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1.1 Zusammenfassung

Zvtokinkonzentrationen (LIF, VEGF, NO) in Serum und in priaovulatorischer Follikelfliis-

sigkeit in Abhangigkeit von Parametern der assistierten Reproduktion und ihr Finfluss auf
das IVF-/ICSI-Ergebnis

Zytokine spielen nach dem aktuellen Stand der Forschung eine wichtige Rolle in der weib-
lichen Reproduktionsphysiologie. Sie wirken dort iiber Regulationsmechanismen oder tre-
ten in Wechselwirkungen mit Hormonen und beeinflussen so Follikulogenese, Ovulation,
Implantation und embryonale Entwicklung. In der assistierten Reproduktionsmedizin hat
die Erforschung von Zytokinen und deren Wirkmechanismen in der letzten Zeit immer

mehr an Bedeutung gewonnen.

In der vorliegenden Studie wurden das Serum und die priovulatorische Follikelfltissigkeit
von Patientinnen, die sich einer IVF-/ICSI-Behandlung unterzogen, auf das Vorhanden-

sein von LIF, VEGF und NO hin untersucht.

Die Konzentrationen wurden mittels enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) ge-

messen.

Es wurde versucht, ein Zusammenhang zwischen den ermittelten Zytokinkonzentrationen
und dem Ergebnis der Reproduktionsmal3nahme, der Sterilititsitiologie oder dem ange-
wandten Stimulationsprotokoll herzustellen. Somit sollten die Zytokine auf ihre mégliche
Aussagekraft als prognostische oder diagnostische Parameter fiir die assistierte Reproduk-

tionsmedizin hin untersucht werden.

In allen untersuchten Follikelflissigkeitsproben konnte LIF (47,2 pg/ml £ 20,7 pg/ml),
VEGF (3370,6 = 895,8 pg/ml) und NO (40,9 umol/l £ 11,2 umol/l) nachgewiesen wet-
den. Auch in allen Serumproben war LIF (3,3 pg/ml + 2.4 pg/ml), VEGF (370,8 pg/ml *
175,7 pg/ml) und NO (36,7 umol/1 + 17,1 umol/I) vorhanden.

Es fand sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Konzentration von

VEGTF in Follikelflissigkeit und dem angewandten Stimulationsprotokoll (p=0,042).
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Zwischen der Zytokinkonzentration und dem Ergebnis der IVF/ICSI- Behandlung konn-
te kein statistisch signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden. Auch beziiglich der
Sterilitidtsursache der Patientinnen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Zytokinkonzentrationen festgestellt werden.

Folglich eignen sich die in der vorliegenden Studie untersuchten Zytokine nicht als prog-
nostische Parameter hinsichtlich des Erfolges einer assistierten Reproduktionsmal3nahme.
Inwiefern das Stimulationsprotokoll die Produktion dieser Zytokine beeinflusst und welche

biologischen Folgen das nach sich zieht, muss in weiteren Untersuchungen geklirt werden.
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1.2 Summary

Cytokine concentrations (ILIF, VEGF, NO) in serum and follicular fluid with regard to

different parameters of assisted reproduction and their influence on IVE/ICSI-outcome

Cytokines have been shown to play an important role in several physiological processes in
the reproductive tract. They act as regulators of steroidogenesis and they are involved in
folliculogenesis and embryonal implantation. Thus, cytokine research has become more

and more important for assisted reproduction.

The aim of this study was to determine the presence and the concentration of Leukaemia
Inhibitory Factor (LIF), Vascular endothelial growth factor (VEGF) and Nitric Oxide
(NO) in serum (S) and follicular fluid (FF).

The concentrations were measured by the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

It was searched for an association of cytokine concentration and the ethiology of sterility
or the ovarian stimulation regimen. Besides it was investigated into the possibility of a
correlation between cytokine concentrations and IVF/ICSI outcome.

Thus, it should be found out whether these cytokines could be used as diagnostic and

predictive factors of IVF-/ICSI-therapy.

LIF, (47,2 pg/ml + 20,7 pg/ml), VEGF (3370,6 £ 895,8 pg/ml) and NO (40,9 pmol/1
11,2 pmol/I) were found in all follicular fluids investigated, just as in all serum samples (3,3
pg/ml + 2.4 pg/ml; 370,8 pg/ml £ 175,7 pg/m; 36,7 pmol/1 £ 17,1 umol/1).

A statistical significance was found between the concentration of VEGF in follicular fluid
and the applied ovarian stimulation regimen (p=.0,042).

No specific relationship was observed between the cytokine concentrations, and the

ethiology of sterility or the IVF/ICSI outcome.

In conclusion, the examined cytokines can not be used as prognostic parameters for
success of assisted reproduction cycles. Further studies will be necessary to clarify to what

extend the applied ovarian regimen can influence the production of VEGF.
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2 Einleitung

Zytokine waren vor Jahrzehnten noch vor allem in ihrer Funktion als Mediatoren des Im-
munsystems bekannt; heute wird ihrer Rolle in der Reproduktionsphysiologie immer mehr
Bedeutung beigemessen. Es ist bekannt, dass das Immunsystem iiber autokrine, parakrine
und endokrine Regulationsmechanismen in Ovulation, Luteinisierung und Implantation
involviert ist (Simoén et al., 1994). Viele Vorginge bei der Ovulation (Espey, 1994) und der
embryonalen Implantation (Finn, 1986) zeigen Ahnlichkeiten mit den Prozessen einer Ent-
zindungsreaktion auf. Gerade die Bedeutung der Zytokine als Komponenten der Immun-
abwehr in schwangerschaftsspezifischen Prozessen hat in den letzten Jahren immer mehr
das Interesse der Forschung geweckt. So wurde nach Arici et al. (1997) in Studien belegt,
dass Zytokine an der Regulation der ovariellen Steroidhormonsynthese, der Corpus-
Luteum-Funktion, der embryonalen Entwicklung und der Implantation beteiligt sind

(Brannstrom und Norman et al., 1993; Adashi et al., 1994)

Besonders im Hinblick auf die assistierte Reproduktionsmedizin stellen die méglichen Zu-
sammenhinge zwischen Zytokinen und der Physiologie des weiblichen Reproduktions-

trakts einen interessanten Forschungsansatz dar.

2.1 Begriftsbestimmungen

Zytokine sind Polypeptide mit einem Molekulargewicht kleiner als 100 kDa. Ehemals
wurden sie auch als Lymphokine und Monokine bezeichnet (Simén et al., 1994). Zytokine
bilden ein aul3erordentlich komplexes Netzwerk, in dem die einzelnen Molekiile antagonis-
tisch oder synergistisch interagieren. Die Tatsache, dass der gleiche Stoff an verschiedenen
Zielzellen unterschiedliche Effekte erzielen kann, und dass umgekehrt mehrere Zytokine
die gleiche Reaktion an einer Zelle hervorrufen kénnen, macht es schwierig, einem einzel-

nen Zytokin eine bestimmte Funktion zuzuordnen (Moqattash et al., 2004).

In der Literatur st6f3t man auf unterschiedliche Vorschlige beziiglich der Einteilung der
Zytokine, was vor allem auf die unscharfe Abgrenzung der Funktionen und Wirkungen der

einzelnen Stoffe untereinander zurtickzufiihren ist. So fallen nach Dinarello (1990) die Zy-
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tokine hinsichtlich ihrer Wirkungsweise in zwei groe Hauptgruppen; die der Wachstums-
faktoren und die der proinflammatorisch wirkenden Zytokine. Gebriuchlich ist heute eine
Unterteilung der Zytokine in Interleukine (1-n), Tumor Nekrose Faktor (TNF), Transfor-
ming-Growth-Factor (TGF), Leukaemia Inhibitory Factor (LIF), Colony Stimulating Fac-
tor und Interferone (INF) (Simon et al., 1994).

2.1.1 Leukaemia Inhibitory Factor (LIF)

LIF gehort zu der Familie der IL-6-Typ-Zytokine, die alle das Glycoprotein gp 130 als ge-
meinsame Rezeptoruntereinheit nutzen und folglich auch dhnliche Effekte in ihren Zielzel-
len auslésen. Sie haben allesamt eine Molekiilmasse von ungefihr 20 kDa und werden zu

den langkettigen 4-Helix-Buindel-Zytokinen gezihlt (Heinrich et al., 1998, vgl. Abbildung
D).

Abbildung 1: Die vier langen alpha-Helices und ihre
Verbindungsschleifen (Heinrich et al.1998): Helix A
(rot), Helix B (griin), Helix C (gelb), Helix D (blau) und
Connecting loop (grau).
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2.1.2 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

VEGTF ist ein glykosiliertes heparinbindendes Protein von etwa 46kDa, das eine hohe Spe-
zifitit zu Endothelzellen aufweist (Ferrara and Henzel, 1989; Gospodarowicz et al., 1989).
Friher war es auch unter der Bezeichnung Vascular Permeability Factor (VPF) bekannt,
was auf seine Fihigkeit, die Permeabilitit von Gefillen zu erhdhen, zuriickzufithren ist
(Senger et al., 1983). Robertson et al. (1995) bewiesen, dass diese vermehrte Durchlissig-
keit von vendsen Gefillen und Kapillaren mit einer Fenestrierung von zuvor geschlosse-
nem Epithel einhergeht. VEGF bindet spezifisch an zwei Tyrosinkinase-Rezeptoren, die
primir auf vaskuliren Endothelzellen exprimiert werden und in der Literatur als flt-1 und
flk-1/KDR bezeichnet werden (reviewed von Neufeld et al., 1999, vel. Abbildung 2). Von
VEGF sind mehrere Isoformen, bestehend aus unterschiedlich vielen Aminosiuren, be-
kannt, die durch alternatives Spleilen von m-RNA zustande kommen und die sowohl in

geloster Form als auch membrangebunden vorkommen kénnen (Houck et al., 1992).

Abbildung 2: Die rezeptorbindende Domine von
VEGEF. Die beiden Monomere sind in Rot und Gelb,
die Disulfidbriicken in Schwarz dargestellt (Muller et al.
1997).

2.1.3 Stickstoffmonoxid (NO)

NO ist ein besonderer Signaltransmitter im Menschen: Er hat von allen bekannten synthe-
tisierten Zellprodukten das geringste Molekulargewicht, besitzt eine hohe Reaktivitit und
eine kurze Halbwertszeit (Nathan, 1992). Seine Aufgaben liegen sowohl im Bereich der

intra- und interzelluliren Signalvermittlung als auch in seiner Zytotoxizitit (Knowles et al.,

1994).
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2.2 Entstehung der Zytokine

Zytokine konnen in nahezu allen Zellen des menschlichen Korpers synthetisiert werden,
in den meisten Fillen entstehen sie jedoch in T-Lymphozyten und Makrophagen (Chard,
1995). Die Produktion eines Zytokins wird haufig von anderen Zytokinen reguliert (Mo-
qattash et al., 2004). Zytokine werden oft wihrend immunologischen Abwehrreaktionen
ausgeschiittet, aber genauso bei physiologischen Vorgingen des Korpers wie der zum Bei-

spiel der weiblichen Ovulation (Dinarello, 1990).

LIF kann ebenfalls von fast allen Zellen produziert werden, wenn nur der passende Stimu-
lus vorausgeht (Waring et al., 1992). So wurde LIF sowohl bereits in T-Lymphozyten und
Endothelzellen (Lubbert et al., 1991), als auch in Knochenmarkszellen, Fibroblasten und
Tumorzellen nachgewiesen (Patterson et al., 1992). Auch in Zellen des weiblichen Repro-
duktionstraktes wird LIF synthetisiert. So wiesen Kojima et al. (1994) LIF in menschli-
chem Endometrium und in Dezidualzellen nach; Arici et al. (1997) in Thekazellen und
Granulosa-Luteinzellen. Bei Patienten im septischen Schock konnten erhohte LIF-
Konzentrationen in verschiedenen Korperflissigkeiten nachgewiesen werden (Waring et
al., 1992). Die Expression von LIF wird von verschiedenen anderen Zytokinen reguliert,
so kann zum Beispiel Interleukin-4 die Produktion von LIF erhéhen, wihrend Interleukin-
12 und Interferone die LIF-Konzentrationen senken (Piccinni et al., 1999). Auch Gluco-
cortikoide wirken inhibitorisch auf die Sekretion von LIF in Endothelzellen (Grosset et al.,

1995).

