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1 EINLEITUNG

1.1 Assisted Reproductive Technology

Die assistierte Reproduktionstechnologie (ART) ist ein Gbergeordneter Begriff fur das
artifizielle oder teilweise artifizielle Erreichen einer Schwangerschaft. Sie wird in
erster Linie bei Infertilitditen von Mann oder Frau (wie z.B. eine ovarielle Dysfunktion,
Tubenunwegsamkeit oder verminderte Spermienanzahl) angewendet, aber auch bei
genetischer Problematik, sowie zunehmend auch bei Paaren mit Infektionen, wie z.B.
HIV, zur Vorbeugung einer Ubertragung dieser Infektion.

Man unterscheidet grob die Verfahren ,In vitro Fertilisation® (IVF) von der ,Intracyto-
plasmatischen Spermieninjektion” (ICSI) und der ,Intrauterinen Insemination® (IUl).
Weitere Verfahren sind die Kryokonservierung von Keimzellen, impragnierten
Eizellen und Embryonen und deren Verwendung in der assistierten Reproduktion
(Revermann, 2011).

In Deutschland unterliegen alle Anwendungen dem Embryonenschutzgesetz aus
dem Jahr 1991, nachdem ausschlieRlich die Ubertragung von Eizellen mdglich ist,
die von der Patientin selbst stammen. Eizellspenden und Leihmutterschaft sind
ausgeschlossen, Samenspenden hingegen nicht (Revermann, 2011).

Zur Stimulation der Ovarien und somit zur Bildung von multiplen Follikeln, in denen
zeugungsfahige Eizellen heranwachsen, werden Gonadotropine (FSH und hMG)
verwendet.

Humanes Menopausengonadotropin (hMG) wie auch das follikelstimulierende
Hormon (FSH) werden aus dem Urin postmenopausaler Frauen extrahiert. Das

follikelstimulierende Hormon (FSH) kann auch gentechnisch hergestellt werden.

1.2 In-vitro-Fertilisation und intracytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI)

Bei der kunstlichen Befruchtung werden Eizellen auflerhalb des Mutterleibs mit
Spermien befruchtet. Die grundséatzlichen Voraussetzungen einer erfolgreichen
Behandlung sind ein gesundes Ovar, befruchtungsfahige Spermien und ein Uterus,

der eine Schwangerschaft austragen kann.
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Aufgrund der Kosten des Verfahrens werden zurzeit nur verheirateten Paaren Teile
von drei Versuchen von der Krankenkasse bezahlt.

Zunachst wird der ovulatorische Vorgang mit dem Ziel einer kontrollierten ovariellen
Uberstimulation hormonell gesteuert. Mit einem Behandlungszyklus wird in der Regel
am 2.- 3.Tag der Menstruation begonnen. Dieser Zyklus besteht aus mehreren
Medikamentengaben, welche die Entwicklung multipler Follikel in den Ovarien
stimulieren. Je nach Ursache der Sterilitdt werden hierzu GnRH-Analoga, GnRH-
Antagonisten, FSH, LH, Antiéstrogene oder Mischpraparate verwendet. Bei den
meisten Patienten werden unter strenger Uberwachung injizierbare Gonadotropine
(FSH-Analoga) eingesetzt.

Das Monitoring besteht aus haufiger Uberpriifung der Ostradiol- und Gestagenwerte
im Serum und aus Sonographiekontrollen des Follikelwachstums im Ovar. Die
Stimulation Uber die Injektionen der Hormone dauert ungeféhr zehn Tage. Der
spontane Eisprung wird durch den Einsatz von GnRH-Agonisten oder durch GnRH-
Antagonisten unterdrickt. Beide Therapieansdtze hemmen in unterschiedlicher
Weise die Ausschittung von LH und FSH der Hypophyse. Der Eisprung kann nun
kinstlich mit der Gabe von hCG herbeigefihrt werden, wodurch die endgiltige
Reifung bis zur Ovulation der Follikel innerhalb von etwa 48 Stunden ausgelést wird.
Vor spontaner Ovulation (etwa 36 Stunden nach hCG-Gabe) werden transvaginal
sonographiegesteuert die reifen Follikel mit Follikelflissigkeit und den darin
enthaltenen Oozyten abgesaugt.

Extrakorporal werden nun die Oozyten von den Ubrigen Zellen separiert und mit den
aufbereiteten Spermien zusammengebracht (Muller, 2010).

Die Spermien und eine Eizelle (im Verhaltnis von etwa 75.000:1) werden in einem
Kulturmedium fir etwa 4 Stunden (Zhang, 2013) bebritet. In dieser Zeit kommt es
zur Befruchtung der Oozyte. Nach ungefahr 40-48 Stunden wird das ,4-8-
Zellstadium® erreicht.

In bestimmten Fallen, wie zum Beispiel zu niedriger Spermienanzahl oder fehlender
Spermienmotilitat, kann ein einzelnes Spermium direkt in die Eizelle (ICSI) injiziert
werden.

Das Kulturmedium, auf dem die befruchteten Oozyten bebritet werden, ist kiinstlich
hergestellt oder eine Endometrium-Kokultur (auf einer Schicht von Zellen der

mutterlichen Uterusschleimhaut). In bestimmten Fallen von wiederholten erfolglosen
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Embryonenubertragungen scheint die Endometrium-Kokultur einen Vorteil zu bieten
(Eyheremendy, 2010).

Es gibt verschiedene Einstufungsverfahren der Eizellen zur Beurteilung der
Embryonenqualitat, wie z.B. die Praimplantationsdiagnostik.

Das Grading der Embryonen basiert derzeit international auf der Teilungs-
geschwindigkeit (van Montfoort, 2004) und der Fragmentation (Hardarson, 2002). Ein
computergestitztes morphologisches Scoringsystem soll hierbei bessere Ergebnisse
erzielen (Conaghan, 2013).

In Deutschland wird die Morphologie der Oozyten und Vorkerne als Anhalt
genommen, um die Zellen mit dem hochsten Entwicklungspotential auszuwahlen
(Greuner, 2008). Entscheidend fur die Qualitat der Eizelle ist nicht die Art, sondern
die Anzahl der Auffalligkeiten (Greuner, 2012).

Die ausgewahlten Embryonen werden im ,8-Zellenstadium® mit Hilfe eines diinnen
Kunststoffkatheters transvaginal und transzervikal in den Uterus ubertragen. In
Deutschland werden gemafR dem Embryonenschutzgesetz entsprechend dem Alter
der Frau zwei bis drei Embryonen eingebracht.

Zuletzt unterstitzt eine intravaginale Applikation von Progesteron in der Lutealphase

nach erfolgreichem Embryotransfer die Endometriumentwicklung (Muller, 2010).

1.3 Anwendung von FSH und hMG

Die Hormone, die zur Stimulation der Follikelproduktion verabreicht werden, sind das
Follikelstimulierende Hormon (FSH) oder das humane Menopausengonadotropin
(hMG). Beides lasst sich, wie bereits in 1.1 erwahnt, aus dem Urin postmenopausaler
Frauen extrahieren. FSH kann aber auch gentechnisch hergestellt werden. Es wird
seit langerer Zeit darlUber diskutiert, welches der Hormone effizienter ist.
Rekombinant hergestellte Praparate haben zwar den scheinbaren Vorteil, virussicher
zu sein, bergen aber aufgrund der zur Herstellung notwendigen Zellkulturmedien,
welche Kalberserum enthalten, das Risiko von Prionen (Balen, 2002). Andererseits
kann es bei urindrem hMG zu Schwankungen im Gonadotropingehalt kommen
(Baltzer, 2004).



1.4 Oogenese

Die vorhandenen Follikel in einem menschlichen Ovar kénnen in einen ruhenden
(Primordialfollikel), einen heranwachsenden (Primar-, Sekundar-, und Tertiarfollikel)
und einen ,reifen“ Follikelpool (also zur Ovulation fahige Graaf-Follikel) unterteilt
werden (Schuffenhauer, 1987).

Schon bei der Entwicklung zum Sekundéarfollikel ist eine Antrumbildung erkennbar,
weshalb man auch von einem Antralfollikel spricht. Dieser erste Reifungsprozess ist
gonadotropinunabhangig und dauert etwa drei Monate. Beim Antrum handelt es sich
um eine flussigkeitsgefullte, zystendhnliche Struktur, die im Laufe der weiteren
Entwicklung bis hin zum Graaf-Follikel einen Durchmesser von 1,5-2,5 cm erreichen
kann (Keck, 2002). Der Sekundarfollikel ist mit seinem mehrschichtigen
Follikelepithel (stratum granulosum) und der beginnenden Trennung zwischen Eizelle
und Follikelepithel durch eine Zona pellucida gekennzeichnet. Im Tertiarfollikel liegt
die eigentliche Eizelle schon am Rand im Cumulus oophorus. Um den Tertiarfollikel
ist das Bindegewebe (Theca externa und interna) gut kapillarisiert und bildet in der
Theca interna unter der Wirkung von FSH und LH Progesteron und Ostradiol.
Letzteres ist fur die Selbststimulation des fuhrenden Follikels Uber zuséatzlich

gebildete Ostradiolrezeptoren verantwortlich (Drews, 2006; Welsch, 2006).

1.5 Zytokine

Als Zytokine werden regulatorische Glykoproteine bezeichnet, die im menschlichen
Kérper von unterschiedlichsten Blut- und Gewebszellen zur Steuerung von einer
Vielzahl von Vorgehen gebildet werden. Unter anderem sind dies die Ontogenese,
die Gewebereparatur, die Immunabwehr, die Kontraktilitdt in Herz und Gefalen, die
Hamatopoese, das Gerinnungssystem, das Zellsterben und auch die
Entzindungsreaktion (Loppnow, 2001). Letztere wird in dieser Arbeit noch néher
beleuchtet.

Ihre autokrine, parakrine und endokrine Wirkung entfalten sie tber ein komplexes
homdoostatisches Netzwerk, was in Proliferation, Differenzierung, Induktion oder
Inhibition metabolischer Effekte von Zielzellen miindet. Die genaue Funktion des
Zytokins ist auch von der biochemischen Umgebung und der Art der Zielzelle
abhangig. Aufgrund ihrer Komplexitat sind Zytokinreaktionen sensibel gegenuber
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genetischen  Abweichungen und somit auch an einer Vielzahl von
Autoimmunkrankheiten beteiligt (Imura, 1991).

Es werden im Wesentlichen folgende Hauptgruppen von Zytokinen unterschieden:
Interferone, Interleukine, hamatopoetische Wachstumsfaktoren wie Erythropoetin
(EPO) oder Granulozyte-colony stimulating factor (G-CSF) und andere
Wachstumsfaktoren wie Vascular endothelial cell growth factor (VEGF), Tumor
necrosis factor (TNF) oder der Transforming growth factor (TGF-R), zu dem auch das

Anti-Muller-Hormon zahlt (Schwarzmeier, 1991).

