoeffizienten der Hormone

Hormon Intravariations- Intervariations-
koeffizent koeffizient

DHEAS 2,2-2.7% 1,5-3,2%

E2 1,9-10,6% 1,1-6,7%

T 2,5-18,1% 2,1-14,8%

IGF-1 - 2,5-4,6%

AMH 2,7-3,5% 0,9-1,7%

Die Werte wurden aus der Systemanleitung des
Cobas®e 601-Analyzer der Firma Roche®entnommen
(ROCHEDIAGNOSTICS, 2017a).

Tab. A.4: Messbereich der Hormone

Hormon Messbereich
DHEAS 0,001-10 pg/ml
Ostradiol 5-3000 pg/ml
Testosteron 0.025-15.0 ng/ml
IGF-1 7-1600 ng/ml
AMH 0.01-23 ng/ml

Die Werte wurden aus der Systemanleitung des
Cobas®e 601-Analyzer der Firma Roche® entnommen
(ROCHEDIAGNOSTICS, 2017a).
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A Anhang

Tab. A.5: Referenzwerte der Hormone im Serum

Hormon Serumwert

DHEAS 92534 Jahre: 0,99-3,40 11g/ml
35-44 Jahre: 0,61-3,37 pg/ml
45-54 Jahre: 0,35-2,56 pg/ml

E2 41-398 pg/ml

T 0,08-0,48 ng/ml

IGF-1 25-34 Jahre: 102-343 ng/ml
35-44 Jahre: 85-242 ng/ml
45-54 Jahre: 70-220 ng/ml

AMH 20-34 Jahre: 0,71-9,95 ng/ml
35-39 Jahre: 0,41-7,00 ng/ml
40-44 Jahre: 0,06-4,40 ng/ml

Die Werte wurden aus der Systemanleitung des
Cobas®e 601-Analyzer der Firma Roche ®entnommen
(ROCHEDIAGNOSTICS, 2017a).
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