VEGF wurde erstmals aus Follikelzellen der Hypophyse isoliert (Ferrara und Henzel,
1989). Spiter konnte man VEGF in vielen anderen Zelltypen nachweisen, zum Beispiel in
glatten Muskelzellen (Tischer et al., 1991) und in Endothelzellen (Namiki et al., 1995). Vor
allem in Geweben, in denen vermehrt Neovaskularisationen ablaufen, wird VEGF produ-
ziert (Namiki et al., 1995); somit ist die VEGF-Konzentration in vielen Tumorgeweben
erhoht (Clauss et al., 1990). Charnock-Jones et al. (1993) berichteten iiber den Nachweis
von VEGF in Driisen- und Stromazellen des Uterus, wobei die gemessenen Konzentratio-
nen zyklusabhingig schwankten. Auch in der Plazenta, vor allem in dezidualen Zellen und
Makrophagen, konnte VEGF nachgewiesen werden (Sharkey et al., 1993). Hypoxie und
NO steigern die Synthese von VEGF (Shibuya, 2001), auch endokrine Faktoren scheinen
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an der Regulation von VEGF beteiligt zu sein: So gelang Hazzard et al. (1999) der Nach-
weis dafir, dass die Sekretion von VEGF im priovulatorischem Follikel in vivo von Go-

nadotropinen reguliert wird.

NO wird aus seiner Vorstufe L-Arginin von drei verschiedenen Enzymen produziert, den
NO-Synthasen, die in fast allen Zellen des Koérpers vorzufinden sind (Gellar und Billiar,
1998). Neben Endothelzellen setzen beispielsweise auch Makrophagen (Hibbs et al., 1988),
Neutrophile und HLL-60 Leukidmiezellen (Schmidt et al., 1989) NO frei. Gerade nach Akti-
vierung der Immunabwehr wird NO von vielen Zellen produziert (Moncada et al., 1991).
Die Aktivitit der NO-Synthasen wird von verschiedenen Faktoren reguliert. FAD, FMN
und Him koénnen als Kofaktoren der Enzyme fungieren (Nathan, 1992). Auflerdem arbei-
teten die Synthasen zum Teil in Abhingigkeit von Calcium und Calmodulin (Forstermann
et al,, 1991). Auch NO selbst kann als Inhibitor der NO-Synthase wirken (Griscavage et
al., 1993). Ostrogene kénnen an Endotheliumzellen die biologische Aktivitit von NO stei-
gern und auf diese Weise die gefillprotektiven Eigenschaften dieser Hormone vermitteln

(Arnal et al., 1996).

2.3 Mechanismen und Bedeutung

Im Allgemeinen wirken Zytokine auf autokrinem oder parakrinem, seltener auch auf endo-
krinem Weg iber einen spezifischen Rezeptor an der Zelloberfliche auf ihre Zielzellen
(Heinrich et al., 1998). Dort konnen sie das Zellwachstum stimulieren oder hemmen, die
Differenzierung regulieren, Chemotaxis induzieren und die Expression andere Zytokine
modulieren (Nash et al., 1999). Zytokine nehmen direkt oder indirekt tiber Regulationsme-
chanismen auch Einfluss auf Prozesse im weiblichen Reproduktionstrakt. So induzieren sie
das Wachstum, die Differenzierung und die Apoptose in vielen Zellen des menschlichen

Ovars und regulieren dort das Vorkommen von Lymphozyten, die wiederum selbst Zyto-

kine sezernieren (Nash et al., 1999).

LIF wurde zuerst als der Faktor beschrieben, der die Differenzierung von myeloischen
leukamischen Zellen einer Maus in Makrophagen induzierte (Gearing et al., 1987). LIF 16st

die Differenzierung bestimmter leukdmischer Zellen (Tomida et al., 1984) und die Prolife-
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ration himatopoetischer Stammzellen (Metcalf et al., 1990) aus. Zusitzlich besitzt der Fak-
tor ein breites Wirkungsspektrum auf viele unterschiedliche Organsysteme: LIF greift regu-
lierend in den Knochen -und Energichaushalt ein, inhibiert die Differenzierung embryona-
ler pluripotenter Stammzellen und wirkt modulierend auf das Hypothalamus-Hypophysen-
Ovar-System (Auernhammer, 2000). Auch im Serum von Patienten mit septischem Schock
oder in verschiedenen entziindlichen Transsudaten konnten erhdhte LIF- Spiegel nachge-
wiesen werden, wobei die genaue Wirkungsweise von LIF in der Pathogenese der Entziin-
dungsreaktion noch nicht vollstindig geklart ist (Waring et al., 1992). Anscheinend modu-
liert LIF dber die Synthese anderer Zytokine Entziindungsreaktionen und pathologische

Prozesse im menschlichen Koérper (Villiger et al., 1993).

Bei der Entstehung von Blutgefil3en werden zwei Mechanismen unterschieden: Die Angi-
ogenese, bei der sich Gefille aus bereits bestehendem Endothel heraus entwickeln, und die
Vaskulogenese, bei der Endothelzellen aus embryonalem Mesenchymgewebe differenzie-
ren und somit eine Gefillentwicklung de novo stattfindet (Ferrara, 1992). Beide Mecha-
nismen sind sowohl in die Entstehung des embryonalen Gefid3baums als auch in postnata-
le Neovaskularisationsvorginge involviert (Springer et al., 1998). VEGF spielt aufgrund
seiner Spezifitit zu Endothelzellen eine direkte Schlisselrolle in der Angiogenese (Leung et
al., 1989). Folglich ist VEGF auch in die Entwicklung des embryonalen Gefil3systems ein-
gebunden (Jakeman et al., 1993).

Daneben kann VEGF rasch eine erh6hte Permeabilitit von Kapillaren und Venolen indu-
zieren. Dieser Effekt wird unter anderem durch die schnelle Fenestrierung von zuvor ge-
schlossenen Epithelien erreicht (Roberts und Palade, 1995). In den Leukozyten und
Thrombozyten von Krebspatienten konnten erhohte VEGF- Konzentrationen nachgewie-
sen werden, was zu der Vermutung fithrt, dass VEGF auch bei der Angiogenese von Mali-

gnomen und bei Metastasierung eine bedeutsame Rolle spielt (Salven et al., 1999).

NO spielt sowohl als intra- und interzelluldrer Signalvermittler als auch als zytotoxisches
Effektormolekil eine wichtige Rolle (Knowles und Moncada, 1994). So wird NO bei-
spielsweise wihrend immunologischen Abwehrreaktionen vermehrt aus Makrophagen

freigesetzt (Moncada et al., 1991). In seiner Funktion als Signalvermittler wirkt NO tber



2 Einleitung 15

eine Aktivierung der Guanylatzyklase und daraus resultierend iiber eine Erhohung von
cGMP in der Zielzelle (Moncada, 1991). NO ist schon seit langem als Vasodilatator be-
kannt; es vermittelt die Relaxierung der glatten Muskelzellen in Gefilen wohl iber eine
Aktivierung der Guanylatzyklase (Gruetter et al., 1979). Aulerdem moduliert NO die An-
giogenese (Zische et al., 1994) und verhindert die Adhision von Thrombozyten am Endo-
thel (Radomski et al., 1987). Auch im Reproduktionstrakt wird NO exprimiert: Die hochs-
ten Konzentrationen von NO konnten in der Mitte des weiblichen Menstruationszyklus
gemessen werden; anscheinend ist NO in die spontane Ovulation involviert (Ekerhovd et
al., 2001). Fur die Reproduktivitit des Mannes ist NO ebenfalls von groler Bedeutung:
NO gilt als Mediator der mannlichen Erektion (Burnett et al., 1992)

2.4 Einfluss von Parametern der assistierten Reproduktion auf die Zytokin-

konzentration

Die Bedeutung der Zytokine als eventuelle prognostische Parameter fiir den Verlauf von
Programmen der assistierten Reproduktion wird in der Wissenschaft immer haufiger disku-
tiert. Gerade in der Follikelflissigkeit, die die Mikroumgebung der Eizelle darstellt, stellen
Zytokine wahrscheinlich eine Schlisselrolle im Wachstum und der Entwicklung der Oozy-
te dar (Vujisic und Zidovec, 2005). Auf diese Weise nehmen sie Einfluss auf Prozesse, die
sich auf Entstehung und Verlauf einer Schwangerschaft auswirken. Die Konzentrationen
verschiedener Zytokine in periovulatorischer Follikelflissigkeit weisen darauf hin, dass
auch die Ovulation von diesen Zytokinen moduliert wird (Biischer et al., 1999). Auch fur
die Implantation der Eizelle in den Uterus sind Zytokine von gro3er Bedeutung (Chard,
1995).Vor allem die Hypothese, dass gewisse Zytokine notwendig sind, um das Endo-
metrium auf die Einnistung der befruchteten Eizelle vorzubereiten (Sharkey, 1998), stellt

einen interessanten Ansatz fur die Reproduktionsforschung dar.

Die Relevanz von LIF gerade fir Vorginge in der Reproduktionsphysiologie wurde in vie-
len Untersuchungen nachgewiesen. Stewart et al. (1992) erkannten, dass Eizellen von Mau-
sen zwar befruchtet werden konnten, aber ihre Implantation in Abwesenheit von LIF nicht
moglich war. Weitere Forschungsergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass LIF fir die

embryonale Implantation von Bedeutung ist (Cullinan et al., 1996). Durch die Zugabe von
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rekombinantem LIF in das Medium von befruchteten Eizellen, die zuvor von Miusen ent-
nommen worden waren, konnten Fry et al. (1992) die Implantationsrate der Embryonen
erh6éhen. Auch fir die minnliche Fertilitit spielt LIF eventuell eine Rolle: In einer Unter-
suchung von Attar et al. (2003) konnte LIF die Motilitit von Spermien in vitro steigern

und ihre Ubetlebenszeit verlingern.

LIF scheint an der Pathogenese bestimmter Erkrankungen, die Ursache einer Sterilitdt sein
konnen, beteiligt zu sein. So injizierten Illera et al. (2000) Peritonealfltssigkeit von Endo-
metriose-Patientinnen in den Uterus von gesunden Miusen. Das Resultat war ein Abfall
der LIF- Expression im Endometrium der Maus. In der Follikelflissigkeit von Frauen, die
an dem Syndrom der Polyzystischen Ovarien (PCO-Syndrom) litten, waren die LIF-
Konzentrationen signifikant erniedrigt im Vergleich zu Patientinnen mit anderen Sterili-

tatsursachen (LLédée-Bataille et al., 2001).

Arici et al. (1997) wiesen einen Anstieg von LIF in der Follikelflussigkeit von Frauen nach,
nachdem ihnen exogenes HCG verabreicht worden war. Sie vermuteten, dass LIF regula-
torisch in die Ostrogensynthese der Follikelzellen involviert sei. Papageorgiou et al. (2002)
wiesen nach, dass erh6hte Estradiolwerte wahrend einer IVF-Behandlung die Anzahl und
die Qualitit der entnommenen Eizellen steigerten. Die erhShten Serumestradiolwerte wa-
ren mit einer Steigerung der Schwangerschaftsrate einhergegangen, dies allerdings nicht mit
statistischer Signifikanz. Anscheinend hat LIF somit tiber die Steroidhormonsynthese Ein-

fluss auf die Entwicklung der Fizelle.

VEGEF scheint vor allem in Vorgingen der Reproduktionsphysiologie, die mit einer hohen
Vaskularisationsrate einhergehen, von grof3er Bedeutung zu sein. Charnock- Jones et al.
(1993) berichteten iiber zyklusabhingig schwankende VEGF-Spiegel in Endometriumzel-
len. Auch in Zellen des Corpus Luteum, Thekazellen und Granulosazellen konnten
VEGEF- Konzentrationen gemessen werden, die mit der Follikelreife variierten. Diese Da-
ten fihrten zu der Annahme, dass die VEGF-Produktion tber die Steroidhormone regu-
liert wird (Shweiki et al., 1993). Moncayo et al. (1998) vermuteten, dass auch Gonadotropi-

ne Einfluss auf die Synthese von VEGF im Follikel nehmen wiirden. In einer Studie von
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Manau et al. (2000) korrelierten die VEGF-Konzentrationen in der Follikelflissigkeit dem-

entsprechend positiv mit der Menge von zuvor verabreichtem FSH.