1.5.1 Der Einfluss von Zytokinen im Ovar

Bestimmte  Aspekte  des  ovulatorischen Prozesses  gleichen  einer
Entzindungsreaktion, bei der auch Zytokine involviert sind. Der Zytokingradient von
der Oberflache bis zur Medulla lasst einen Einfluss der Zytokine auf die
verschiedenen Stufen des ovariellen Zyklus vermuten. Das Epithel der
Ovaroberflache besitzt die Mdglichkeit, Zytokine zu sezernieren, welche die
endokrine Funktion der in der Nahe liegenden Follikel regulieren und insbesondere
die entziindliche Reaktion verbunden mit der Ovulation beeinflussen. Die Ruptur des
Follikels ist abhangig vom Gewebe-Remodeling, das charakteristisch ist fur
entziindliche Reaktionen. Es umfasst die Mobilisierung thekaler Fibroblasten sowie
die Lockerung der bindegewebigen Elemente der Follikelwand (Espey, 1994).
SchlieBlich kénnen auch Proteolyse und Resynthese tieferliegender Strukturen
Zytokine absondern und eine intensive Migration und Proliferation von
Endothelzellen bewirken, die letztendlich zur Abheilung der Entziindungsreaktion
fuhrt (Ziltener, 1993). Bei Dysregulationen der Dienzephalon-Hypophyse-Ovar-
Hormonachse im Rahmen von Stress mit einer erhdhten Ausschittung von
Endorphinen und Zytokinen kann es zur PCO-Erkrankung kommen. So stellt diese
eine multisystemische Endokrinopathie dar und ist die haufigste Ursache fur erhéhte
Androgenspiegel, Zyklusstérungen und Unfruchtbarkeit bei der Frau im gebarfahigen
Alter. PCO ist zusatzlich mit Adipositas korreliert (Insler, 1991). Auf diese Erkrankung

wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit noch einmal eingegangen (Seite 16).



1.6 Transforming Growth Faktor 3

Die ,Transforming Growth Faktoren® (TGF) gehéren zu den Zytokinen und spielen
Uber den TGF-Signalweg eine wichtige Rolle in der Embryonalphase, der
Differenzierung von Zellen und Geweben, bei der Interaktion mit extrazellularer
Matrix, der Funktion und Differenzierung des Immunsystems und bei der
Wundheilung. Zu der Gruppe der TGF gehéren die Familien von TGF-a und TGF-f3,
letztere mit ihrer Untergruppe AMH.

TGF-B ist evolutionar stark konserviert und das Vorkommen ubiquitar (das
menschliche TGF-3 entspricht dem von Rind und Schwein). Jedoch scheint seine
Funktion speziesspezifisch zu sein (Kosmann, 1998). Es hat eine
wachstumshemmende und immunsuppressive Wirkung.

Das TGF-3-Homodimer besteht aus 112 Aminosaureketten (Masague, 1990; 1998)
und ist ein von allen Immunzellen produzierbares und sezernierbares Zytokin.

TGF-B wird in biologisch inaktiver Form gebildet. Seine Vorstufe besteht aus 390
Aminosauren mit einer sekretorischen Signalfrequenz, einem langen Precusor-
Segment und einer C-terminalen Sequenz, die einem TGF-R-Monomer entspricht
(Kosmann, 1998). In eine aktive Form kann das TGF-R entweder durch Abspaltung
der C-terminalen Sequenz mit Hilfe von Proteasen (Laiho und Keski-Oja, 1989),
durch Zell-Zell-Interaktion (Anatolli-Orlidge, 1989) oder durch eine voriibergehende
Ansauerung (Lyons, 1988) Gberfuhrt werden.

Der TGF-Rezeptor ist ein Heterodimer aus zwei transmembranen Serin/Threonin
Rezeptorkinasen, der wiederum die jeweilige Signalibertragung tber SMAD, einem
Tumorsuppressor und Transkriptionsfaktor, gewahrleistet.

TGF-B kann sich an drei spezifische Zelloberflachenrezeptoren (Typ I, 1l und III)
binden. Der Typ I-Rezeptor wird nach Andocken von TGF- an den Typ II- Rezeptor
phosphoryliert (Ebner, 1993). Der Typ lll-Rezeptor ist ein transmembranares
Proteoglykan, das eine Funktion als Modulator aufweist und die
Bindungswahrscheinlichkeit von TGF-R erhéhen kann (Lopez, 1993).

1.6.1 Der Einfluss von TGF-3 im Ovar

Das Epithel des Ovars exprimiert viele Rezeptoren fir Hormone und
Wachstumsfaktoren, die es gleichzeitig selbst herstellt. Die Antwort auf TGF-3, was
von den Thekazellen produziert wird, ist die Hemmung der Androgenproduktion. Dies
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geschieht, indem TGF-B die Wirkung von FSH an Granulosazellen verstarkt und
somit mehr LH-Rezeptoren produziert werden. Im weiblichen Zyklus fuhrt dann das
vermehrte Ansprechen auf LH zur Ovulation und zur Umwandlung des Follikels in ein
Corpus luteum (Siegenthaler, 2006).

TGF-B spielt auch eine Rolle bei Ovarialkarzinomen. In Studien konnte gezeigt
werden, dass Tumorzellen zum Grolteil weiter TGF-Rezeptoren produzieren und
durch Gabe von TGF-R das Wachstum dieser Zellen gehemmt werden kann
(Dunfield, 2002).

1.7 Das Anti-Miller-Hormon

Viele Tierarten produzieren AMH, wie z.B. Fische, Reptilien, Végel, Beuteltiere und
Saugetiere. Die Existenz des Anti-Muller-Hormons wurde erstmals 1916 durch Lillie
in ,Theory of the Freemartin“ nachgewiesen (Lillie, 1916).

In  der Embryonalentwicklung ist AMH ein wesentliches Hormon zur
Geschlechtsdifferenzierung. Im Bereich der Urogenitalleiste entstehen zwei
Genitalanlagen, die in der Kloake muinden: der Urnierengang, auch Wolff-Gang
genannt, und der Muller-Gang. Ersterer veranlasst die Ausbildung des méannlichen
Genitaltraktes mit Nebenhoden, Samenleiter und Samenblaschen, Zweiter ist
Vorlaufer des weiblichen Genitaltraktes mit Eileiter, Uterus und Vagina. Die Sertoli-
Zellen in den Hoden der méannlichen Embryonen produzieren AMH zur Ruckbildung
des Miller-Ganges. Ubrig bleibt noch der Utriculus prostaticus.

Da weibliche Embryonen dieses Hormon nicht produzieren, kommt es bei ihnen zur
weiteren Ausdifferenzierung des Miiller-Gangs, wobei Ostrogene verschiedener
Herkunft eine Rolle spielen.

Nach der Geburt eines weiblichen Kindes beginnt die Produktion von AMH zunéachst
in kleinen Mengen, mit einem kleinen Anstieg innerhalb der ersten zwei bis funf
Jahre. Bis zur Pubertat steigt die Ausschittung des Hormons an, was mit dem
graduellen Anwachsen der Ovarien und der Follikel zusammenhangt. Nach dem
Auswachsen vom 18. bis zum 29. Lebensjahr bleibt die Menge an produziertem AMH
relativ konstant. In dieser Zeit ist der AMH-Spiegel sogar vergleichbar mit dem der
Manner (Hudson, 1990).



Bisher weifs man wenig uber die Rolle von AMH im menschlichen Ovar. In Studien
bezieht man sich auf das Ovar von Mausen oder Ratten, welches hypothetisch eine
ahnliche Physiologie bietet.

Die héchste AMH-Produktion wurde in den Granulosazellen von Sekundarfollikeln,
praantralen und kleinen Antralfollikeln unter vier Millimeter im Durchmesser
gemessen. In grélBeren Antralfollikeln von vier bis acht Millimetern verschwand die
AMH-Produktion (Weenen, 2004). Diese Beobachtung unterstitzt auch eine Studie
Uber mRNA in besagten Zellen. Bei erwachsenen, weiblichen Ratten werden AMH
und AMH-Rezeptor I mRNAs hauptsachlich in den Granulosazellen von
Praantralfollikeln und kleineren Antralfollikeln exprimiert (Baarends, 1995).
Wesentlich weniger konnte AMH-R-II mRNA-Expression in den Thekazellen der
Praantral- und kleineren Antralfollikeln beobachtet werden.

Die Zahl der wachsenden Follikel korreliert ebenso wie der Serum-AMH-Spiegel mit
der Anzahl der Primordialfollikel. AMH gibt also die GréRe des Primordialfollikelpools
(die Follikel, die noch entwicklungsfahig sind) wider (Kevenaar, 2006).

AMH wird in der Praxis heutzutage als bester hormoneller Marker fur die ovarielle
Funktionsreserve gesehen, wobei hiermit weder die Embryonenqualitat, noch die
Regelhaftigkeit der Schwangerschaft beurteilt werden kann (Smeenk, 2007). Der
menschliche Eierstock enthalt eine bestimmte Anzahl von Primordialfollikeln, die
exponentiell bis zur Menopause mit etwa 50 Jahren mit dem Alter abnehmen. Sie
schwanken interindividuell erheblich. Der Verlust an Oozyten in den Ovarien bedingt
dann mit der Zeit zum grof3en Teil die zunehmende Infertilitat.

Die Bestimmung des Hormons kann relativ zyklusunabhéngig geschehen. Die
altersspezifischen AMH-Werte zeigen mit dem Alter einen deutlichen Abfall (Seifer,
2011; Rosen, 2012). Es besteht zusatzlich eine breite Variation der
altersspezifischen AMH-Werte (Shebl, 2011).

Es gibt verschiedene Studien Uber die Auswirkungen von Kontrazeptiva auf den
AMH-Spiegel. So wurde auf der einen Seite bei normoovlatorischen Frauen keine
Korrelation (Streuli, 2008) gefunden. Andere Studien aber zeigten, dass unter
Einnahme von Kontrazeptiva der AMH-Wert deutlich erniedrigt ist und mit der Dauer
der Einnahme zusammenhangt (Bentzen, 2012). AuRerdem steigt der AMH-Wert bei
Frauen nach Absetzen von Kontrazeptiva innerhalb von sieben Tagen wieder an
(Van den Berg, 2010).