VEGF konnte bereits bei Patientinnen unter IVF-Behandlungen in Follikelfliissigkeit in
hohen Konzentrationen nachgewiesen werden (Lee et al., 1997). Friedman et al. (1998)
stellten bei einer Studie im Rahmen eines IVF-Programmes fest, dass in der Follikelfltssig-
keit derjenigen Patientinnen, bei denen die Behandlung nicht in einer Schwangerschaft re-
sultierte, hhere VEGF-Spiegel nachweisbar waren als bei den Frauen, bei denen eine
Schwangerschaft festgestellt werden konnte. VEGF beeinflusst also anscheinend Prozesse,

die mit der Entstehung einer Schwangerschaft zusammenhingen, mal3geblich.

Auch versuchte man, ein bestimmtes Profil von VEGF im Follikel als charakteristischen
Marker fur verschiedene Sterilititsursachen zu finden. Erhohte Konzentrationen von
VEGT konnten Agrawal et al. (1998) im Serum von PCO-Patientinnen verglichen mit Da-
ten einer Kontrollgruppe nachweisen. Erniedrigte follikulire VEGF-Konzentrationen fan-

den Garrido et al. (2000) dagegen bei Patientinnen mit Endometriose.

Friedman et al. (1998) versuchten, die Konzentration von VEGF in Follikelflissigkeit mit
dem Alter der Patientinnen, die sich einer ovariellen Stimulation unterzogen hatten, in Be-
zug zu setzen. Dabei stellten sie héhere VEGF-Spiegel in der Gruppe der Frauen ilter als
38 Jahre im Vergleich zu den jiingeren Patientinnen fest. Durch diese Ergebnisse konnten
erhohte VEGF-Spiegel in Follikelflissigkeit mit reduziertem Reproduktionspotenzial von
Frauen in Zusammenhanggebracht werden. Manau et al. (2000) stellten ebenfalls eine posi-
tive Korrelation zwischen VEGF im Follikel und dem Alter der Patientinnen einer IVF-

Behandlung fest.

Van Voorhis et al. (1994) beschrieben den Nachweis von NO in menschlichen Granulosa-
zellen, das dort inhibitorisch auf die ovarielle Steroidhormonsynthese wirkte und somit
indirekt auch die Reifung und Entwicklung der Eizelle beeinflusste. Barroso et al. (1998)
postulierten, dass hohe NO-Konzentrationen sich negativ auf die Entwicklung von Emb-

ryonen in vitro wie auch auf die Einnistung des Embryos in vivo auswirken. NO konnte
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also eine Rolle in den Prozessen, die zu der Entstehung und Erhaltung einer Schwanger-

schaft fuhren, spielen.

Anteby et al (19906) berichten tiber eine positive Korrelation von follikulirem Nitrat bezie-
hungsweise Nitrit und der im Follikel gemessenen Konzentration von Ostradiol. Sie ver-

muteten einen Zusammenhang zwischen der Synthese von Steroidhormonen mit der Pro-

duktion von NO im Follikel.

Auch spielt NO wahrscheinlich in der Entstehung von Krankheiten, die mit Unfruchtbar-
keit assoziiert sind, eine Rolle. So waren die NO-Spiegel in einer Studie von Lee et al.
(2000) in den Follikelflissigkeiten von Frauen, die an Endometriose litten, signifikant ho-

her als in denen von gesunden Frauen.

2.5 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollen die im Folgenden naher beschriebenen Zytokine in Folli-
kelflussigkeits- und Serumproben nachgewiesen und auf einen eventuellen Zusammenhang

mit verschiedenen Parametern der assistierten Reproduktion untersucht werden.

Die Follikelflussigkeit sowie das Serum von Patientinnen, die sich zuvor im Rahmen eines
IVF(In Vitro Fertilisation)- bzw. ICSI (Intracytoplasmatic Sperm Injection)- Programmes
einer Follikelstimulation unterzogen hatten, wurden auf das Vorhandensein von Leukamia
Inhibitory Factor (LIF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Stickstoffmo-
noxid (NO; Nitric Oxide) untersucht. Uber den Vergleich der Konzentrationen dieser Fak-
toren in Serum und in Follikelflissigkeit sollte man Rickschliisse auf den méglichen Pro-
duktionsort derselben ziehen kénnen.

Weiteres Ziel der Untersuchung war es nun, zu prifen, ob zwischen den jeweils gemesse-
nen Konzentrationen von LIF, VEGF und NO und den verschiedenen angewandten Sti-
mulationsprotokollen (Behandlung mit HMG= Human Menopausal Gonadotropine,
FSH= Follikelstimulierendes Hormon oder mit einer Kombination aus HMG und FSH)

ein Zusammenhang bestand.
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Daneben wurde die Bezichung zwischen den Konzentrationen von LIF, VEGF und NO
und den unterschiedlichen Sterilititsursachen untersucht. Eine bestimmte Zytokinkonstel-
lation konnte mit einer bestimmten Erkrankung in Zusammenhang treten und somit als

diagnostischer Marker dienen.

Dartiberhinaus wurde versucht, die festgestellten Konzentrationen von LIF, VEGF und
NO beztiglich des Ergebnisses (Schwangerschaft oder Keine Schwangerschaft) der assis-
tierten Reproduktionsmal3inahme miteinander zu vergleichen, um so eventuell einen prog-

nostischen Faktor fiir das Erfolgen einer Schwangerschaft zu finden.

Letztendlich wurde ein Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientinnen und den je-
weils gemessenen Konzentrationen an LIF, VEGF und NO gesucht, um so eine Anderung

der Reproduktivitit mit dem Alter der Frauen wiederzuspiegeln.
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3.1 Patientinnenkollektiv und Gruppeneinteilung

3.1.1 Patientinnen

Es wurden insgesamt 75 Follikelfliissigkeits- und 75 Serumproben von Patientinnen untet-
sucht, die im Rahmen einer assistierten Reproduktionsmaf3nahme in der Homburger Uni-
versititsfrauenklinik behandelt wurden. 24 Frauen nahmen an dem IVF-Programm teil, 51
wurden mittels ICSI behandelt. Die Patientinnen waren zwischen 22 und 42 Jahre alt (34 +
4,7 Jahre). Alter, angewandtes Stimulationsprotokoll und Sterilititsdiagnose entstammen
der Patientenkartei der gynidkologischen Ambulanz der Universititsfrauenklinik. Die Daten

Uber die Anzahlen gewonnener, fertilisierter und geteilter Oozyten stammen aus der Do-

kumentation des IVEF/ICSI-Labors.

3.1.2 Einteilung der Patientinnen

Aufgrund verschiedener Gesichtspunkte konnten die Patientinnen in insgesamt fiinf unab-
hingigen Kategorien in Gruppen zusammengefasst werden. Diese umfassen das ange-
wandte Stimulationsprotokoll, den Erfolg der Reproduktionsmal3inahme, die Sterilitdtsétio-

logie, das Alter der Patientinnen und Anzahl der enthommenen Oozyten.

3.1.2.1 Stimulationsprotokoll

Das Patientengut wurde anhand des Stimulationsprotokolls in drei Gruppen unterteilt. Die
erste Gruppe (1) bestand aus 40 Patientinnen, deren Follikelreifung mit FSH ((follikelsti-
mulierendes Hormon), Gonal F s.c. (rekombinantes FSH) Serono, Unterschlei3heim,
Deutschland oder Fertinorm s.c. (hochgereinigtes FSH), Serono, Unterschleiheim,
Deutschland oder Puregon s.c. (rekombinantes FSH), Organon, Oberschlei3heim,
Deutschland) stimuliert wurde. In der zweiten Gruppe (2) wurde 10 Patientinnen HMG
((Humanes Menopausengonadotropin) Menogon i. m., Ferring, Kiel, Deutschland oder
Humegon i. m., Organon, OberschleiBheim, Deutschland) zur Stimulation appliziert.
Gruppe 3 besteht aus 25 Patientinnen, die mit einer Kombination aus HMG abends und

FSH morgens behandelt wurden. Bei allen Patientinnen wurde die Ovulation mit 10000
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LLE. HCG (Humanes Choriogonadotropin, Choragon i. m., Ferring, Kiel, Deutschland)

ausgelost.

3.1.2.2 Schwangerschaft

Eine weitere Einteilung der Patientinnen erfolgte nach dem Ergebnis der durchgefithrten
ReproduktionsmaB3nahme. 19 Frauen wurden nach Behandlung schwanger und bildeten
Gruppe A. Bei 56 Patientinnen konnte nach erfolgter Behandlung keine Schwangerschaft
nachgewiesen werden; diese Frauen wurden Gruppe B zugeteilt.

Zur Bestimmung der Schwangerschaft erfolgte 12 Tage nach erfolgreichem Embryotrans-
fer eine B-HCG-Messung im Serum. Eventuelle spiter stattgefundene Aborte wurden bei

der Einteilung der Patientinnen in die beiden Gruppen nicht berticksichtigt.

3.1.2.3 Sterilitit

Aufgrund der Atiologie der Sterilitit erfolgte eine Einteilung der Patientinnen in drei ver-
schiedene Gruppen. Gruppe I umfasste 17 Patientinnen, bei denen eine tubare Sterilitats-
ursache diagnostiziert wurde, Gruppe II 15 Patientinnen mit Endometriose, der Gruppe
IIT wurden insgesamt 43 Patientinnen zugeteilt, bei denen die Kinderlosigkeit durch andro-

logisch bedingter Sterilitit des Partners verursacht war.

3.2 Vorbereitung der Patientinnen (Ovarielle Stimulation)

Bei den Patientinnen dieser Studie wurde das weitgehend etablierte sogenannte lange Pro-
tokoll zur Follikelstimulation angewandt. Hierbei wird zunichst der hypothalamisch-
hypophysar-ovarielle Regelkreis durch eine 14-tigige intramuskulire Gabe von GnRH-
Analoga unterbrochen. GnRH-Rezeptoragonisten fihren zunichst zu einer vermehrten
hypophysaren FSH- (Follikelstimulierendes Hormon) und LH- (Luteinisierendes Hormon)
Ausschiittung.  Bei lingerer Anwendung kommt es jedoch zur Downregulation der
GnRH-Rezeptorendichte und folglich zu einer Verminderung der FSH- und LH-
Sekretion. Die Hypophyse wird durch die GnRH-Analoga desensitiviert , was eine gezielte

exogene HMG- bzw. FSH-Applikation erméglicht.
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Alle Patientinnen erhielten am 20.-23. Zyklustag des letzten Spontanzyklus eine GnRH-
Einlage (Zoladex, Zeneca, Plankstadt, Deutschland, oder Decapeptyl, Ferring, Kiel,
Deutschland). Kontrolluntersuchungen der Ovarien mittels Sonographie zur Beurteilung
eventuell entstandener Zysten und eine FSH- und Ostradiolmessung im Serum erfolgten
14 Tage nach Applikation der Einlage. Bei FSH-Konzentrationen < 2mU/ml und Ostra-
diolwerten < 30 bis 50 pg/ml wurde 4 Tage spiter mit der Gonadotropinstimulation be-
gonnen. In der Regel wurde etwa am 6. Tag der Stimulation eine sonographische Folliku-
lometrie durchgefiihrt, erneut das Ostradiol im Serum bestimmt und die weitere Dosierung
festgelegt. Waren sowohl eine ausreichende Anzahl von Follikeln sowie ein Leitfollikel >
18 mm vorhanden und lag der Ostradiolspiegel > 250 pg pro Follikel (> 16 mm), wurden
am gleichen Abend 10000 LLE. HCG (Human Chorionic Gonadotropine, Choragon 1. m.,
Ferring, Kiel, Deutschland) zur Ovulationsausésung verabreicht. Die Follikelpunktion zur
Gewinnung der Eizellen erfolgte 36 Stunden nach der HCG-Gabe. Bis zum eventuellen
Schwangerschaftsnachweis 12 Tage nach Punktion erhielten die Patientinnen zwei Mal
taglich 150 mg Progesteron in Form einer Vaginalkapsel. Der Schwangerschaftsnachweis
erfolgte 12 Tage nach durchgefiihrtem Embryonentransfer durch den Nachweis eines 3-
HCG- Anstiegs im Serum der Patientinnen. Die Schwangerschaft wurde im Falle eines

positiven Testergebnisses durch eine vaginale Sonographie bestatigt.

3.3 Materialgewinnung

3.3.1 Follikelfliissigkeit (FF)
Die aspirierten Asservate der einzelnen Follikel einer Patientin wurden gepoolt, um die
ovarielle Gesamtproduktion zu beurteilen, was nach Friedman (1997) mittlerweile als etab-
lierte Methode gilt. Die so erhaltene Follikelfliissigkeit wurde bei 3000 Umdrehungen pro
Minute fur 10 Minuten zentrifugiert und nach Abtragung des Zelliiberstands bei — 80°C bis

zur endgultigen Messung aufbewahrt. Es wurden nur klare, optisch blutfreie FF verwendet.

3.3.2 Serum (S)

Die venose Blutentnahme erfolgte morgens nach 12-stindiger Fastenperiode. Die Serum-

proben wurden innerhalb 30 Minuten nach Blutentnahme fir 10 Minuten zentrifugiert
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(3000 U/min.), um eine mogliche VEGF-Konzentrationserh6hung durch Blutplittchen
bei der Blutgerinnung zu minimieren (Banks et al., 1998). Bis zur endgiltigen Messung

wurden die Proben bei — 80 °C gelagert.

3.3.3 Sperma— Beurteilung und Priparation

Um die Chance auf eine erfolgreiche Befruchtung zu erhéhen, muss eine bestmogliche
Spermienqualitit gewihrleistet sein. Zu diesem Zweck fand eine Beurteilung und darauf-
folgende Priparation der Spermien statt. Das Ejakulat (entnommen nach drei- bis viertagi-
ger sexueller Abstinenz) wurde auf Verflissigungszeit, pH-Wert, Leukozytengehalt, Dichte
sowie auf Motilitdit und Morphologie der Spermien untersucht. Zusitzlich wurde der Eo-
sin-Test zur Unterscheidung zwischen unbeweglichen und toten Spermien, der hypoosmo-
tische Schwellungstest (HOS-Test) sowie der Mar-Test (Mixed Antiglobulin Reaction Test)

zum Nachweis von Spermienoberflichenantikérpern durchgefiihrt.

Die Spermapriparation durch verschiedene gingige Methoden (Swim-up, Percoll, Filtrati-
on mit Glaswolle etc.) hat zum Ziel, die reifen, morphologisch unauffilligen und bewegli-
chen Spermazellen von den amorphen, bewegungsarmen Spermien zu trennen und so

letztendlich eine gute Spermienqualitit zu gewihrtleisten (Hammadeh et al., 1997).

3.4 Assistierte Reproduktionstechniken

3.4.1 In-vitro Fertilisation (IVF)

Bei diesem Verfahren handelt es sich um eine Methode, bei der die menschliche Eizelle
auflerhalb des Mutterleibes befruchtet und anschlieBend wieder in den lebenden Organis-
mus eingesetzt wird. Dazu wurde zunichst unter operativen Bedingungen mit Hilfe der
Vaginalsonographie (Siemens Sono Line Prima mit Vaginalsonde und Punktionsnadel) der
Follikel punktiert. Durch Aspiration konnten sowohl Eizellen als auch die sie umgebende
Flussigkeit (Follikelfliissigkeit) entnommen werden. Die Eizellen wurden direkt nach Ent-

nahme von ihrem natiirlichen Umgebungsmedium getrennt und in ein physiologisches
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Nihrmedium (Ham’s F10 mit Humanalbumin) Gberfihrt und bei 37 °C und 5%iger CO,-
Begasung aufbewahrt. Im Labor wurde dem Nihrmedium zusitzlich 10% Patientenserum
zugefiihrt (Ham’s F + 10% Patientenserum, 37 °C, 5% COx -Begasung). Die so gelagerten
Oozyten wurden mit prapariertem Sperma (s.u.) inkubiert und nach 17-18 Stunden auf eine
erfolgte Zellteilung hin tberprift. Der Embryotransfer (ET) erfolgte im Vierzellstadium

ca. 48 Stunden nach Punktion

3.4.2 Intracytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI)

Die fir die ICSI benétigten Eizellen wurden unter denselben operativen Bedingungen ent-
nommen, wie sie fiir die IVF herrschten. Im Labor folgte jedoch vor Zugabe des Patien-
tenserums die Trennung der Kumuluszellen von der Eizelle mittels einer hyaluronidasehal-
tigen Losung (80 IU/ml). Nach Waschung und Einbettung im eigentlichen Nahrmedium
(Ham’s F + 10% Patientenserum, 37°C, 5% CO») wurde der Reifegrad der Oozyten mik-
roskopisch beurteilt. In Eizellen, die im Metaphase-11-Stadium vorlagen, wurden mit einem
Interphase-Differenzialmikroskop die vorher priparierten Spermien (s.0.) injiziert. Nach
erfolgreicher Injektion und wiederholter Waschung der Eizellen in Kulturmedium wurden
die Zellen bei 37 °C und 5% CO2 Begasung fir 18 bis 24 Stunden inkubiert. Befanden sich
die Zellen nach der Inkubationszeit im Vorkernstadium und war ein zweites Polkorper-
chen als Reifeparameter vorhanden, wurde die gesetzlich maximale Anzahl von drei be-
fruchteten Zellen bis zu einer Gesamtzeit von ca. 48 Stunden (nach Punktion) weiterinku-
biert. Die tiberschiissigen befruchteten Oozyten wurden gemill Embryonenschutzgesetz
entweder eingefroren oder ihre Kultur wurde abgebrochen. Die so erhaltenen Embryonen
(zwei bis vier Blastomere) wurden etwa 48 Stunden nach Punktion in den Mutteleib trans-

teriert (Hammadeh et al., 1996).

3.4.3 Wahl der Befruchtungsmethode

Der Kinderwunsch und somit die Einwilligung der Paare zur assistierten Fertilisation ist
die formale Grundlage fiir alle weiteren Mal3nahmen. Die oben erlduterte Spermienbeurtei-
lung stellt einen wichtigen Faktor zur Findung der optimalen Reproduktionsassistenz-

Methode dar.
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Ist das Spermiogramm normal (Ejakulatvolumen > 2ml; pH 7,2-7,4; Spermienkonzentrati-
on > 20 10°/ml; Gesamtspermienzahl im Ejakulat > 40 106; Motilitit > 50% progressiv; >
25% linear beweglich; Morphologie > 30% normal (WHO-Richtlinien 1992), Eosin-Test >
75% vitale Zellen, HOS-Test > 60% geschwollen, Leukozyten < 106 /ml, Mar-Test < 10
% anhaftende Partikel), wird zunachst eine intrauterine Insemination (IUI) versucht, da sie
ein schonendes Verfahren darstellt. Bleibt nach 4 bis 6 Versuchen die gewollte Schwanger-
schaft aus, wird einmalig eine IVF durchgefiihrt, bei weiterem Ausbleiben einer Schwan-

gerschaft wird eventuell eine ICSI vorgenommen.

Liegt eine tubare Sterilitit der Frau vor, schreitet man direkt zur in-vitro Fertilisation. Bei
minnlicher (andrologischer) Subfertilitit hingt die Reproduktionsmethode vom Schwere-

grad (Grad I-III) der Stérung ab (Hammadeh et al., 1999):

e Grad I: leichte Stérung (10-20 10¢ Spermien/ml, Motilitit 30-40 %, normale Mot-
phologie 16-20%): 6-mal IUI, einmalig IVF, dann ICSI.

e Grad II: mittlere Stérung (5-10 106 Spermien/ml, Motilitat 20-30 %, normale Mot-
phologie 10-16%): 3-mal IUI, einmalig IVF, dann ICSI.

e Grad III: schwere Storung (0-5 106 Spermien/ml, Motilitit 0-20 %, normale Mot-
phologie 0-10%): ICSI und je nach Fertilititsstorung eine eventuelle Hoden- bzw.

Nebenhodenbiopsie

3.5 Messung von LIF, VEGF und NO in Follikelfliissigkeit und Serum

3.5.1 Untersuchungsmethode

LIF, VEGF und NO Konzentrationen in Follikelflissigkeit und Serum wurden mit Hilfe
von im Handel erhiltlichen Kits (R&D Systems, Minneapolis, USA - Quantikine Human
LIF Immunoassay, Quantikine Human VEGF Immunoassay, Total Nitric Oxide Assay) im
enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) (VEGF und LIF) bzw. mittels Griess Reak-
tion (NO) gemessen. Die Follikelflissigkeit wurde nach Entnahme zentrifugiert (10 Minu-

ten bei 3000 U/min), der Uberstand abpipettiert und bei — 20 °C bis zur Messung gelagert.
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Die Serumproben wurden nach Entnahme innerhalb von 30 Minuten zentrifugiert (s.o.)
und bis zur Messung bei — 20 °C gelagert. Es wurden Doppelmessungen von jedem Para-

meter durchgefithrt und der Mittelwert aus beiden Werten gebildet.

3.5.2 ELISA: Prinzip der Technik

Bei den Assays zur Messung von LIF und VEGF wurde die quantitative Sandwich-Enzym-
Immunoassay Methode verwendet. Ein monoklonaler Antikérper fir den entsprechenden
Parameter wurde an die Oberfliche einer 96-Loch-Mikrotiterplatte gebunden. Standards
bekannter Konzentration von LIF und VEGF und die Proben wurden auf die Platte aufge-
tragen. Waren die zu bestimmenden Zytokine vorhanden, bildeten sie mit den immobili-
sierten Antikorpern auf der Platte Immunkomplexe. Nach entsprechender Inkubation und
nachdem alle ungebundenen Substanzen ausgewaschen wurden, kam ein fir LIF bzw.
VEGEF spezifischer, polyklonaler an ein Enzym gebundener Antikérper hinzu. Diese Kon-
jugat-Losung hatte sich an alle vorhandenen LIF- bzw. VEGF-Molekiile gebunden. Nach
erneuter Inkubation und Waschung, die durchgefiihrt wurde, um ungebundene enzymbe-
ladene Antikorper zu eliminieren, wurde eine Substratlosung aufgetragen. Alle LIF- bzw.
VEGF- Molekiile, die sich wihrend des Inkubierens sowohl an den auf der Mikrotiterplat-
te verankerten Antikérper als auch den polyklonalen, Meerrettich-gekoppelten, freien An-
tikorper gebunden hatten, reagierten mit der Substratlosung. Darauthin lief eine Farbreak-
tion proportional zu der urspringlich gebundenen LIF- bzw. VEGF-Konzentration ab.
Diese Farbreaktion wurde gestoppt und der Farbumschlag photometrisch bei 450 nm be-

stimmt.

3.5.3 Bestimmung von LIF mittels ELISA

96 Loch Mikrotiterplatte mit spezifischem Antikérper gegen LIF beschichtet

+ 50 ul Assay-Verdiinner RD1D pro Vertiefung (pro V.) der Platte

+ 200 pl Standard* oder Probe pro V.

— Platte abdecken und 2 Stunden Inkubation bei 37 °C

— 3 Waschginge mit Waschpuffer

+ 200 pl Konjugat-Losung (polyklonaler LIF Antikorper an Meerrettich) pro V.

— 2 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur
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— 3 Waschginge mit Waschpuffer

+ 200 pl Substrat-Losung (jeweils gleiche Anteile Wasserstoffperoxid und Tetramethyl-
benzidin) pro V.

— 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur, lichtgeschiitzt

+ 50 pl Stopp-Losung (2 N Schwefelsaure) pro V.

— Messung der optischen Dichte bei 450 nm innerhalb 30 Minuten (A Korrektur bei 540
nm)

* Standardverdiinnungsteihe von 0 bis 2000 pg/ml aus rekombinantem hLIF

3.5.4 Bestimmung von VEGF mittels ELISA

96-Loch-Mikrotiterplatte mit spezifischem Antikorper gegen VEGF beschichtet

+ 100 pl Assay-Verdunner RD1W pro Vertiefung (pro V.) der Platte

+ 100 pl Standard* oder Probe pro V.

— Inkubation fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur

— 3 Waschginge mit Waschpuffer

+ 200 pl Konjugat-Losung (polyklonaler Antikérper gegen VEGE an Meerrettich) pro V.
— Inkubation fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur

— 3 Waschginge mit Waschpuffer

+ 200 pl Substrat-Losung (jeweils gleiche Anteile Wasserstoffperoxid und Tetramethyl-
benzidin) pro V.

— Inkubation fiir 25 Minuten bei Raumtemperatur

+ 50 ul Stopp-Lésung (2 N Schwefelsaure) pro V.