AMH gilt als wichtigster Marker fur eine ,poor‘ oder ,non-response Stimulation®. Bei
einem AMH-Wert unter 0,3 ng/ml werden 75% der ovariellen Stimulationen
abgebrochen (Al-Azemi, 2011). Die Wahrscheinlichkeit einer Schwangerschaft ist bei
stark erniedrigtem AMH-Wert von 0,2ng/ml +/- 0,1ng/ml zwar sehr gemindert, aber
dennoch mdglich und liegt nach einer Studie bei 15,6% (Weghofer, 2011). So sollte
auch bei extrem niedrigen AMH-Werten dieses nicht als Kriterium gewertet werden,
um Frauen von einer IVF-Behandlung auszuschlieBen (Kedem, 2013).

Es ist sogar eine neue Therapiestrategie, Patientinnen mit extrem niedriger ovarieller
Reserve und nicht feststellbarem AMH mit einer Hoch-Dosis-Therapie Ostrogen zu
behandeln (Honma, 2014).

Bei Frauen, die Uber 34 Jahre alt sind, kann ein vor einer IVF-Behandlung
gemessener erhdhter AMH-Wert im Serum auf eine erhdhte Wahrscheinlichkeit einer

Zwillingsschwangerschaft hinweisen (Tal, 2013).

1.7.1 Die Struktur vom AMH

AMH gehért zur Familie der TGF-B. Es ist ein Glucoprotein-Dimer, was utber
Sulfidbriicken verbunden ist, mit einem Gewicht von 140kDa (Josso, 1981). Es
besteht aus 560 Aminosauren, enthalt eine kurze C-Terminaldomane, die biologisch
aktiv werden kann, und eine lange N-Terminaldomane ohne biologische Aktivitat.

Der Gencode fiir AMH wurde erstmals 1986 isoliert (Cate, 1986). Das menschliche
Gen fur AMH hat 5 Exons und hat eine Lange von 2,75 kbp. Es befindet sich an der
Spitze des kurzen Arms des Chromosoms 19, Band p13.2-3 (Cohen-Haguenauer,
1987). Die meisten Protein-codierenden Gene beinhalten eine TATA-Box, welche die
genaue Transkription initiilert. Wahrend Mause und Ratten eine annahernd perfekte
TATA-Box in ihrem Genom beinhalten, fehlt dem menschlichen hingegen genau
dieses Element (Cate, 1986).

1.7.2 Der AMH-Rezeptor

AMH als Mitglied der TGF-R Familie entfaltet seine biologische Wirkung durch zwei
Arten des transmembranen Serin/Threonin-Kinase-Rezeptors (AMHI und AMHRII),
und zwei Arten von SMAD-Proteinen (Rezeptor-regulierten SMAD und gemeinsamen
SMAD). SMADs sind intrazellulare Signalfaktoren, die nach Aktivierung tGber den
TGF-B-Rezeptor dann zum Zellkern wandern und dort die Transkription

verschiedenster Zellgene induzieren (Ganten, 2006). Komponenten des AMH-
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Signalweges sind in den Gonaden und den gonadalen Zelllinien festgestellt worden.
Hier interagiert AMH mit dem sehr spezifischen Typ II-Rezeptor und aktiviert den
BMP-spezifischen SMAD 1-Signalweg (Di Clemente, 2003). Der AMH-Rezeptor-Typ-
Il wird von dem Chromosom 12913 kodiert. Das Gen fur den AMH-Rezeptor hat 11
Exons. Die Exons 1 bis 3 kodieren die Signalsequenz und die extrazellulare
Doméne, Exon 4 die transmembranare und 5-11 die intrazellulare Serine/Threonine-
Kinase-Domane (Imbeaud, 1995). Man geht davon aus, dass es nur einen Typ-Il
Rezeptor fur AMH gibt, da Mause mit AMH-Rezeptor II-Mangel sich phénotypisch
wie Mause mit AMH-Mangel zeigen (Mishina, 1996).

Neben AMH-R-Il wurden bisher drei verschiedene AMH-Typ-I-Rezeptoren
identifiziert, die an der AMH-induzierten Regression des Muller-Gangs beteiligt sind
(Visser, 2003). Doch der relative Beitrag dieser drei Typ-I-Rezeptoren ist noch nicht

geklart.

1.7.3 AMH in den Reproduktionsorganen

AMH wird bei Frauen allein in den Ovarien gebildet, da AMH 3-5 Tage nach einer
bilateralen Ovarektomie (siehe oben) nicht mehr nachweisbar ist (La Marca, 2005).
Die wichtigste physiologische Funktion von AMH im Ovar scheint sich auf die
Hemmung der frihen Stadien der Follikelreifung zu beschranken (Themmen, 2005),
indem es unter anderem die Sensitivitat dieser Follikel auf FSH-abhangiger Selektion
zum dominanten Follikel reduziert (Durlinger, 2001). So ist bekannt, dass sich in
Abwesenheit von AMH sowohl in vivo, als auch in vitro mehr Primordialfollikel zu
heranreifenden Follikel entwickeln und dies folglich zu einer vorzeitigen
Ausschépfung des Primordialfollikelpools fihrt (Visser und Themmen, 2005). In-vitro-
Kulturen von menschlichem Oberflachenepithel vom Ovar (Carlsson, 2006)
bestatigen die hemmende Rolle von AMH auf die Primordialfollikel-Rekrutierung.
AMH scheint auch Einfluss auf die Expression mehrerer Gene zu haben. Im Ganzen
sind die Auswirkungen einer AMH-Exposition die Unterdriickung stimulierender
Faktoren, die Foérderung der Expression von hemmenden Faktoren und die
Regulierung zellulédrer Prozesse, woraus eine Hemmung der Entwicklung von
Primordialfollikeln resultiert (Nilsson, 2007).

Auch eine Rolle fur AMH als Co-Regulator der Steroidgenese in Granulosazellen ist
méglich, da der AMH-Spiegel eine negative Korrelation mit dem Ostrogenspiegel in

der Follikelflissigkeit kleinerer Antralfollikel zeigt (Andersen und Byskow, 2006). In
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dieser Studie wurde, bestdtigend zu den schon genannten Hypothesen, ebenso
gezeigt, dass gerade in den Antralfollikeln mit einem Durchmesser von drei bis acht
Millimetern zwei- bis dreimal erhéhte AMH-Werte gefunden wurden. Dieses
unterstreicht die Relevanz von AMH als Parameter des ovariellen
Primordialfollikelpools.

Ein direkter inverser Bezug von dem Polymorphismus des AMH-Genes oder des
AMH-Rezeptor-Genes in der friihen Follikelphase mit dem Ostrogenspiegel wurde
nachgewiesen (Kevenaar, 2007). Die Autoren suggerierten, dass AMH Uber den
Weg der FSH-Sensitivitat einen Einfluss auf die Steroidgenese nimmt.

Die Entwicklung der Follikel bis zur Ovulationsreife dauert mehrere Monate, bzw.
mehrere Zyklen. So braucht die Entwicklung eines Preantralfollikels zu einem frihen
Antralfollikel etwa 25 Tage. Die letzte Gonadotropin-abhangige Phase vom
Tertiarfollikel zum reifen Tertiar- oder Graaf-Follikel ist mit 10 Tagen die Kirzeste
(Fauser, 1997).

Zur Oogenese sind verschiedenste Wachstumsfaktoren notwendig (diverse Zytokine,
FSH/LH oder auch Stickstoffmonoxid). Zur Ausbildung eines letztendlich reifen
Graaf-Follikels missen viele andere Follikel hormongestitzt mit heranreifen (McGee,
Hsueh, 2000). In dieser Arbeit soll auf die in der Reproduktionsmedizin verwandten
Hormone FSH und LH eingegangen werden. Wahrend der frihen Follikelphase sind
primare und sekundare Follikel kaum fir FSH empfindlich, weil sie sich sowohl in
Abwesenheit von FSH als auch mit defekten FSH-Rezeptoren weiter entwickeln
kénnen. Die Follikel sind in dem Zeitraum auf Apoptose programmiert, solange nicht
eine bestimmte Grenze fur FSH Uberschritten wird (Fauser, 1997). Hier genau

konnte AMH einen Einfluss nehmen.

1.7.4 Klinische Anwendung von AMH

Es gibt verschiedene Aussagen Uber die zyklischen Schwankungen von AMH, die
zum Teil als nicht-signifikant (La Marca, 2006), zum Teil aber auch als signifikant mit
einer raschen Abnahme in der friihen Lutealphase (Wunder, 2008a) beschrieben
werden. Die letzte Studie hat mit 36 Frauen dreimal mehr Probanden als die erste.
Einig ist man sich jedoch dariber, dass die Variabilitat niedrig genug ist, um zu
jedem Zeitpunkt des weiblichen Zyklus eine AMH-Messung vornehmen zu kénnen.
Mit dem Rickgang der Zahl an Antralfollikeln ab dem 30. Lebensjahr bis zur

Menopause nimmt auch die Produktion von AMH ab.
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Der Serum-Spiegel von AMH sinkt bereits bei jungeren normo-ovulatorischen
Frauen, wahrend andere Marker, die mit dem Altern des Ovars (FSH, Inhibin B oder
die Anzahl der Antralfollikel) verbunden sind, sich nicht im gleichen Intervall andern.
AMH korreliert so mit der Anzahl der Antralfollikel und dem Alter, jedoch weniger mit
FSH (De Vet, 2002). Die Serum-AMH-Konzentration allein oder in Kombination mit
Inhibin B ist pradiktiv fir das Auftreten der Menopause in den anschlieenden drei
bis funf Jahren. Sie scheinen ein besserer Marker fir den reproduktiven Status zu
sein, als FSH (Van Rooij, 2004).

Die starke Korrelation zwischen vorhandenen AMH-Werten und dem ruhenden
Follikelpool lasst darauf schlielen, dass mit der Messung von AMH der Beginn der
Menopause vorhersagbar ist (Sowers, 2008). Nach der Menopause oder der
bilateralen Ovarektomie ist AMH nicht mehr nachweisbar (La Marca, 2005).

Vor einer kinstlichen Befruchtung erlauben die AMH-Werte aus dem Blutserum eine
Prognose Uber die Eizellenreaktion und die Erfolgsaussicht fur eine Schwangerschaft
nur bedingt, da nicht allein die ovarielle Reserve an Follikeln den Ausgang einer IVF-
Behandlung oder die Reproduktionsfahigkeit der Frau bestimmen (Broekmans,
2006). Bei Frauen, die sich einer IVF/ICSI-Behandlung unterzogen, konnte jedoch
der AMH-Spiegel aus der Follikelflissigkeit eine enge und positive Korrelation mit der
Implantation eines Embryos nach IVF aufweisen (Fanchin, 2007; Wunder, 2008b).
Auch im Rahmen der Diagnostik eines polyzystischen Ovars (oder veraltet Stein-
Leventhal-Syndrom) lasst sich AMH als Marker anwenden. Finf bis zehn Prozent
aller Frauen im fertilen Alter leiden an dieser Erkrankung. Es ist die haufigste
hormonelle Ursache fir Unfruchtbarkeit. Bei diesem Syndrom lassen sich
sonographisch vermehrte Follikel in den Ovarien, An- oder Oligoovulation und
Hyperandrogenadmie mit Virilisierung nachweisen. Insgesamt missen zwei der drei
Symptome vorliegen, um die Diagnose zu stellen. Klinisch manifestiert sich das
PCO-Syndrom in Zyklusstérungen, Hirsutismus und Haarverlust, wie Alopezia.
Zusatzlich ist es mit Adipositas und Diabetes mellitus Typ Il vergesellschaftet
(Ehrmann, 1999; Legro, 1999).