— Messung der optischen Dichte bei 450 nm innerhalb 30 Minuten (A Korrektur bei 540
nm)

* Standardverdiinnungsreihe von 0 bis 2000 pg/ml aus rekombinantem hVEGF165

3.5.5 Bestimmung von NO mittels Griess-Reaktion
Stickstoffmonoxid (NO), eine dullerst flichtige Substanz im menschlichen Organismus,
wird zum grofiten Teil zu Nitrit (NO2) und Nitrat (NO3") oxidiert, was eine quantitative

Bestimmung der NO-Produktion mit Hilfe dieser Anionen erméglicht. Wurde NOs3- zu
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NO2 konvertiert, kann die spektrophotometrische Messung von NO> mit Hilfe der

Griess- Reaktion durchgeftihrt werden.

H+
NO + Oy — ONOyr — NOs» + Hf
H20O
ZNO + Oz —  N2Og4 — NO2> + NOs + 2H*
H20

NO + NO»y —» NOs —  2NOz + 2NOy + 2H*

NO wurde durch Messung der Gesamtkonzentration von Nitrat und Nitrit in der Probe
bestimmt. Bei dem hier verwendeten Assay von R&D Systems (Total Nitric Oxide Assay)
wurde die Umwandlung von Nitrat zu Nitrit mit Hilfe des Enzyms Nitratreduktase er-
reicht. Dieser Umwandlungsreaktion folgte eine farbabhiangige Messung von Nitrit als ein
Azofarbstoff-Produkt der Griess-Reaktion. Die Griess-Reaktion lauft in zwei Diazotie-
rungsschritten ab, wobei aus azidifiertem NO> ein nitrosatierendes Zwischenprodukt ent-
steht, welches wiederum mit Sulfanilsdure reagiert und das Diazonium-Ion hervorbringt.
Dieses Ion wurde dann mit N-(1-naphthyl)-ethylendiamin gekoppelt, um das chromophore

Azoderivat zu formen, welches Licht bei 540 nm absorbiert.

Detailliertes Assayprotokoll fiir NO:
96-Loch Mikrotiterplatte
+ entweder 50 pl Reaktionspuffer in die Nullstandard-Vertiefung
oder 50 pl Nitratstandard* oder Probe# in die jeweilige Vertiefung
oder 200 pl Reaktionspuffer in die Gbrigen (leeren)Vertiefungen
+ 25 ul NADH in alle Standard- und Proben-Vertiefungen (hier pro V.)
+ 25 pl Nitratreduktase pro V.
— Inkubation fiir 30 Minuten bei 37 Grad Celsiu
+ 50 pl Griess Reagenz I (Sulfanilamid in 2N Hydrochlorsiure) pro V.
+ 50 pl Griess Reagenz II (N-(1-naphthyl)-ethylendiamin in 2N Hydrochlorsdure) pro V.
— Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur

— photometrische Bestimmung der optischen Dichte bei 540 nm



3 Material und Methoden 30

* Standardverdinnungstreihe von 0 bis 100 pmol/1

# die Proben wurden im Verhiltnis 1:1 mit Reaktionspuffer verdinnt.

3.5.6 ELISA: Auswertung

Alle Werte wurden doppelt bestimmt; der Mittelwert wurde gebildet und die optische
Dichte des Nullstandards wurde abgezogen. Die Extinktionen der Standardreihen wurden
gegen die Standardkonzentrationen aufgetragen, um eine Standardkurve zu erstellen. Die
gemessenen Extinktionen der Proben wurden mit der Standardkurve verglichen und die

Parameterkonzentration bestimmt. Pro Kit wurde jeweils eine Standardkurve erstellt.

3.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde SPSS fir Windows eingesetzt.

3.6.1 Statistische Tests

Zunichst wurden die Daten auf Normalverteilung untersucht (Kolmogorov-Smirnov-
Test). Dabei wurde die eine Normalverteilung angenommen, wenn 68% der Werte inner-
halb einer Standardabweichung (SD) lagen, 95% innerhalb 2 SD und 99,7% der Daten in-
nerhalb von 3 SD. Es erfolgte eine Varianzanalyse der Daten mittels einfaktorieller
ANOVA. Lag keine Normalverteilung der Daten vor, erfolgte die Auswertung mittels
nicht-parametrischer Tests (Kruskal-Wallis Test zum Vergleich mehrerer Variablen, Mann-
Whitney-U-Test zum Vergleich von zwei Variablen und T-Test fiir unverbundene Stich-

proben). P-Werte kleiner 0,05 galten als statistisch signifikant.

3.6.2 Grafiken

Die grafische Darstellung der erhobenen Daten erfolgte mittels Histogrammen, Punktwol-
ken und Boxplots. Letztere wurden zur Darstellung der verschiedenen Zytokine in Abhin-
gigkeit von Alter, Stimulationsprotokoll, Diagnose, Schwangerschaft und gewonnener Oo-
zytenzahl verwendet. Dabei markieren die Kastengrenzen und Teilungslinien das 25%

Quartil, das 50%-Quartil (Median) und das 75%-Quartil. Die 1,5 Interquantilspannbreite
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wurde von den an den Kasten grenzenden Linien markiert. Ausreiller auB3erhalb dieser 1,5

Interquantilspannbreite sind durch Punkte bzw. Kreise dargestellt.

3.6.3 Korrelationen

Zur Berechnung statistisch signifikanter Korrelationen wurde der Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient verwendet. Eine statistisch relevante Korrelation lag dann vor,

wenn der Betrag des Korrelationskoeffizienten (r) gréBer 0,7 war.
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4.1 LIF, VEGF und NO in Follikelfliissigkeit (FF)

Leukaemia Inhibitory Factor (LIF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)und
Stickstoffmonoxid (NO) konnten in allen 75 untersuchten Follikelflissigkeiten nachgewie-

sen werden.

4.1.1 Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) in FF

Die gemessenen LIF-Werte lagen zwischen 12,4 pg/ml und 115,0 pg/ml, der Mittelwert
betrug 47,2 pg/ml £ 20,7 pg/ml. 50 % der Werte lagen zwischen 31,8 pg/ml und 53,5
pg/ml. Der Median lag bei 43,5 pg/ml. Abbildung 3 zeigt, dass die Daten normalverteilt

sind.
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Abb.3: Histogramm LIF.Konzentration in FF

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die berechneten statistischen Mazahlen:

Tabelle 1:LIF in Follikelfliissigkeit
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n=75

Mini-

mum

Maxi- Mittel- Standard- Perzentile

mum wert abweichung | 25%

50%=Median | 75%

LIF-

(pg/ml)

Konzentration | 12 4

bl

115,0 47,2 20,7 31,8

b b bl

435 535

b

4.1.2 LIF-Konzentration (FF) und Alter

Es wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen Alter der Patientinnen und der

LIF-Konzentration in der FF bestand. Es wurde keine statistisch signifikante Korrelation

gefunden (Korrelationskoeffizient r=0,017, p=0,88).
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Abb. 4: Punktwolke LIF-Verteilung und Alter
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4.1.3 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) in FF

VEGTF wurde in allen untersuchten Follikelflissigkeiten nachgewiesen. Die meisten Werte

lagen zwischen 1727,4 pg/ml und 4505,7 pg/ml (bis auf 3 deutlich niedrigere Werte, s.
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Abb.5), 50 % der gemessenen Konzentrationen lagen zwischen 2895,2 pg/ml und 4097,7
pg/ml. Der Mittelwert betrug 3370,6 £ 895,8 pg/ml, der Median lag bei 3610,9 pg/ml.

Auch die VEGF-Konzentrationen in der Follikelflissigkeit sind nicht normalverteilt.
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Abb. 5: Histogramm VEGF-Verteilung

Mean = 3370,7535
Std. Dev. = 895,84437

Die berechneten statistischen Mal3zahlen werden in Tabelle 2 dargestellt:
Tab. 2:VEGF in Follikelflussigkeit

n=75 Mini- Maxi- Mittel- Standard- Perzentile
. 25% 50%=Median | 75%
mum mum wert abweichung
VEGFE-
Konzentration | 473,1 4505,7 3370,8 895,8 2895,2 3610,9 4097,7
(pg/ml)

4.1.4 VEGF-Konzentration (FF) und Alter
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Es wurde untersucht, ob ein statistischer Zusammenhang zwischen der VEGF-
Konzentration in Follikelflissigkeit und dem Alter der Patientinnen bestand. Eine statis-
tisch relevante Korrelation konnte nicht festgestellt werden. (Korrelationskoeffizient

£=0,259; p=0,052)
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Abb. 6: Punktwolke VEGF-Konzentration und Alter

4.1.5 Stickstoffmonoxid (NO) in FF

NO wurde in allen 75 Follikelfliissigkeiten nachgewiesen. Der Mittelwert betrug 40,9
umol/l + 11,2 umol/l, der Median 38,5 umol/l. 50% der Werte lagen zwischen 34,5
umol/1l und 44,8 umol/l. Bis auf einen Extremwert (AusteiBer s. Abb. 7) lagen alle Werte
zwischen 22,4 umol/1 und 65,9 umol/l. Fir NO in FF lag keine Normalverteilung vor.



4 Ergebnisse

37

Anzahl der Patientinnen

Histogramm

30—

25—

20—

154

10—

N=75

0 T

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

NO in FF [umol/l]

Abb. 7: Histogramm NO-Verteilung in FF

Mean = 40,8754
Std. Dev. =

11,17777

In Tabelle 3 sind die mal3geblichen statistischen Mal3zahlen dargestellt. Der Ausreil3er

wurde bei den statistischen Berechnungen nicht beriicksichtigt.

Tab. 3: NO in Follikelfliissigkeit

n=74 Mini- Maxi- Mittel- Standard- Perzentile
. 25% 50%=Median | 75%
mum mum wert abweichung
NO-
Konzentration | 22,4 65,9 409 11,2 345 38,5 448
(wmol/1)




4 Ergebnisse

38

4.1.6 NO-Konzentration (FF) und Alter

Auch bei Stickstoffmonoxid wurde tUberprift, ob ein statistischer Zusammenhang zum

Alter der Patientinnen bestand. Es konnte keine statistisch signifikante Korrelation gefun-

den werden. (Korrelationskoetfizient r=0,024; p=0,84).
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Abb. 8: Punktwolke NO-Altersverteilung

Abb. 8 zeigt, dass kein Zusammenhang zum Alter besteht.

4.2 LIF, VEGF und NO im Serum (S)

Leukaemia inhibitory factor (LIF) wurde in 33 Patientenseren gefunden, Vascular Endo-

thelial Growth Factor (VEGF) und Stickstoffmonoxid (NO) in allen 75 untersuchten Se-

rumproben der IVF/ICSI-Patientinnen.

4.2.1 LIF im Serum

LIF konnte in 33 von 75 Fillen im Serum der Patientinnen nachgewiesen werden. Der

Mittelwert betrug 3,3 pg/ml + 2.4 pg/ml, der Median lag bei 2,9 pg/ml. 50% der Werte
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lagen zwischen 1,6 pg/ml und 4,1 pg/ml. Abgesehen von 3 AusteiBlern (Abb. 9) lagen alle
Werte zwischen 1,6 pg/ml und 5,2 pg/ml. Bei den gemessenen LIF-Konzentrationen im

Serum lag keine Normalverteilung vor.
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Abb.9: Histogramm LIF-Konzentration im Serum

Die nachfolgende Tabelle zeigt die errechneten Daten im Uberblick.

Tab. 4: LIF im Serum

n=33 Mini- Maxi- Mittel- Standard- Perzentile

25% 50%=Median | 75%

mum mum wert abweichung

LIF-

Konzentration | 1,6 11,3 3,3 2,4 1,7

, 2.9 41
(pg/ml)
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4.2.2 LIF-Konzentration (S) und Alter

Es wurde kontrolliert, ob zwischen dem Alter der Patientinnen und der gemessen LIF-
Konzentration im Serum ein statistischer Zusammenhang besteht. Eine statistisch signifi-
kante Korrelation konnte nicht festgestellt werden. (Korrelationskoeffizient r=-0,213;

p=0,24).

12+

10—

Serum LIF-Konzentration [pg/ml]
T

o
4 o o o o oo
o o oo o © o o
2_
o o o oo @ o000 oo o
0_
T T T T T
25 30 35 40 45
Alter [Jahre]

Abb. 10: Punktwolke LIF-Verteilung im Serum

Es ist zu erkennen, dass kein statistischer Zusammenhang mit dem Alter besteht.

4.2.3 VEGF im Serum

VEGFT konnte in allen untersuchten Serumproben nachgewiesen werden. Der Mittelwert
der VEGF-Konzentrationen lag bei 370,8 pg/ml £ 175,7 pg/ml, der Median bei 330,3
pg/ml. 50% der Werte lagen zwischen 253,9 pg/ml und 461,8 pg/ml.
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Abb. 11: Histogramm VEGF-Konzentration im Serum

Im Folgenden sind die errechneten statistischen Mal3zahlen tabellarisch dargestellt.

Tab. 5: VEGF im Serum

n=75 Mini- Maxi- Mittel- Standard- Perzentile
. 25% 50%=Median | 75%
mum mum wert abweichung
VEGEF-
Konzentration | 103,2 817,6 370,8 175,7 2539 330,3 461,8
(pg/ml)

4.2.4 VEGF-Konzentration (S) und Alter

Es wurde kontrolliert, ob ein statistischer Zusammenhang zwischen Alter der Patientinnen
und der gemessenen VEGF-Konzentration im Serum besteht.
Es ergab sich keine statistisch signifikante Korrelation (Korrelationskoeffizient r=0,118;

p=0,32).
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Abb. 12: Punktwolke VEGF-Verteilung im Serum

Es ist zu sehen, dass kein statistischer Zusammenhang mit dem Alter besteht.

4.2.5 Stickstoffmonoxid (NO) im Serum

NO konnte in allen 75 Serumproben nachgewiesen werden. Der Mittelwert der gemesse-

nen Konzentrationen betrug 36,7 umol/1 + 17,1 umol/l. Der Median lag bei 31,6 pmol/],

50 % der Werte lagen im Bereich zwischen 24,3 umol/1 und 43,1 umol/l.
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Abb. 13: Histogramm NO-Konzentration
Tabelle 6 fasst die errechneten Statistiken zusammen.
Tab. 6: NO im Serum
n=75 Mini- Maxi- Mittel- Standard- Perzentile
. 25% 50%=Median | 75%
mum mum wert abweichung
NO-
Konzentration | 16,8 100 36,7 171 243 31,6 431
(wmol/1)

4.2.6 NO-Konzentration (S) und Alter

Die Untersuchung uber einen

statistischen Zusammenhang zwischen der NO-

Konzentration im Serum und dem Alter der Patientinnen ergab keine statistisch relevante

Korrelation (Korrelationskoeftizient r=0,108; p=0,35).
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Abb. 14Punktwolke NO-Verteilung im Serum

Es ist zu erkennen, dass kein Zusammenhang mit dem Alter besteht.

4.3 Untersuchung des Einflusses der LIF-, VEGF- und NO-Konzentration
auf das Eintreten einer Schwangerschaft

Ein Ziel dieser Studie bestand darin, eine mogliche Abhingigkeit zwischen LIF-, VEGF-

oder NO-Konzentration in priaovulatorischer Follikelflissigkeit oder im Serum und dem

Eintreten einer Schwangerschaft festzustellen. Diesbeziiglich wurde das Patientenkollektiv

in Gruppe A (Schwanger, n=19) und Gruppe B (Nicht-Schwanger, n=506) eingeteilt. Im

folgenden Kapitel werden die gewonnenen Ergebnisse dargestellt.

4.3.1 Einfluss der LIF-,VEGF- und NO-Konzentration in der Follikelfliissigkeit auf das

Eintreten einer Schwangerschaft

Zunichst werden die Ergebnisse der Zytokinkonzentrationen in Follikelflissigkeit im Ver-

gleich mit dem Erfolg der Behandlung (Schwanger oder Nicht-Schwanger) dargestellt.
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4.3.1.1 LIF-Konzentration in FF und Schwangerschaft

Die gemessenen Daten zeigen, dal3 die LIF-Konzentration in den Follikelflissigkeiten von
Patientinnen, die schwanger wurden, hoher war (Median 47,5 pg/ml) als bei Patientinnen,
bei denen keine Schwangerschaft eingetreten war (Median 40,9 pg/ml).

Ein statistisch signifikanter Unterschied bestand nicht (p=0,367).

120
100
[e]

IS o
=
o
2 80
LL
LL
£
c
2 60
=
©
=
=
c
(&) P
N
c
o 40 —
X
£
—

20—

0_

I I
Schwanger Nicht Schwanger

Schwangerschaft

Abb. 15: Boxplot LIF-Konzentration in FF / Schwangerschaft
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Die folgende Tabelle enthilt die errechneten Daten im Uberblick:

Tab. 7: Zusammenhang zwischen LIF-Konzentrationen in FF und dem Ergebnis der Re-

produktionsmalinahme

LIF- Mini- |Maxi- | Mittel- |Standard- Perzentile

Konzentration in|n=7 |mum |mum |wert abweichung 257 | SWt=tiledte, | 5%
FF [pg/ml]

Gruppe A

(schwanger) 19 129,6 |86,5 50,9 17,3 36,2 | 47,5 04,2
Gruppe B

(nicht schw.) 50 12,4 1150 |45)9 21,8 31,8 [ 40,9 53,5

4.3.1.2 VEGF-Konzentration in FF und Schwangerschaft

Die VEGF-Konzentrationen in den FFs der schwanger gewordenen Patientinnen lagen
niedriger (Median 3564,9 pg/ml), als bei den Patientinnen, die nicht schwanger geworden
waten (Median 3615,2 pg/ml). Die beobachteten Unterschiede erwiesen sich als statistisch

nicht signifikant (p=0,97).
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Abb. 16: Boxplot VEGF-Konzentration in FF / Schwangerschaft

Tabelle 8 zeigt die relevanten statistischen Maf3zahlen der beiden Gruppen im Uberblick:

Tab.8:Zusammenhang zwischen VEGF-Konzentrationen in FF und dem Ergebnis der

Reproduktionsmalinahme

VEGF- Mini- | Maxi- | Mittel- | Standard- Perzentile

Konzentration |n=7 |mum |mum |wert |abweichung |25% |50%=Median |75%
in FF [pg/ml] |5

Gruppe A

(schwanger) 19 |473,4 |4505,7 |3378,5 |984,6 2923,8 |3564,9 4161,3
Gruppe B

(nicht schw.) 56 |704,3 [4399,1 |3368,1 |873,2 2877,3 |3615,2 4090,7
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4.3.1.3 NO-Konzentration in FF und Schwangerschaft

Die gemessenen Konzentrationen von Stickstoffmonoxid in der Schwangeren-Gruppe
(Median 39,3 umol/l) unterschieden sich kaum von denen der Nicht-Schwangeren-Gruppe
(Median 38,3 umol/l). Auch weitere statistische Untersuchungen lieBen keine Zusammen-
hinge der NO-Konzentration mit einer erfolgten oder nicht erfolgten Schwangerschaft

erkennen (p=0,501).
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Abb. 17: Boxplot NO-Konzentration in FF / Schwangerschaft
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Tabelle 9 stellt die erhobenen statistischen MafB3zahlen im Uberblick dar.

Tab.9:Zusammenhang zwischen NO-Konzentrationen in FF und dem Ergebnis der Re-

produktionsmal3inahme

NO- Mini-mum Maxi- Mittel- Standard- Perzentile

Konzentration |n mum wert abweichung e 0% 1ol
in FE [umol/I] ~ il
Gruppe A

(schwanger) 19 130,74 100 424 15,4 34,7 39,3 43,0
Gruppe B

(nicht schw.) 56 (22,4 65,9 40,4 9,5 34,5 38,3 454

4.3.2 Einfluss der LIF-,VEGF- und NO-Konzentration im Serum auf Eintreten einer

Schwangerschaft

Im folgenden Kapitel wurden die Zytokinkonzentrationen im Serum hinsichtlich des Er-

gebnisses der IVF/ICSI-Behandlung (Schwanger/Nicht-Schwanger) verglichen.

4.3.2.1 Serum LIF-Konzentration und Schwangerschaft
Die LIF-Werte in Gruppe A (Schwanger) lagen hoher (4,1 + 3,6 pg/ml) als in Gruppe B

(Nicht-Schwangere) (3,1 £ 2,0 pg/ml). Allerdings sind die beobachteten Unterschiede
nicht statistisch signifikant (p=0,341).
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Abb. 18: Boxplot LIF im Serum / Schwangerschaft

Die relevanten MaBzahlen im Uberblick:

Tab. 10:Zusammenhang zwischen LIF-Konzentrationen im Serum und dem Ergebnis der

Reproduktionsmalinahme

LIF- Mini- |Maxi- | Mittel- |Standard- | Perzentile

Konzentration |n=33 |Mum |mum |wert abweichung = i 1R
in'S [pg/ml] =Median
Gruppe A

(schwanger) 6 1,6 11,4 4.1 3,6 2,6 2.9 5,0
Gruppe B

(nicht schw.) 27 1,6 9,4 3,1 2,0 1,6 29 4,1
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4.3.2.2 VEGF in Serum und Schwangerschaft

Die Serumkonzentrationen von VEGF waren in der Gruppe der Schwangeren niedriger
(Median 324,6 pg/ml), als die in der Nicht-Schwangeren-Gruppe (Median 3454 pg/ml).

Die beobachteten Unterschiede erwiesen sich als statistisch nicht signifikant (p=0,183).
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Abb. 19: Boxplot VEGF im Serum und Schwangerschaft
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In der folgenden Tabelle sind die erhobenen Statistiken zusammengefasst:

Tab. 11: Zusammenhang zwischen VEGF-Konzentrationen im Serum und dem Ergebnis

der Reproduktionsmaf3nahme

VEGF- Mini- |Maxi- |Mittel- |Standard- | Perzentile

Konzentration |n=75 |mum mum | wert abweichung e 2% 1
in S[pg/ml] =Median
Gruppe A

(schwanger) 19 103,2 [800,2 |324,2 |157,1 2152 324.6 418,6
Gruppe B

(nicht schw.) 56 118,9 |817,6 |386,6 |180,1 259,0 345,4 552,8

4.3.2.3 NO im Serum und Schwangerschaft

Der Mittelwert der NO-Konzentrationen im Serum von Gruppe A unterschied sich kaum

von dem in Gruppe B (38,4 = 19,3 umol/l zu 36,2 £ 16,4 umol/l). Fur NO im Serum

konnte zwischen Gruppe A und Gruppe B kein statistisch signifikanter Zusammenhang

festgestellt werden (p=0,628).
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Abb. 20: Boxplot NO-Konzentration im Serum / Schwangerschaft
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Im Folgenden ein Uberblick iiber die NO-Konzentrationen im Serum beider Gruppen:

Tab. 12: Zusammenhang zwischen NO-Konzentrationen im Serum und dem Ergebnis der

Reproduktionsmal3nahme

NO- Mini- | Maxi- | Mittel- Standard- | Perzentile

Konzentration |[n=75 | mum mum | wert abweichung L 0% 1ol
S [mo/] el
Gruppe A

(schwanger) 19 16,8 100,0 |38,4 19,3 241 40,8 45,3
Gruppe B

(nicht schw.) 56 18,5 88,6 36,2 16,4 243 20,8 42,6

4.3.3 Vergleich der Zytokinkonzentrationen in Follikelflissigkeit (FF) und Serum (S)

Es wurde untersucht, ob ein statistischer Zusammenhang der Konzentrationen von LIF,
VEGF oder NO in priovulatorischer Follikelfliissigkeit und Serum innerhalb der beiden
Gruppen Schwanger oder Nicht-Schwanger besteht.

4.3.3.1 Vergleich der Zytokinkonzentrationen in FF und S in der Schwangeren-Gruppe

Die Konzentration in der priaovulatorischen Follikelflissigkeit von LIF und VEGF waren
signifikant hoher als die entsprechenden Serumkonzentrationen (siche Tabelle 13). Fir
NO konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Follikelfliissigkeit- und Se-

rumkonzentration festgestellt werden.