Ovarien von Frauen mit PCO-Syndrom zeigen eine normale Anzahl von
Primordialfollikeln, wohingegen die Anzahl an sich entwickelnden Follikeln wesentlich

vergroert ist.
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Die Ursache dieser Erkrankung ist noch nicht ganzlich geklart. Man fand eine
erhohte Dichte an praantralen Follikeln, die eine erhéhte Ansammlung von
Keimzellen des fetalen Ovars oder eine verringerte Verlustrate von Oozyten im
spaten Gestationsalter, der Kindheit oder der Pubertat sein kénnten (Webber, 2003).
Aber nicht nur die erhéhte Anzahl von Antralfollikeln, sondern auch eine erhohte
Sekretion von AMH aus den Granulosazellen kann fur das PCO-Syndrom mit
fehlerhafter GberschieBender Entwicklung der Follikel verantwortlich sein (Pellatt,
2007). Der AMH-Spiegel bei diesen Frauen ist zwei- bis dreimal héher, als bei der
gesunden Kontrollgruppe. Diese Differenz bleibt bis in die spéate reproduktive Phase
erhalten (Piltonen, 2005). Ubergewichtige Frauen im fortgeschrittenen Alter haben im
Gegensatz zu Normalgewichtigen einen erniedrigten AMH-Level (Freeman, 2007).
Bei ihnen scheint die ovarielle Reserve frihzeitiger ausgeschopft.

Die Schwere der Erkrankung bei Ubergewichtigen Frauen mit PCO-Syndrom spiegelt
sich auch im AMH-Level wider. In einer Studie zeigte sich, dass sich bei dem Teil der
Frauen, die bereits vor Gewichtsverlust einen niedrigeren AMH-Spiegel hatten, die
Insulinresistenz und die Zyklusbeschwerden deutlich verbesserten (Moran, 2007).

In Reviews fasst man zusammen, dass das Messen von AMH auch unter der
Stimulation einer IVF-Behandlung der beste Marker fur die Prognose eines PCOS st
(La Marca, 2010; Al-Qahtani, 2006).

Eine Theorie Uber Tumore des Ovarepithels nach histopathologischen
Untersuchungen besagt, dass die Oberflache embryologische Komponenten des
Miller-Ganges sein kdnnten (Dubeau, 2008). Mit der Idee, dass AMH den Riickgang
des Miuller-Ganges bewirkt, kann es tatsachlich ebenso wie TGF- die Proliferation
verschiedener menschlicher Tumorzellen, insbesondere von Ovarialtumoren, aber
auch von Tumoren des Neuralrohres in vivo und vitro unterdriicken (Donahoe, 1979;
Fuller, 1982; Chin, 1991, Parry, 1992).

Die Tatsache, dass Granulosazellen AMH produzieren, lieRe sich ausnutzen um
AMH als diagnostischen Marker fiur Granulosazelltumore anzuwenden (Rey, 2000;
Rey, 1996).

Nach einer Chemotherapie erlaubt die Bestimmung von AMH und Inhibin B eine weit
bessere Beurteilung der Ovarialreserve als die Amenorrhoerate oder die FSH-
Bestimmung. Die Funktionsparameter sind auch bei Chemotherapien, die als wenig

ovartoxisch gelten, erniedrigt (Raddatz, 2009).
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1.8 Studienziele

Das Ziel dieser Arbeit ist zum einen die Untersuchung, ob der AMH-Wert in den
unterschiedlichen Phasen des Zyklus unter Hormongabe schwankt. Zum anderen
soll ermittelt werden, ob es einen Unterschied zwischen den AMH-Werten von
Schwangeren und nicht-schwangeren Patientinnen wahrend des Zyklus unter
Hormongabe gibt. Zuletzt soll Uberprift werden, ob AMH als klinisches
Prognosekriterium fur das Eintreten einer Schwangerschaft gelten kann.

Zur Beantwortung dieser Fragen werden zwei unterschiedliche Materialen (Serum
und Follikelflussigkeit) untersucht. Follikelflissigkeit enthalt unter anderem das aus
den umgebenden Granulosazellen sezernierte AMH und ist daher geeignetes
Medium zur Untersuchung der intraovariellen Regulation. Zwischen Serum und
Follikelflussigkeit gibt es ein Konzentrationsgefalle, weshalb auch der Nachweis der

eventuell vorhandenen Schwankungen im Serum von Bedeutung ist.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialgewinnung und Patientenkollektiv

Die Blutentnahmen zur AMH-Bestimmung erfolgen begleitend zu der routinemafigen
Ostradiol-, FSH- und Progesteroniiberwachungen bei 26 Patientinnen wahrend der
gesamten Stimulationsphase. Diese Abnahmen erfolgen zunachst alle drei Tage,
dann zum Tag der hCG-Injektion, zum Tag der Follikelpunktion und zum
Embryotransfer und weiter in wéchentlichen Abstanden bis vier Wochen nach dem
Embryotransfer. Zudem werden bei 124 Patientinnen, die sich in IVF- oder ICSI-
Behandlung befinden, am Tage der Follikelpunktion Blut und Follikelflissigkeit
entnommen. Bei der Follikelflissigkeit wird auf die Kontaminationsfreiheit durch Blut
geachtet, die durch die ausschliel3liche Verwendung des ersten Punktates gegeben
ist. Das Alter der Patientinnen betragt zwischen 26 und 45 Jahren (im Durchschnitt
35,28 Jahre), siehe Tabelle 1 und Abbildung 1. Die Ermittlung des AMH-Wertes ist
als Standard in der klinischen Routine neben basalem FSH und dem antralen
Follikelcount zur Bestimmung der ovariellen Reserve und folgend zur Festsetzung
der Dosierung der Hormone fir die Stimulation eingefiihrt worden. Nach den Regeln
der Ethikkommission der Universitat Kiel zum Zeitpunkt der Untersuchungen war

deshalb bei dieser Beobachtungsstudie eine Beantragung nicht vorgesehen.

Tabelle 1: Statistik zur Altersverteilung der Patientinnen

Deskriptive Statistiken

Perzentile
N Mittelwert =~ Standardabweichung Minimum  Maximum -
25. 50. (Median) 75.
Alter 125 35,28 4,514 26 45 32,00 36,00 39,00
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Abbildung 1: Altersverteilung der Patientinnen

2.2 Aufarbeitung des Materials

Blut und Follikelflissigkeit werden sofort nach Entnahme 10min mit 350g
zentrifugiert. Das Serum, bzw. die flissige Phase der Follikelflissigkeit, wird danach
abpipettiert und in kleinen Eppendorfgefallen mit Hilfe von flissigem Stickstoff
schockgefroren. Bis zur weiteren Verwendung wird das Material bei -80°C gelagert.

2.3 Bestimmung von AMH

2.3.1 Prinzip der Elisa-Methode
Der Serum- und Follikelflissigkeitsspiegel von AMH wird mit dem Elisa-Verfahren in

Sandwich-Technik ermittelt.
Das Elisa (Enzyme linked immunoabsorbent Assay) -Verfahren basiert auf einer
enzymatischen Farbreaktion, die proportional die Menge an AMH widerspiegelt.
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Auf den an die Kavitaten einer Mikrotiterplatte gebundenen monoklonalen
Antikdrpern wird AMH als Antigen gebunden. Nach Ablauf einer Inkubationsphase
wird das Uberschissige AMH ausgewaschen. An den Antikdérper-Antigenkomplex
kann nun ein weiterer Antikérper binden und es entsteht ein Antikérper-Antigen-
Antikdrper-Komplex. Mitsamt einem wiederum daran bindendem Enzym wird nun ein
chromogenes Substrat umgesetzt. Im Chromatographen kann daraufhin der
Farbumschlag ausgewertet und die Menge an AMH angegeben werden.

2.3.2 Durchfuhrung des Elisa-Assays

Der Immunoenzymometrische Assay fur AMH (Immunotech SAS) wird nach den
Herstellerempfehlungen durchgefihrt:

Im ersten Schritt werden 25ul Kalibrator, Serum oder Follikelflissigkeit und 100ul des
Reaktionspuffers in die Kavitaten einer Mikrotiterplatte pipettiert. Die Standardreihe
besteht aus sechs mal zwei Kalibratoren mit Konzentrationen von OpM bis 150pM.
Der Boden der Mikrotiterplatte ist mit einem spezifischen monoklonalen Antikdrper
beschickt. Nun bindet AMH wahrend einer zweistiindigen Inkubationszeit an diesen
Antikorper. Uberschiissige Flissigkeit mit AMH wird in dreimaligem Waschzyklus mit
400ul Waschlésung entfernt.

Im zweiten Schritt werden 50yl biotinylierter Antikérper und 50ul Streptavidin-HRP
zugesetzt. Der Antikdrper bindet in Sandwichtechnik spezifisch an das AMH und
ermdglicht dem Enzym HRP, das gebundene AMH zu quantifizieren. Nach einer
halbstiindigen Inkubationszeit wird der Uberstand in dreimaligem Waschzyklus
entfernt. Um die Menge an AMH bestimmen zu kénnen, muss nun 100ul Substrat
hinzugegeben werden, welches durch das an den Sekundarantikérper gebundene
Enzym in halbstindiger Inkubationszeit umgesetzt wird. Danach wird die Reaktion
mittels 50ul Schwefelsdurelésung gestoppt und die Chemolumineszenz der Probe
kann bei 450nm im Platereader gemessen werden. Die Ergebnisse werden aus der
Kalibratorkurve durch Interpolation gewonnen.

Technische Daten zum Kit:

Messbereich: von 1pM bis 150pM bei einer Sensitivitdt von 1pM. Die Prazision liegt

innerhalb eines Versuches bei 12,3%, zwischen zwei Versuchen bei 14,2%.
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2.4 Statistische Auswertung

Die AMH-Konzentrationen der Patientinnen werden mittels Haufigkeitsverteilungen
ausgewahlter Variablen und deskriptiven Maf3zahlen charakterisiert. Dazu gehéren
Mittelwerte, Standardabweichungen, Minimum, Maximum und Quartile. Deskriptive
Statistiken und Boxplots geben Hinweis auf die Verteilung der AMH-Konzentrationen.
Mit dem Mann-Whitney-U-Test wird gepruft, ob sich die AMH-Konzentration in zwei
unabhangigen Stichproben unterscheiden. Der Einfluss mehrdimensionaler Variablen
auf die AMH-Konzentration wird mittels Kruskal-Wallis-Test nachgewiesen.