Tab. 13: Zytokinkonzentrationen in Serum und FF in der Gruppe der schwanger gewor-

denen Frauen

n=19 Konzentration in FF | Konzentration in S p-Wert

LIF [pg/ml] 50,9 £ 17,3 41+ 36 p<0,001
VEGF [pg/ml] 3378,5 = 984,6 3242 + 1571 p<0,001
NO [umol/I] 424+ 154 38,4 £ 19,29 p=0,183
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4.3.3.2 Vergleich der Zytokinkonzentrationen in FF und S in der Nicht-Schwangeren-

Gruppe

Auch in der Nicht-Schwangeren Gruppe waren die Konzentrationen von LIF und VEGF

signifikant hoher in der Follikelflissigkeit als im Serum. Die NO-Konzentration in FF er-

wies sich ebenfalls als signifikant hoher als die im Serum.

Tab.14: Zytokinkonzentrationen in Serum und FF in der Gruppe der nicht schwanger ge-

wordenen Frauen

n=56 Konzentration in FF | Konzentration in S p-Wert

LIF [pg/ml] 459 + 21,8 3,1£ 20 p<0,001
VEGF [pg/ml] 3368,1 = 873,2 386,6 £ 180,1 p<0,001
NO [umol/I] 40,4+ 9,5 36,2+ 16,4 p=0,026

In den folgenden Abbildungen sind die Konzentrationen der einzelnen Parameter im Ver-

gleich zwischen Serum (blau) und Follikelflissigkeit (grin) aufgetragen.
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Abb. 21: Vergleich der LIF-Konzentration Serum zu FF der beiden Gruppen
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Abb. 23: Vergleich der NO-Konzentration Serum zu FF der beiden Gruppen
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4.4. Untersuchung des Einflusses des Stimulationsprotokolls auf die LIF-,
VEGF- und NO-Konzentration

Bei den Patientinnen, die an der IVF/ICSI Prozedur teilnahmen, wurden drei verschiede
Stimulationsprotokolle (FSH, HMG, HMG/FSH) angewandt. Um die Zusammenhinge
zu untersuchen, wurden die Patientinnen in Gruppe (1) (FSH), Gruppe (2) (HMG) und
Gruppe (3) (HMG/FSH) eingeteilt. Es war ein Ziel dieser Studie festzustellen, ob die ver-
schiedenen Stimulationsprotokolle die LIF-; VEGF- oder NO-Konzentrationen in priovu-
latorischer FF oder im Serum unterschiedlich beeinflussen. Im folgenden Kapitel werden
die Ergebnisse kurz beschrieben und anhand von Tabellen und Grafiken (Boxplots) darge-

stellt.

4.4.1 Untersuchung des Einflusses des Stimulationsprotokolls auf die LIF-, VEGF- und

NO-Konzentration in priaovulatorischer Follikelfliissigkeit

Es wurde untersucht, ob das Stimulationsprotokoll Einfluss auf die Zytokinkonzentratio-

nen in der FF nimmt.

4.4.1.1 LIF (FF) und Stimulationsprotokoll
Die LIF-Verteilung in den einzelnen Gruppen lie3 keine bedeutsamen Unterschiede er-
kennen (s. Abb. 24).Der Mittelwert von LIF in Gruppe (1) betrug 44,9 £+ 20,7 pg/ml, fir
Gruppe (2) 44,6 + 11,6 pg/ml und in Gruppe (3) 51,9 + 23,2 pg/ml.

Es wurde kein statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesen (p=0,38).
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Abb. 24: Boxplot LIF in FF / Stimulationsprotokoll

In Tabelle 15 werden die errechneten statistischen Werte der drei Gruppen (1-3) darge-

stellt:

Tab. 15: Zusammenhang zwischen LIF-Konzentrationen in FF

Stimulationsprotokoll

und dem angewandten

40 12,4 96,4 44.9 20,7 31,8 |404 55,7
10 28 4 632 44.6 11,6 307|465 52,7
25 22.4 115,0 51,9 232 362|475 63,7
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4.4.1.2 VEGF (FF) und Stimulationsprotokoll

Die VEGF Werte in den beiden ersten Gruppen (3181,6 + 946,3 pg/ml und 3181,3 +

1046,9 pg/ml) lagen niedriger als in der gemischten Gruppe (3) (3749,3 = 620,0 pg/ml).

Der Unterschied erwies sich fur Gruppe (1) und (3) als statistisch signifikant (p=0,042).

Zwischen den anderen Gruppen gab es keinen signifikanten Zusammenhang (1-2: p=0,63;

2-3: p=0,22).
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Abb.24: Boxplot VEGF in FF / Stimulationsprotokoll

Tabelle 16 zeigt die Statistiken im Uberblick:

Tab. 16: Zusammenhang zwischen VEGF-Konzentrationen in FF und dem angewandten

Stimulationsprotokoll

VEGF in|n Minimum | Maximum | Mittelwert | Standard- | Perzentile

FF [pg/ml] Asthng 25% 50%=Median |75%
()FSH* |40 |704,3 43523 31816 946,3 24987 |3390,5 40265
2HMG 10 14734 4381,9 3181,3 1046,9 3032,7 |3434,8 3756,4
3 25 21224 4505,7 3749,3 620,0 3347,9 13970,7 4191,5
HMG/FSH

*

*Signifikanz zwischen Gruppe (1) und (3) p=0,042.
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4.4.1.3 NO-Konzentration (FF) und Stimulationsprotokoll

Die Mittelwerte der NO-Konzentrationen in FF lagen bei (1) 39,4 £ 7,97 umol/1, (2) 43,4
+ 11 pmol/l und (3) 42,2 £ 15,1 umol/l. Es ergab sich kein statistisch signifikanter Zu-

sammenhang (p=0,48).
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Abb. 25: Boxplot NO-Konzentration (FF) / Stimulationsprotokoll

Tab. 17: Zusammenhang zwischen NO-Konzentrationen in FF

und dem angewandten

Stimulationsprotokoll

NO in FF|n Minimum | Maximum | Mittelwert | Standard- | Perzentile

[umol/1] Aocishu 25% 50%=Median | 75%
()FSH 40 224 59,9 39,4 7,97 34,5 38,3 448
2HMG |10 32,5 63,7 434 11,0 36,3 38,2 52,3
3) 25 23,6 100,0 422 15,1 32,7 38,5 433
HMG/FS

H
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4.4.2 Untersuchung des Einflusses des Stimulationsprotokolls auf die LIF-, VEGF- und
NO-Konzentration im Serum

Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der untersuchten Zusammenhinge zwischen

den Zytokinkonzentrationen im Serum in Abhingigkeit vom Stimulationsprotokoll darge-

stellt.

4.4.2.1 LIF-Konzentration (S) und Stimulationsprotokoll

Die Serum-LIF-Konzentrationen der drei Gruppen betrugen (1) 3,1 + 1,8 pg/ml, (2) 2,9 +
1 pg/ml und (3) 3,6 £ 3,1 pg/ml. Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
festgestellt werden (p=0,306).

124

10—+

LIF-Konzentration im Serum [pg/ml]
T
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FSH HMG HMG/FSH

Stimulationsprotokoll

Abb. 26 Boxplot LIF (S) / Stimulationsprotkoll

Uberblick der statistisch errechneten MaBzahlen in Tabelle 18:
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Tab. 18: Zusammenhang zwischen LIF-Konzentrationen im Serum und dem angewandten

Stimulationsprotokoll

LIF im S|n Minimum | Maximum | Mittelwert | Standard- | Perzentile

[pe/sml] Aeishu 25% 50%=Median | 75%
()FSH 40 1,6 8,4 3,1 1,8 1,6 29 41
2HMG |10 1,6 41 29 1,0 1,9 29 3,8
3) 25 1,6 11,4 3,6 3,1 1,6 23 4,4
HMG/FS

H

4.4.2.2 VEGF-Konzentration (S) und Stimulationsprotokoll

Die Mittelwerte der VEGF-Konzentration im Serum lagen in Gruppe (1) bei 3499 *
181,1 pg/ml, in Gruppe (2) bei 410,8 £ 135,4 pg/ml und in Gruppe (3) bei 388,0 + 1824
pg/ml. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen (p=0,52).
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VEGF-Konzentration im Serum [pg/ml]
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Abb. 27: Boxplot VEGF im Serum / Stimulationsprotokoll
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Die folgende Tabelle listet die errechneten Statistiken fur die drei Gruppen auf:

Tab. 19: Zusammenhang zwischen VEGF-Konzentrationen im Serum und dem ange-

wandten Stimulationsprotokoll

VEGF im|n Minimum | Maximum | Mittelwert | Standard- | Perzentile

S [pg/mi] e 25% 50%=Median | 75%
()FSH 40 103,2 817,6 349.9 181,1 2220 [295,2 4124
2HMG |10 2347 650,5 410,8 135,4 2934 3872 528,0
B)HMG/ |25 153,0 800,2 388,0 1824 254,6  |351,8 515,5
FSH

4.4.2.3 NO-Konzentration (S) und Stimulationsprotokoll

Im Serum betrugen die NO-Konzentrationen fiir Gruppe (1) 35,0 £ 13,4 umol/1, Gruppe
(2) 42,2 + 225 pmol/l und in Gruppe (3) 37,3 = 20,0 pmol/l. Es konnte auch hier kein
signifikanter Unterschied erhoben werden (p=0,49).
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Abb. 28: Boxplot NO-Konzentration (S) / Stimulationsprotokoll
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Tab. 20: Zusammenhang zwischen NO-Konzentrationen im Serum und dem angewandten

Stimulationsprotokoll

NO im S|n Minimum | Maximum | Mittelwert | Standard- | Perzentile

el e 25% 50%=Median | 75%
FSH 40 18,5 83,9 35,0 13,4 243 30,9 42,0
HMG 10 215 83,0 422 22,5 224|362 58,0
HMG/FS |25 16,8 100,0 37,3 20,0 24,5 30,5 429
H

4.4.3 Vergleich der Zytokin-Konzentrationen in Follikelfliissigkeit und Serum

Im Folgenden werden die untersuchten Zusammenhinge zwischen Serum- und Folli-

kelflussigkeits-Konzentrationen von LIF, VEGF und NO in Abhingigkeit vom Stimulati-

onsprotokoll der Patientinnen dargestellt.

4.4.3.1 Ovarielle Stimulation mit FSH

Die Follikelfliissigkeit-Konzentrationen von LIF und VEGF in Gruppe (1) waren signifi-
kant hoher als im Serum (44,9 + 20,7 pg/ml zu 1,8 £ 1,5 pg/ml und 3181,5 £ 946,3

pg/ml zu 3499 = 181,1 pg/ml). Auch fir NO zeigte sich eine signifikant héhere Kon-

zentration in FF als in Serum fir die mit FSH-stimulierten Patientinnen(39,4 + 8,0 umol/1

20 35,0 £ 13,4 umol/).

Tab. 21: Zytokinkonzentrationen in der Gruppe der mit FSH stimulierten Frauen

n=40 Konzentration in FF | Konzentration in S p-Wert

LIF [pg/ml] 449 + 20,7 1,8+ 15 p<0,001
VEGF [pg/ml] 3181,5 = 9406,3 349,9 + 181,1 p<0,001
NO [umol/I] 39,4 £ 8,0 350+ 13,4 p= 0,050
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4.4.3.2 Ovarielle Stimulation mit HMG

In Gruppe (2) waren die Konzentrationen von LIF und VEGF in Follikelflissigkeit signi-
fikant hoher als im Serum (44,6 £ 11,6 pg/ml zu 1,8 £ 1,1 pg/ml und 3181,3 £ 1046,9
pg/ml zu 410,8 + 1354 pg/ml). Fir NO konnte kein signifikanter Zusammenhang zwi-

schen den Konzentrationen in Serum und Follikelfliissigkeit festgestellt werden.

Tab. 22: Zytokinkonzentrationen in der Gruppe der mit HMG stimulierten Frauen

n=10 Konzentration in FF | Konzentration in S p-Wert

LIF [pg/ml] 44,6 £ 11,6 1,8+ 1,1 p<0,001
VEGF [pg/ml] 3181,3 £ 1046,9 410,8 = 135,4 p<0,001
NO [umol/I] 43,4 £ 11,0 42,2 £ 225 p= 0,804

4.4.3.3 Ovarielle Stimulation mit HMG/FSH

Auch in der dritten Gruppe (3) besteht ein wesentlicher Unterschied zwischen den Zyto-
kinkonzentrationen in Follikelflissigkeit und Serum. LIF und VEGF-Konzentrationen
erwiesen sich in der FF als signifikant hoher als im Serum (51,9 + 23,2 pg/ml zu 2,4 + 2,6
pg/ml und 3749,3 £+ 620,0 pg/ml zu 388,0 £ 182,4 pg/ml), fiir NO gab es keinen statisti-

schen Zusammenhang zwischen den Asservaten.