SchlieBlich wird noch mittels Chi-Quadrat-Test und Risikoschatzung die Méglichkeit

einer Schwangerschaft in Abhangigkeit von vorhandenem AMH gepruft.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Zyklusverlauf

Wahrend der Stimulationsphase im Rahmen einer artifiziellen Reproduktionstechnik
wurde bei 26 Patientinnen neben den regelmafigen und routinemaligen Abnahmen
von Ostrogen und Progesteron zur Zykluskontrolle auch die AMH-Konzentration im
Serum gemessen. Dies geschah an den Stimulationstagen (AMH ST 1-3, 4-6, 7-9
und 10-13), an dem Tag der hCG-Gabe zur Ovulation (AMH hCG), an dem Tag der
Follikelpunktion (AMH FP), an dem Tag des Embryonentransfers (AMH ET) und den
folgenden Tagen (AMH FP+ 1 Woche, AMH ET+ 2 Wochen usw.). In dieser
ausschlie3lich deskriptiven statistischen Auswertung sieht man im Verlauf des Zyklus
Schwankungen des AMH-Spiegels. In Abbildung 2 sind die AMH Werte aller

untersuchten Patientinnen dargestellt.
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Abbildung 2: AMH Konzentration aller untersuchten Patientinnen im Zyklusverlauf
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Die AMH-Konzentration zeigt einen parabelférmigen Verlauf der Medianwerte und ist
zu Beginn der Stimulationszeit (AMH ST 1-3) mit einem Medianwert von 4,67pg/ml
am hoéchsten. Bis zum Tag der Follikelpunktion (AMH FP) nimmt sie auf 1,68pg/ml
ab, um dann etwa 4 Wochen nach dem Embryotransfer (AMH ET+4w) wieder auf
den ursprunglichen Wert von etwa 4,53pg/ml anzusteigen.

Diese Verlaufsbeobachtung wird nun in die Gruppen ,schwanger‘ und ,nicht-
schwanger” unterteilt.

Schwangerschaft: ja
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Abbildung 3: AMH-Verteilung bei Schwangeren

Abbildung 3 zeigt die Entwicklung der AMH Konzentration im zeitlichen Verlauf bei
Schwangeren. Dieser Verlauf ahnelt ebenfalls einer Parabel. Die AMH Konzentration
liegt zu Beginn der Stimulation bei einem Wert von 9,30pg/ml. Der tiefste Medianwert
von 2,55pg/ml wird eine Untersuchung friher, am Tag der hCG-Injektion, erreicht.
Danach erhéht sich der AMH-Wert stetig, bis sich vier Wochen nach dem
Embryotransfer ein Wert von 4,55pg/ml einstellt.
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Schwangerschaft: nein
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Abbildung 4: AMH-Konzentration bei Nicht-Schwangeren

Die AMH-Werte der Frauen, die nicht schwanger geworden sind, liegen deskriptiv
unter den Werten der Schwangeren und weisen eine geringe Schwankung auf (siehe
Abbildung 4). Auch dieser Verlauf lasst sich als Parabel interpretieren, bei dem die
AMH-Konzentration ein Maximum am ersten bis dritten Stimulationstag von
4.67pg/ml erreicht. Im Weiteren verringert sich die Konzentration bis zum Tag der
Follikelpunktion auf einen Wert von 1,12pg/ml und steigt nachfolgend auf 2,05pg/ml

ca. drei Wochen nach dem Embryotransfer an.

3.2 AMH in Serum und Follikelflissigkeit am Tag der Follikelpunktion

Bei 124 Patientinnen wurden am Tag der Follikelpunktion die AMH-Werte aus dem
Serum und der Follikelflissigkeit bestimmt. Die AMH-Werte im Serum wurden den
entsprechenden AMH-Werten in der Follikelflissigkeit zugeordnet, woraus sich die
Punktwolke in Abbildung 5 ergibt.
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Abbildung 5: Zusammenhang zwischen den AMH-Konzentrationen im Serum und in der
Follikelflussigkeit

Die Korrelation zwischen den AMH-Konzentrationen von Serum und FF ist mit einem
p-Wert von <0,1 deutlich signifikant. Hohe Werte von AMH-Konzentrationen im

Serum entsprechen hohen Werten der Konzentration in der Follikelflissigkeit.

3.2.1 ROC-Analyse

Um die Wahrscheinlichkeit einer zu erwartenden Schwangerschaft zu errechnen,
wird eine ROC-Kurve verwendet. Dabei wird die Sensitivitat (Richtig-positive-Rate)
der 1-Spezifitat (Falsch-positiv-Rate) gegeniubergestellt, wie in Abbildung 6
dargestellt.

Der Cut-off-Wert fur Schwangerschaft zum Zeitpunkt der Follikelpunktion ist mit
1,8pg/ml AMH im Serum (Sensitivitdt von 82,1% und Spezifitit von 50%) und
2,3pg/ml in der FF (deutlich niedrigere Sensitivitdt von 63,41% und Spezifitdt von
39,47%) beschrieben.
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Flache unter der Kurve

Variable(n) fur Standardfehle  Asymptotische
Testergebnis Flache ra SignifikanzP
AMH-Konz. im Serum ,690 ,050 ,001
(pg/ml)

AMH-Konz. in der ,694 ,049 ,001

Follikelflissigkeit (pg/ml)

a. Unter der nichtparametrischen Annahme
b. Nullhypothese: Wahrheitsflache = 0.5

1,0_ I I 52
0,8
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=
=
=
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Abbildung 6: Wahrscheinlichkeit der zu erwartenden Schwangerschaft

Das Chancenverhaltnis fir den Eintritt einer Schwangerschaft bei einem Cut-off-Wert
von 1,8pg/ml (p-Wert 0,0) im Serum ist um den Faktor 4,6 und bei dem Wert von
2,3pg/ml (p-Wert 0,014) in der Follikelflissigkeit um den Faktor 2,66 hdher bei
hohem AMH, vergleiche Tabelle 2.
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Tabelle 2: Risikoschatzer fir den Eintritt einer Schwangerschaft

Risikoschatzer

95%-Konfidenzintervall
Wert Untere Cbere
Cuotenverhaltnis far 4,600 1,997 10,594
amh_se c(<=1.8/>1.8)
Quotenverhdltnis fir 2,668 1,206 5,860

amh_ff ¢ (<=23/>23)

3.3 Korrelation von AMH mit der Eizellzahl

In Abbildung 7 wird die AMH-Konzentration im Serum mit der Anzahl der
gewonnenen Eizellen graphisch dargestellt. Es zeigt sich, dass eine erhéhte Anzahl
von Eizellen mit einer erhéhten AMH-Konzentration im Serum einhergeht. So liegt
der Medianwert der AMH-Konzentration bei unter 6 gewonnenen Eizellen bei
0,42pg/ml, steigert sich stetig und liegt bei Uber 15 gewonnenen Eizellen bei
1,64pg/ml. Der p-Wert mit 0,003 ist deutlich signifikant.
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Abbildung 7: Korrelation zwischen der AMH-Konzentration im Serum und der Anzahl der gewonnenen
Eizellen: <6 Eizellen (0,42pg/ml), 6-10 Eizellen (1,05pg/ml), 11-15 Eizellen (1,29pg/ml), >15 Eizellen
(1,64pg/ml), p-Wert 0,003 (Ergebnisse sind untereinander unterschiedlich signifikant)

Auch in der Abbildung 8, in der die Anzahl der gewonnenen Eizellen mit der AMH-

Konzentration in der Follikelflussigkeit korreliert werden, ist dies zu erkennen. Hier

sind die AMH-Werte insgesamt héher. Bei weniger als sechs gewonnenen Eizellen

liegt die mediane Konzentration von AMH bei

1,42pg/ml, die bei Uber 15

gewonnenen Eizellen ist mit 2,54pg/ml deutlich héher. Der p-Wert mit 0,031 ist

signifikant.
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Abbildung 8: Korrelation zwischen der AMH-Konzentration in der Follikelflissigkeit und der Anzahl der
gewonnenen Eizellen: <6 Eizellen (1,42pg/ml), 6-10 Eizellen (2,08pg/ml), 11-15 Eizellen (2,22pg/m)l,
>15 Eizellen (2,54pg/ml), p-Wert 0,031

3.4 AMH-Konzentration bei Patientinnen mit OHSS/PCO

Der Schweregrad einer OHSS- oder PCO-Erkrankung und die jeweiligen AMH-
Konzentrationen wird in Abbildung 9 beziehungsweise Abbildung 10 dargestellt.

Abbildung 9 zeigt, dass Frauen ohne PCO oder OHSS eine niedrigere AMH-
Konzentration im Serum (Medianwert von 0,90pg/ml) haben als Frauen mit dieser
Erkrankung im Grad 1 (1,65pg/ml) oder OHSS Grad 2 (1,51pg/ml). Ein signifikanter

Unterschied wurde jedoch nicht gefunden.
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Abbildung 9: Korrelation zwischen der AMH-Konzentration im Serum und des OHSS-Grades:kein
OHSS (0,90pg/ml), Grad 1 (1,65pg/ml), Grad 2 (1,51pg/ml), p-Wert 0,744

Der Grad der OHSS/PCO wird auch mit der AMH-Konzentration in der
Follikelflussigkeit verglichen (Abbildung 10). Die Werte der AMH-Konzentration sind
héher als im Blutserum und zeigen ebenso einen Anstieg Uber den Grad der
Erkrankungsschwere.

Ohne OHSS liegt der mediane AMH-Konzentrationswert bei 1,77pg/ml, bei Grad 1 ist
der Wert auf 2,42pg/ml angestiegen. Der héchste Wert ist bei Grad 2 mit 2,72pg/mi
AMH erreicht. Auch hier wurde kein signifikanter Unterschied gefunden.
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Abbildung 10: Korrelation zwischen der AMH-Konzentration in der Follikelflissigkeit und des OHSS-
Grades; kein OHSS (1,77pg/ml), Grad 1 (2,42pg/ml), Grad 2 (2,72pg/ml), p-Wert 0,624

3.5 Kaorrelation von AMH mit der Behandlungsart (IVF/ICSI)

Sowohl im Serum wie auch in der Follikelflussigkeit wirkt sich die Behandlungsart
(IVF bzw. ICSI) nicht auf den AMH-Spiegel aus (siehe Abbildung 11 und Abbildung
12). Der Medianwert der AMH-Konzentration im Serum liegt nicht signifikant bei der
IVF-Behandlung bei 1,33pg/ml gegeniiber 1,1pg/ml bei der ICSI-Behandlung. In der
Follikelflussigkeit liegen ebenso nicht signifikant die AMH-Konzentrationen bei
2,04pg/ml bei IVF zu 2,01pg/ml bei ICSI.
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Abbildung 11: Korrelation zwischen der AMH-Konzentration im Serum und der Art der Behandlung;
IVF (1,33pg/ml), ICSI (1,1pg/ml), p-Wert 0,56
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Abbildung 12: Korrelation zwischen der AMH-Konzentration in der Follikelflussigkeit und der Art der
Behandlung; IVF (2,04pg/ml), ICSI (2,01pg/ml), p-Wert 0,767

3.6 Korrelation von AMH mit der Hormongabe

Zur Stimulation der Follikelproduktion wird den Frauen ein (bzw. zwei) Hormon
verabreicht. Abbildung 13 zeigt den Einfluss der unterschiedlichen Hormon-
substitutionen auf die AMH-Konzentration im Serum.

Die AMH-Konzentration im Serum ist bei den Frauen, die ausschlieBlich FSH
verabreicht bekommen, mit 1,24pg/ml im Median am hdchsten. Bei hMG ist die
AMH-Konzentration etwas niedriger mit 0,99pg/ml im Median. Der Medianwert von
beiden gemeinsam verabreichten Hormonen liegt bei 0,54pg/ml. Der p-Wert ist mit
0,049 signifikant.
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Abbildung 13: Korrelation zwischen der AMH-Konzentration im Serum und der Hormongabe; FSH
(1,24pg/ml), hMG (0,99pg/ml), FSH&hMG (0,54pg/ml), p-Wert 0,049 (Ergebnisse sind untereinander

unterschiedlich signifikant)

In  Abbildung 14 wird die Hormongabe mit der AMH-Konzentration der
Follikelflussigkeit dargestellt. Wiederum ist die Konzentration von AMH in der
Follikelflussigkeit héher als im Serum.

Bei FSH liegt die AMH-Konzentration im Median mit 2,28pg/ml am hdchsten, bei
hMG ist dieser Wert mit 1,74pg/ml etwas niedriger. Beide Hormone (zusammen
verabreicht) zeigen einen Medianwert der AMH-Konzentration von 1,43pg/ml und

somit den niedrigsten Wert. Der p-Wert ist mit 0,042 signifikant.

31



40,0
=
E
S
=]
a2 *
=]
--E 30,07
o ¥
n
w
H=
=
2
= 20,0
s
| =
1]
=
E *
N 00 x
g 10
S g
T ° - .
=
o

0,0 i %

I T I
F5H HMG FSHEHMG
Hnrmnngabe

Abbildung 14: Korrelation zwischen der AMH-Konzentration in der Follikelflussigkeit und der
Hormongabe; FSH (2,28pg/ml), hMG (1,74pg/ml), FSH&hMG (1,43pg/ml), p-Wert 0,042 (Ergebnisse
sind untereinander unterschiedlich signifikant)

3.7 Korrelation von AMH mit dem Vorliegen einer Schwangerschaft

Abbildung 15 und Abbildung 16 zeigen die Korrelation der AMH-Konzentrationen in
Serum und in der Follikelflissigkeit mit dem Ergebnis einer Schwangerschaft.

Mit einem Medianwert von 0,88pg/ml im Serum ist der Wert bei den nicht-
schwangeren Patientinnen deutlich niedriger als bei den Patientinnen, die schwanger
geworden sind. Hier liegt der Wert mit 1,75pg/ml doppelt so hoch. Der p-Wert ist mit
<0,001 signifikant.
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Abbildung 15: Korrelation zwischen der AMH-Konzentration im Serum und dem Vorliegen einer
Schwangerschaft; nein (nicht schwanger) (0,88pg/ml), ja (schwanger) (1,75pg/ml), p-Wert <0,001

Dies bestatigt sich auch in der Follikelflussigkeit (Abbildung 16). Bei den
Patientinnen, bei denen keine Schwangerschaft resultiert, liegt die AMH-
Konzentration im Median bei 1,71pg/ml. Die Schwangeren zeigen einen wesentlich
héheren medianen Wert der AMH-Konzentration von 2,58pg/ml. Der p-Wert liegt hier
signifikant bei 0,001.
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Abbildung 16: Korrelation zwischen der AMH-Konzentration in der Follikelflissigkeit und dem
Vorliegen einer Schwangerschaft; nein (nicht schwanger) (1,71pg/ml), ja (schwanger) (2,58pg/ml), p-
Wert 0,001
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4 DISKUSSION

4.1 AMH im Zyklusverlauf

Bei 26 Patientinnen haben wir wahrend der Hormonsubstitution im Rahmen der IVF-
Behandlung begleitend zu den Kontrollabnahmen von Ostradiol und Progesteron
auch den AMH-Wert im Serum bestimmt.

In anderen Studien wurde bereits die Dynamik der Serum-AMH-Konzentration unter
der Hormonsubstitution dargestellt. Sie bestatigten das Konzept, dass AMH von
Praantral- und Antralfollikeln in der frihen Phase der Stimulation gebildet wird und
die Menge an AMH sinkt, wenn diese Follikel zu dominanten Follikeln rekrutiert
werden (Fanchin, 2003; Béttcher, 2014).

Die AMH-Konzentration im Serum verandert sich auch bei unserem Patienten-
kollektiv im Rahmen der IVF- oder ICSI-Behandlung unter den verabreichten
Hormonen. In der rein deskriptiven Statistik sinkt die AMH-Konzentration ab einem
Wert von 4,67pg/ml bis zum Zeitpunkt der Follikelpunktion auf einen Wert von
1,68pg/ml und steigt nach Absetzen der Hormone in einem Zeitraum von vier
Wochen wieder auf einen Wert von 4,53pg/ml an.

Diese Schwankungen lassen sich auch in den jeweiligen Kurven erkennen, in denen
zwischen Patientinnen unterschieden wird, bei denen sich eine Schwangerschaft
ergab oder nicht. Diese beiden Kurven unterscheiden sich deutlich ablesbar in der
Hoéhe der AMH-Konzentration voneinander. Die parabelférmige Kurvendynamik als
solche aber bleibt bestehen.

Die Patientinnen, die schwanger wurden, zeigen einen hohen medianen AMH-
Ausgangswert von 9,30pg/ml im Serum und zudem einen raschen Abfall dieses
Wertes auf 2,55pg/ml bis zum Tag der hCG-Injektion. Vier Wochen nach
Embryotransfer ist der AMH-Wert auf die Halfte des Ausgangswertes (4,55pg/ml)
angestiegen. Im Gegensatz zu den Frauen, die schwanger wurden, liegt der
Ausgangswert vom Serum-AMH-Wert bei den Frauen, bei denen es zu keiner
Schwangerschaft kam, deskriptiv niedriger (4,67pg/ml) und ist bereits am
Stimulationstag 4-6 auf einem niedrigen Wert von 1,94pg/ml. Der tiefste Medianwert

der AMH-Konzentration liegt am Tag der Follikelpunktion bei 1,12pg/ml und steigt
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dann drei Wochen nach dem Embryotransfer wieder auf einen Wert von 2,05pg/ml
an.

Die Ergebnisse unserer Studie weisen darauf hin, dass wahrend des Stimulations-
zeitraums bei beiden Patientengruppen parallel zur Verringerung der Antralfollikel
und dem Ansteigen der Anzahl an grof3en Follikel eine wesentliche Abnahme des
peripheren AMH-Wertes auftritt. Dieses zeigt, dass AMH wahrend der Stimulation
von Antralfollikel gebildet wird.

Es sind verschiedene Faktoren der physiologischen Mechanismen fur die Abnahme
des AMH-Wertes beschrieben. Die verfugbaren Literaturdaten in Bezug auf den
Einfluss von FSH auf die AMH-Synthese sind widersprichlich. Nur die letzten zwei
Wochen vor Ovulation sind direkt von Gonadotropinen abhangig. Solange nicht eine
bestimmte Grenze fir FSH Uberschritten wird, sind die Follikel in dem Zeitraum auf
Apoptose programmiert. (Fauser, 1997). So wurde gemutmalt, dass FSH die AMH
MRNA-Expression hemmt (Kuroda, 1990). Andere hingegen vermuteten, AMH
wiederum kénne die FSH-induzierte Follikelreifung beeintrachtigen (Durlinger, 2001)
oder aber auch unterstitzen (McGee 2001).

Es ist bekannt, dass der AMH-Wert eine Aussagekraft bezlglich der ovariellen
Fahigkeit der Reaktion auf eine hormonelle Stimulation hat. Die unterschiedliche
Héhe und Abnahme der AMH-Werte bei Frauen, die schwanger wurden und Frauen,
die nicht schwanger wurden lassen aber weiter die Vermutung zu, dass das exogen
zugefuhrte FSH direkt auf die AMH-Synthese wirkt. Die Frauen, die schwanger
wurden, scheinen besser auf das verabreichte FSH reagiert zu haben als die Frauen,
die nicht schwanger wurden. Diese Differenzierung wird in der derzeitigen Literatur
bisher nicht geschildert. Unsere Beobachtung die AMH-Werte unter Stimulation zu
messen und deutliche Unterschiede zwischen den Patientengruppen herauszustellen
6ffnen neue Perspektiven in der Einschatzung der ovariellen Funktion von Frauen,

die sich einer hormonellen Stimulation unterziehen.

4.2 AMH in Follikelflissigkeit und Serum

Wir haben in dieser Arbeit bei 124 Patientinnen die AMH-Konzentrationen in Follikel-
flussigkeit und Serum am Tag der Follikelpunktion im Rahmen einer IVF oder ICSI-

Behandlung bestimmit.
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Eine ahnliche Studie mit 37 Patientinnen zeigte fur AMH im Serum einen Cut-off
Wert von 1,64ng/ml und fiar AMH in der Follikelflissigkeit 3,8ng/ml (Capkin, 2012).
Wir haben einen Cut-off-Wert von 1,8pg/ml AMH im Serum und 2,3pg/ml in der
Follikelflissigkeit feststellen kénnen. Das Quotenverhaltnis zeigt bei einem AMH-
Wert von Uber 1,8pg/ml im Serum eine 4,6fach, und bei einem AMH-Wert von tber
2,3pg/ml in der Follikelflissigkeit eine 2,67fach hdhere Schwangerschafts-
wahrscheinlichkeit.

Die AMH-Konzentrationen von Follikelflissigkeit und Serum sind, wie schon in
genannter Studie beschrieben, auch in unseren Untersuchungen positiv mit der

Schwangerschaftsrate korreliert.

4.3 Vergleich der AMH-Konzentrationen

Bei 124 Patientinnen wurden die AMH-Konzentration in Follikelflissigkeit und Serum
am Tag der Follikelpunktion gemessen und mit der Eizellzahl, dem Grad des OHS-
Syndroms, der Sterilitdtsbehandlung, der Hormongabe und dem Vorliegen einer

Schwangerschaft verglichen.

4.3.1 Eizellzahl

Die Anzahl der Eizellen korreliert positiv mit der AMH-Konzentration, sowohl im
Serum, als auch in der Follikelflissigkeit. Je héher die AMH-Konzentration ist, umso
mehr Eizellen wurden gewonnen. Im Serum liegt der AMH-Wert bei 0,42pg/ml bei
unter 6 gewonnen Eizellen und ist bei Uber 15 gewonnenen Eizellen auf circa das
Dreifache (1,64pg/ml) angestiegen. In der Follikelflissigkeit liegen diese Werte bei
1,42pg/ml, bzw. 2,54pg/ml. Eine andere Studie mall die AMH-Werte vor und nach
laparoskopischer Ovarektomie. Hier lieR sich ein signifikanter Abfall der AMH-Werte
nachweisen (Jang, 2014).

Wir haben in unserer Arbeit bei der Fragestellung nach der Korrelation von Eizellzahl
mit AMH nicht zwischen PCO-erkrankten und gesunden Frauen unterschieden. So
ist davon auszugehen, dass der erhéhte AMH-Wert mit der erhéhten Oozytenzahl bei
der PCO-Erkrankung einhergeht.

Auch haben wir die Fragestellung nicht hinsichtlich der Qualitat der gewonnenen

Eizellen ausgewertet. So soll ein AMH-Wert zwischen 1,66ng/ml und 4,52ng/ml mit
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qualitativ hochwertigen Oozyten (Ebner, 2006) und morphologisch guten Embryos
(Silberstein, 2006) assoziiert sein. Dabei korreliert der AMH-Wert der
Follikelflussigkeit invers mit der Entwicklungsfahigkeit der Oozyten. In einer Studie
wurde dies mit dem Verhaltnis Oozytenanzahl/AMH-Wert und Metaphase-II-
Oozytenanzahl/AMH-Wert nachgewiesen. Je héher der Wert lag, umso besser war
die Chance auf eine Schwangerschaft (Cupisti, 2007).

Zudem haben wir nachgewiesen, dass AMH im Zyklusverlauf der Stimulation
abnimmt. Frauen, die schwanger wurden, haben dabei grundsatzlich einen héheren
AMH-Wert, auch am Tag der Follikelpunktion, als Frauen, die nicht schwanger

wurden.

4.3.2 Grad des OHSS/PCO

Die AMH-Konzentrationen im Serum sowie in der Follikelflissigkeit konnten mit p-
Werten von 0,744 wund 0,62 leider keinen Zusammenhang mit der
Erkrankungsschwere des OHSS beweisen. Die Datenqualitat scheint aufgrund der
erheblichen physiologischen Schwankungen in diesem Patientenkollektiv
beeintrachtigt.

Frauen ohne PCO oder OHSS haben eine niedrigere AMH-Konzentration im Serum
(Medianwert 0,90pg/ml) und in der Follikelflissigkeit (Medianwert 1,77pg/ml), als
Frauen mit OHSS des Grades 1 oder 2. Hier liegen die Werte im Serum bei
1,65pg/ml bzw. 1,51pg/ml und in der Follikelflissigkeit bei 2,42pg/ml bzw. 2,72pg/ml.
In anderen Studien wird ein signifikanter Zusammenhang von AMH mit PCO
beschrieben. Der AMH-Wert zur Diagnose und Beurteilung eines PCOs sei sowohl
sensitiver, als auch spezifischer als die bisher Ubliche alleinige Messung der Anzahl
von Follikeln im Ovar. Bei der PCO-Erkrankung sind antrale Follikel von 1-6mm
Grole vermehrt und das Volumen des Ovars vergréRert. Die gréRere Anzahl an
antralen Follikeln korreliert positiv mit einem héheren Serum-AMH-Wert (Leonhardt,
2014). Der Schwellenwert soll hier bei 5ng/ml fur die AMH-Konzentration im Serum
liegen (Dewailly, 2011). Bei Frauen mit PCO-Syndrom hat die Gabe von 35mg
Ethynylestradiol und 2mg Cyproterone acetate die Spiegel von Gonadotropinen und
Testosteronen, die Anzahl von kleinen Follikeln und somit auch die H6he des AMH-
Spiegels signifikant reduziert (Panidis, 2011). AMH scheint eine grol’e Rolle zur
Anovulation bei PCO beizutragen (Pellatt, 2010). Auch korreliert AMH mit der
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Insulinresistenz und der Hyperandrogenamie und kénnte auch als cardiovaskularer
Risikofaktor gesehen werden (Skalba, 2011).

AMH gilt somit in der Literatur als ein hochspezifischer und sensitiver Surrogate-
Marker fur die Schwere eines PCOs. Die Ergebnisse dieser Arbeit kbnnen dies

jedoch nicht unterstutzen.

4.3.3 Sterilitdtsbehandlung

Wir untersuchten, ob die Art der Sterilitdtsbehandlung (ICSI oder IVF) einen Einfluss
auf die AMH-Konzentration hat. Der Frau werden bei beiden Verfahren FSH und
bzw. oder hMG verabreicht, woraufhin es zu einem Recruitment von Primarfollikeln
zu dominanten Follikeln kommt. Die Entscheidung, ob eine Behandlung mit ICSI oder
IVF durchgefuhrt wird, fallt mit der Spermienqualitat des Mannes. Es ist also méglich,
dass Patientinnen, bei denen eine ICSI-Behandlung indiziert ist, durchaus fertiler
sind, als diejenigen, die eine IVF-Behandlung bekommen. Deshalb vermuteten wir,
dass die AMH-Konzentration im Serum der Frauen unter der ICSI-Behandlung héher
ware, als die Konzentration von AMH der Frauen unter IVF-Behandlung.

In unserer Studie gibt es keine signifikante Korrelation zwischen der
Sterilitatsbehandlung (ICSI/IVF) und der AMH Konzentration im Serum. Der
Medianwert der AMH-Konzentration im Serum liegt bei der IVF-Behandlung bei
1,33pg/ml gegeniiber 1,1pg/ml bei der ICSI-Behandlung. Gleiches gilt fir die
Follikelflussigkeit mit 2,04pg/ml bei IVF und 2,01pg/ml bei ICSI.

4.3.4 Hormongabe

Wir haben die AMH-Werte von Serum und Follikelflissigkeit mit den
unterschiedlichen Hormonsubstitutionen wahrend eines IVF-, bzw. ICSI-Zyklus
miteinander korreliert. Die Frauen, die FSH verabreicht bekamen, haben in beiden
Flussigkeiten einen héheren AMH-Wert (1,24pg/ml im Serum, bzw. 2,28pg/ml in der
Follikelflussigkeit), als Frauen, die hMG bekamen (0,99pg/ml bzw. 1,74pg/ml) oder
FSH und hMG (0,54pg/ml im Serum und 1,43pg/ml in der Follikelflissigkeit).
Vermutlich liegen diese Unterschiede am ehesten in der Therapie der
Sterilitatsursache begriindet. So ist der derzeitige Stand, dass Frauen mit niedrigem
bis normalem FSH-Wert (Hypogonadotropindmie, Normogonadotropindmie) mit
hMG behandelt, Frauen aber mit Normogonadotropindmie und/oder PCO-Syndrom

mit rekombinatem FSH therapiert werden (von Wolff, 2013).
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Wir haben in dieser Studie nicht PCO-erkrankte Frauen von gesunden Frauen
unterschieden. Es ist also davon auszugehen, dass die Frauen, die vornehmlich mit
FSH behandelt werden, eine PCO-Erkrankung haben und dass dementsprechend
auch die AMH-Werte erhoht sind. Dieses bedarf einer weiteren Studie.

Eine neue Studie von Arce (2014) untersuchte den Einfluss der verabreichten
Gonadotropine auf Patientinnen, die mit einem AMH-Wert tber der 75. Perzentile als
High-Responder gelten. Hier zeigte sich, dass eine Stimulation mit hMG ein
signifikant geringeres Auftreten an tatsachlichem High-Responding (Uber 15
gewonnenen Eizellen) verursachte, als die Gabe von FSH. Der tatsachliche Einfluss
auf die AMH-Konzentration wurde hier nicht untersucht. Dennoch misste nach

dieser Studie (Arce, 2014) die derzeitige Therapiemethode Gberdacht werden.

4.3.5 Vorliegen einer Schwangerschaft

Deutlich ist zu erkennen, dass Patientinnen, die schwanger wurden, sowohl im
Serum, als auch in der Follikelflissigkeit einen erhéhten AMH-Wert aufweisen. Mit
1,75pg/ml im Serum, bzw. 2,58pg/ml in der Follikelflissigkeit bei den Patientinnen,
die schwanger wurden, liegen diese Werte etwa doppelt so hoch, wie bei den nicht-
schwangeren Patientinnen (0,88pg/ml im Serum, bzw. 1,71pg/ml in der
Follikelflussigkeit).

In einer anderen Studie lagen die Werte von AMH in der Follikelflussigkeit mehr als
dreimal so hoch. So vermutete man, dass Oozyten leichter befruchtet werden
kénnen, wenn die entsprechenden Follikel in der Lage sind, mehr AMH zu
produzieren (Takahashi, 2008). Auch in weiteren Studien konnte ein Zusammenhang
von einem besseren Ergebnis (im Sinne einer Befruchtung im Rahmen eines IVF-
Vorganges) mit hdherem AMH-Wert in der Follikelflissigkeit dargestellt werden
(Wunder, 2008b). Demgegeniiber steht eine Studie von (Mehta, 2013). Hier stellte
sich heraus, dass die Hohe an AMH in der Follikelflussigkeit invers mit dem
Ostrogengehalt und einer klinischen Schwangerschaft korreliert. Die Autoren
verwiesen hier auf die Follikelreifung, in der die Follikel zunachst steroidunabhangig
heranwachsen, aber im friihen Antralfollikelstadium unter FSH-Einfluss beginnen,
Ostrogen zu produzieren. So bestatigen auch einige Studien, dass eine gréRere
Menge an Ostrogen in der Follikelflissigkeit mit einer héheren Schwangerschaftsrate
assoziiert ist. (Kreiner, 1987; Subramanian, 1988; Tarlatzis,1993; Artini, 1994;

Teissier, 2000). AMH hat einen inhibitorischen Effekt auf die Aromataseaktivitat und
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Ostrogenproduktion (Vigier, 1989). Dementsprechend ist es logischer, dass ein
geringerer AMH-Wert in der Follikelflissigkeit von qualitativ besseren Oozyten mit
einem erhéhten Ostrogenwert und mit einer besseren Schwangerschaftsrate
korreliert.

Das lasst vermuten, dass FSH Uber die Stimulation von Ostrogenen auch den
inhibitorischen Effekt von AMH beeinflusst, indem es die AMH-Synthese unterdriickt
oder die Mdglichkeit verringert, dass AMH wirken kann.

FSH als Inhibitor fir AMH kann aber nicht nur wahrend der Stimulationsphase bei
einer ART wichtig sein. So ist in den letzten Jahren ein mit 30-40% erhdhtes Risiko
fur Fehlbildungen bei den Kindern, die unter ART entstanden, aufgefallen (Hansen,
2005).

Zu diesen kongenitalen Fehlbildungen gehéren unter anderem anorektale
Fehlbildungen und Hypospadien (Reefhuis, 2008; Ericson, 2008; Kallén, 2005;
Midrio, 2006; Zwink, 2012). Die kongenitalen Fehlbildungen sind
Entwicklungsstérungen der mannlichen oder weiblichen Feten wahrend der
Geschlechtsdifferenzierung. Die Ursache dieser Erkrankungen st noch
weitestgehend ungeklart.

Bei anorektalen Fehlbildungen ist der Mastdarm oder der After nur unzureichend
ausgebildet und es besteht haufig eine Fistel zu den Sexualorganen oder
Harnwegen.

Die Hypospadie ist eine Entwicklungsstérung der Urethra gegen Ende des dritten
Schwangerschaftsmonats. Die Entwicklung der Sexualorgane steht in enger
Verbindung mit der Entwicklung der Harnorgane. Bei den Kindern mit einer
Hypospadie ist ein erniedrigtes AMH zum Zeitpunkt der Geburt auch verantwortlich
fur eine Hoden-Fehlfunktion (Guibourdenche, 2003).

Eine weitere Erkrankung im Zusammenhang mit AMH ist das Mayer-Rokitansky-
Klster-Hauser-Syndrom (MRKHS). Bei dieser, die weiblichen Lebendgeborenen
betreffenden, Erkrankung fehlen Uterus, Zervix und Vagina, welche aus dem Miller-
Gang entstehen. Auch hier ist die Ursache der Erkrankung noch nicht geklart. Man
vermutete zunéchst eine Uberexpression des AMH-Genes, was direkt mit einem
Abbau der Miller-Gange einherginge. Dies aber konnte ausgeschlossen werden
(Oppelt, 2005).
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Ein kausaler Zusammenhang zwischen den AMH-Werten der Mutter und einer
Maldeformation = wahrend der Geschlechtsentwicklung des Kindes im
Zusammenhang mit ART konnte noch nicht festgestellt werden. Ob eine Frau mit
niedrigem AMH-Wert ein héheres Risiko daflr tragt, dass ihr Kind mit einer solchen
Fehlbildung zur Welt kommt, scheint aber in diesem Hinblick eine interessante These

zu sein und bedarf weiterer Untersuchungen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung: AMH ist ein Zytokin und gehért zu den TGF-B. So ist AMH in der
Embryonalphase verantwortlich fir die Geschlechtsentwicklung und -differenzierung
zunachst nur zum mannlichen Geschlecht. Bei einem weiblichen Kind steigt die
Produktion von AMH in der Pubertat an. Es wird im Ovar von Granulosazellen von
Sekundarfollikeln, praantralen und kleinen Antralfollikeln unter vier Millimeter im
Durchmesser produziert. Neben basalem FSH und dem antralen Follikelcount wird
AMH deshalb als Marker fur die ,ovarielle Funktionsreserve®, also als Anhalt zur
Abschatzung der GréRe des vorhandenen Follikelpools, genommen. Uber
Reduzierung der Sensitivitat auf FSH und folgend auf die Primordialfollikel-
Rekrutierung nimmt AMH eine hemmende Rolle in der Oogenese ein. AMH gilt in der
Reproduktionsmedizin weiterhin als wichtigster Marker fur eine ,poor‘ oder ,non-
response Stimulation“. Zur Prognose fir die Reaktion des Eierstocks auf die
Stimulation und die Erfolgsaussicht fur eine Schwangerschaft ist AMH aber nur
bedingt aussagekraftig, da nicht allein die ovarielle Reserve an Follikeln den
Ausgang einer IVF-Behandlung oder die Reproduktionsfahigkeit der Frau
bestimmen. Die AMH-Werte aus bisherigen Studien beziehen sich jedoch auf
einmalige Abnahmen oder auf einen Monatszyklus ohne Hormongabe. In dieser
Arbeit werden nun Frauen unter Hormongabe im Rahmen einer IVF oder ICSI-
Behandlung untersucht. Das Ziel dieser Arbeit ist zum einen die Untersuchung, ob
der AMH-Wert in den unterschiedlichen Phasen des Zyklus unter Hormongabe
schwankt. Zum anderen soll ermittelt werden, ob es einen Unterschied zwischen den
AMH-Werten von Schwangeren und nicht-schwangeren Patientinnen wahrend des
Zyklus unter Hormongabe gibt. Zuletzt soll Uberpruft werden, ob AMH als
Prognosekriterium beziglich einer Schwangerschaft gelten kann.

Material und Methoden: AMH wurde bei 26 Patientinnen wahrend der
Stimulationsphase in einem Zyklus neben den Ostradiol, FSH- und
Progesteronwerten bestimmt. Diese Abnahmen erfolgten zunachst alle drei Tage,
dann zum Tag der hCG-Injektion, zum Tag der Follikelpunktion, zum Tag des
Embryotransfers und weiter in wéchentlichen Absténden bis vier Wochen nach dem
Embryotransfer. Weiterhin wurde der AMH-Wert in Blut und Follikelflissigkeit bei 124
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Patientinnen am Tage der Follikelpunktion gemessen. Das Alter der Patientinnen
betrug zwischen 26 und 45 Jahren (im Durchschnitt 35,28 Jahre). Die AMH-Messung
erfolgte mittels Elisa-Methode in Sandwich-Technik. Die AMH-Konzentrationen der
Patientinnen wurden mittels Haufigkeitsverteilungen ausgewahlter Variablen und
deskriptiven Mal3zahlen charakterisiert.

Ergebnisse: Wahrend des Zyklusverlaufes unter Hormongabe lag die AMH-
Konzentration zu Beginn der Stimulationsphase durchschnittlich bei 4,67pg/ml, sank
auf 1,68pg/ml zum Zeitpunkt der FP und stieg nach Absetzen der Hormone auf
4,53pg/ml. Bei den Patientinnen, die schwanger wurden, lag der AMH-Wert zu
Beginn im Mittel bei 9,30pg/ml, sank auf 2,55pg/ml am Tag der hCG-Injektion und
stieg auf 4,55pg/ml vier Wochen spater. Bei den Patientinnen, die nicht schwanger
wurden, lag der AMH-Wert zu Beginn durchschnittlich bei 4,67pg/ml, sank auf 1,12
pg/ml und stieg nach Absetzen der Hormone auf 2,05pg/ml. Der Cut-off-Wert fur
Schwangerschaft zum Zeitpunkt der FP mit 1,8pg/ml AMH im Serum und 2,3pg/ml in
der FF war signifikant. Die Korrelation von Eizellzahlen und AMH war signifikant.
Zum Beispiel wurden bei mehr als 15 Eizellen 1,64pg/ml im Serum und 2,54pg/ml in
der FF gemessen. Der Zusammenhang von PCO oder OHSS mit dem AMH-Wert im
Serum und in der FF war ohne Signifikanz. Ebenso gab es keine Signifikanz in der
Korrelation von AMH-Werten mit den unterschiedlichen Behandlungen (IVF oder
ICSI). Die Korrelation von der Art der Hormongabe und AMH war signifikant im
Serum (p-Wert 0,049) und in der FF (p-Wert 0,042): bei FSH-Gabe lag der AMH-
Wert im Serum durchschnittlich bei 1,24pg/ml und in der FF bei 2,28pg/ml. Bei hMG-
Gabe waren die Werte bei 0,99pg/ml im Serum und 1,74pg/ml in der FF. Bei der
kombinierten Gabe von FSH und hMG ist 0,53pg/ml im Serum und 1,43pg/ml in der
FF gemessen worden. Eine Schwangerschaft korreliert signifikant mit dem AMH-
Wert im Serum (p-Wert 0,000) und in der FF (p-Wert 0,001). Schwangere
Patientinnen haben durchschnittlich einen AMH-Wert von 1,75pg/ml im Serum und
von 2,58pg/ml in der FF. Bei nicht-schwangeren Patientinnen lag der AMH-Wert im
Serum bei 0,88pg/ml und in der FF bei 1,71pg/ml.

Schlussfolgerung: In dieser Arbeit konnte eine Veradnderung des AMH-Wertes
wahrend eines Zyklus unter Hormonsubstitution beschrieben werden. Die Werte der
Patientinnen, die schwanger wurden, zeigten einen extremeren Kurvenverlauf tber

einen Zyklus mit dem niedrigsten Wert am Tag der Follikelpunktion. Die
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Veranderungen der Werte der Patientinnen, die in einem Zyklus unter Hormongabe
nicht schwanger wurden, waren im Durchschnitt geringer. Die Anzahl der Eizellen
korrelierten positiv mit der AMH-Konzentration. Die AMH-Konzentrationen im Serum
sowie in der FF zeigten keinen signifikanten Zusammenhang mit der
Erkrankungsschwere des OHSS. Die Sterilitdtsbehandlung mit IVF oder ICSI hatte
ebenso keine signifikante Korrelation mit der AMH-Konzentration. Jedoch zeigte sich
ein Unterschied bei der hormonellen Therapie. Eine Gabe von FSH korrelierte hier
mit erhdhten AMH-Werten gegenuber den anderen Behandlungsmethoden. Dies
scheint am ehesten in der unterschiedlichen Behandlung der Frauen je nach
ovarieller Reserve begrindet. Die AMH-Konzentrationen von FF und Serum
korrelierten deutlich positiv mit der Schwangerschaftsrate. AMH, abgenommen am
Tag der Follikelpunktion, kann zusammenfassend als Prognosekriterium zur
Einschatzung der Schwangerschaftswahrscheinlichkeit herangezogen werden.

Dass einige Korrelationen trotz groRer Datenmenge keine signifikanten Unterschiede
zeigten, kdénnte daran liegen, dass die physiologische Schwankungsbreite erheblich

ist.
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