Tab. 23: Zytokinkonzentrationen in der Gruppe der mit HMG/FSH stimulierten Frauen

n=25 Konzentration in FF | Konzentration in S p-Wert

LIF [pg/ml] 51,9+ 232 247+ 2,6 p<0,001
VEGF [pg/ml] 3749,3 £ 620,0 388,0 £ 1824 p<0,001
NO [umol/l] 422+ 15,1 37,3 £ 20,0 p= 0,063

4.4.3.4 Grafische Darstellung

Die Konzentrationen von LIF, VEGF und NO in FF (griin) und Serum (blau) wurden

Anhand der unterschiedlichen Stimulationsprotokolle dargestellt.
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Abb. 29: Boxplot LIF-Konzentrationen in FF in Vgl. zu Serum anhand des Stimulationsprotokolls
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Abb. 30: Boxplot VEGF-Konzentrationen in FF in Vgl. zu Serum anhand des Stimulationsprotokolls
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Abb. 31: Boxplot NO-Konzentrationen in FF in Vgl. zu Serum anhand des Stimulationsprotokolls

4.5 Untersuchung des Einflusses der Sterilititsitiologie auf die LIF-, VEGF-

und NO-Konzentration

Als nichstes sollte untersucht werden, ob die Zytokinkonzentrationen (LIF, VEGF und
NO) in Serum und Follikelfltssigkeit von den verschiedenen Ursachen der Sterilitit beein-

flusst wurden.

Gruppe I umfasst die Patientinnen, bei denen eine tubare Sterilitidt diagnostiziert wurde,
Patientinnen mit Endometriose wurden Gruppe II zugeteilt und Fille von androgen be-
dingter Sterilitit bildeten Gruppe III. Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse darge-
stellt (Tabellen und Boxplots).
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4.5.1 Untersuchung des Einflusses der Sterilitidtsitiologie auf die LIF-, VEGF- und NO-

Konzentration in priaovulatorischer Follikelfliissigkeit

Zunichst wurden die Zytokinkonzentrationen (LIF, VEGF, NO) in priovulatorischer Fol-
likelfliissigkeit in Zusammenhang mit der Atiologie der Sterilitit (tubare Ursache, Endo-

metriose, androgener Faktor) betrachtet.

4.5.1.1 LIF (FF) und Sterilititsitiologie

Die Mittelwerte der LIF-Konzentrationen in FF in Gruppe I betrugen 43,2 = 12,0 pg/ml,
in Gruppe II 43,6 + 18,9 pg/ml und in Gruppe III 50,0 + 237 pg/ml. Es besteht kein

statistisch signifikanter Zusammenhang (p=0,74).

Tab. 24: Zusammenhang zwischen LIF-Konzentrationen in FF und der Sterilititsursache

LIF in FF|n |Minimum | Maximum |Mittelwert | Standard- | Perzentile

[pg/ml] e 25% 50%=Median |75%
Gruppe 1 17 22,4 73,8 432 12,0 36,1 41,4 50,5
(tubare Ster.)

Gruppe 11 15 18,4 80,5 43,6 18,9 29,6 445 53,5
(Endometr.)

Gruppe III |43 124 115,03 50,0 237 29,6 445 53,5
(androg.Ster.)
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Abb. 32: Boxplot LIF-Konzentration in FF / Sterilititsitiologie

4.5.1.2 VEGF (FF) und Sterilititséitiologie

Die mittleren VEGF-Konzentrationen in FF der drei Gruppen lagen bei (I) 3247,8 = 931,9
pe/ml, (II) 3546,3 £ 893,4 pg/ml und (III) 3358,1 + 894,3 pg/ml. Die Unterschiede et-

wiesen sich als statistisch nicht signifikant (p=0,76).

Tab. 25: Zusammenhang zwischen VEGF-Konzentrationen in FF und der Sterilititsursa-

che

VEGF in FF|n |Minimum | Maximum | Mittelwert | Standard- | Perzentile

[pe/m] Aol 25% 50%=Median | 75%
Gruppe 1 17 [1724,4 4258,0 3247.8 931,9 22875 |3561,5 41622
(tubare Ster.)

Gruppe 11 15 11029,3 4399,1 3546,3 893,4 3038,1 |3884,0 4208,5
(Endometr.)

Gruppe 111 43 14734 4505,7 3358,1 894,3 28952 |3564,9 4086,5

(androg.Ster.)
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Abb. 33: Boxplot VEGF-Konzentration in FF / Sterilititsitiologie

4.5.1.3 NO-Konzentration (FF) und Sterilititsitiologie

NO in FF war in allen drei Gruppen dhnlich hoch, (I) 42,3 £ 9,5 umol/l, (II) 41,5 £ 9
umol/1 und (III) 40,1 + 12,5 umol/l. Es bestand kein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen den Gruppen (p=0,72).

Tab. 26: Zusammenhang zwischen NO-Konzentrationen in FF und der Sterilititsursache

NO in FF|n |Minimum |Maximum | Mittelwert | Standard- Perzentile

25% 50%=Median |75%

[umol/]] abweichung

Gruppe 1 17 1296 63,7 423 9.5 359  [385 49,5
(tubare Ster.)

Gruppe II |15 | 31,9 65,9 415 9.0 359  [37.6 456
(Endometr.)

Gruppe Il |43 | 22,4 100,0 401 12,5 325 385 448

(androg.Ster.)
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Abb. 34: Boxplot NO-Konzentartion in FF / Sterilitititiologie

4.5.2 Untersuchung des Einflusses der Sterilitdtsitiologie auf die LIF-, VEGF- und NO-

Konzentration im Serum

Es folgt die Darstellung der Zusammenhinge zwischen Serumkonzentration von LIF,
VEGF und NO in Abhingigkeit von der Sterilititsursache (tubare Ursache, Endometriose,

androgener Faktor).

4.5.2.1 LIF-Konzentration (S) und Sterilititsitiologie

Die Mittelwerte von LIF im Serum lagen bei (I) 2,3 + 0,98 pg/ml, (II) 2,6 £ 1 pg/ml und
D) 3,7 £ 2,8 pg/ml. Zwischen den Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied

(p=0,51).
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Tab. 27:Zusammenhang zwischen LIF-Konzentrationen im Serum und der Sterilititsursa-

che
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Abb. 35: Boxplot LIF im Serum / Stetilititsitiologie
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4.5.2.2 VEGF (S) und Sterilititsitiologie

Die VEGF-Konzentrationen im Serum lagen in Gruppe I bei 375,3 + 180,5 pg/ml, in
Gruppe II bei 354,3 = 160,4 pg/ml und bei Gruppe III 374,7 + 1824 pg/ml. Es ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (p=0,58).

Tab. 28 :Zusammenhang zwischen den VEGF-Konzentrationen im Serum und der Sterili-

tatsursache
VEGF im S|n |Minimum |Maximum | Mittelwert | Standard- Perzentile
5 — -
[pe/ml] Aeiding 25% 50%=Median | 75%
Gruppe 1 17 1680 718,1 375,3 180,5 2295 297 4 558.,5
(tubare Ster.)
Gruppe 11 15 |164,7 800,2 3543 160.4 2583 324.6 386,5
(Endometr.)
Gruppe 111 43 1103,2 7144 374,7 1824 2539 3447 461,8
(androg.Ster.)
800+ *

E

2

£

g 600

£E

s 1

©

% 400—

E I PR

L 1 —

G

]

>

200

1

|

tubare Sterilitat

I
Endometriose

androgene Sterilitat

Sterilitatséatiologie

Abb. 36: Boxplot VEGF im Serum / Sterilititsitiologie
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4.5.2.3 NO (S) und Sterilititsitiologie

Fir die NO-Konzentrationen fanden sich in Gruppe I Mittelwerte von 39,2 * 155

umol/l, in Gruppe II 36,3 £ 13,6 umol/1 und in Gruppe III 35,9 * 18,9 umol/l. Ein statis-

tisch signifikanter Zusammenhang wurde nicht festgestellt (p=0,89).

Tab. 29: Zusammenhang zwischen NO-Konzentrationen im Serum und der Sterilititsursa-

20—

che
NO im S|n |Minimum |Maximum | Mittelwert | Standard- Perzentile
0 0/ — 1 0
sl il 25% 50%=Median | 75%
Gruppe 1 17 83,9 392 15,5 26,8 38,9 449
(tubare Ster.)
Gruppe 11 15 57,9 36,3 13,6 243 36,6 52,8
(Endometr.)
Gruppe 111 43 100,0 359 18,9 227 299 42.8
(androg.Ster.)
100+ *
7] 0o
— o
= 80—
(@]
i ] o
£
T 60
(70}
T T
5
g 40— —
E P
é - PR
o)
zZ

I I I
tubare Sterilitat Endometriose androgene Sterilitat

Sterilitatséatiologie

Abb. 37: Boxplot NO-Konzentration / Stetilititsitiologie
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4.5.3 Vergleich der Zytokinkonzentrationen in Follikelfliissigkeit und Serum

Ein weiteres Ziel dieser Studie war, festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen Serum-
und Follikelflissigkeits-Konzentrationen der Zytokine (LIF, VEGF und NO) innerhalb

der einzelnen Gruppen bestand.

4.5.3.1 Tubar bedingte Sterilitit

In Gruppe I konnte sowohl fiir LIF als auch fiir VEGF eine signifikant hohere Konzentra-
tion in praovulatorischer Follikelflussigkeit als im Serum festgestellt werden (43,2 £ 12,1
pg/ml zu 1,6 = 0,9 pg/ml und 3247,8 £ 9319 pg/ml zu 3753 £ 180,5 pg/ml). Die

NO-Konzentrationen in FF und S waren nicht signifikant zu unterscheiden.

Tab. 30: Zytokinkonzentrationen in der Gruppe der Frauen mit tubarer Sterilitdt

n=17 Konzentration in FF | Konzentration in S p-Wert
LIF [pg/ml] 432+ 121 1.6+ 0,9 p<0,001
VEGF [pg/ml] 32478 + 9319 3753 £ 180,5 p<0,001
NO [umol/I] 423+ 95 39,19+ 15,52 p=0,26
4.5.3.2 Endometriose

Bei den Endometriosepatientinnen erwiesen sich die LIF Konzentrationen in priovulatori-
scher Follikelflussigkeit als wesentlich héher als die Serumwerte (43,6 £ 18,9 pg/ml zu 1,5
+ 0,96 pg/ml). Auch fiir VEGF konnte eine signifikant hohere Follikelflissigkeitskon-
zentration im Vergleich zum Serum nachgewiesen werden (3546,3 + 893,4 pg/ml zu 354,3
+ 160,5 pg/ml). Fur NO ergab sich kein relevanter Unterschied zwischen FF und Serum
(41,5 + 8,99 pg/ml zu 36,3 £ 13,6 pg/ml).

Tab. 31: Zytokinkonzentrationen in der Gruppe der Frauen mit Endometriose

n=15 Konzentration in FF | Konzentration in S p-Wert
LIF [pg/ml] 43,6 = 18,9 1,5+ 0,96 p<0,001
VEGF [pg/ml] 3546,3 + 893,4 354,3 + 160,5 p<0,001
NO [umol/]] 41,5+ 8,99 36,3 £ 13,6 p=0,18
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4.5.3.3 Androgen bedingte Sterilitit

Auch bei klinisch gesunden Frauen konnten wesentlich héhere LIF- und VEGF-Werte in
FF im Vergleich zum Serum ermittelt werden (50,0 £ 23,7 pg/ml zu 2,3 + 2.4 pg/ml und
3358,1 £ 894,3 pg/ml zu 374,8 = 1824 pg/ml). Fir NO fand sich kein signifikanter Un-
terschied zwischen FF- und Serumkonzentrationen (40,1 + 12,5 umol/1 zu 35,96 * 18,9

umol/1).

Tab. 32: Zytokinkonzentrationen in der Gruppe der androgen bedingten Sterilitat

n=43 Konzentration in FF | Konzentration in S p-Wert

LIF [pg/ml] 50,0 £ 23,7 23+ 24 p<0,001
VEGF [pg/ml] 3358,1 = 894,3 374,8 £ 1824 p<0,001
NO [umol/I] 40,1 £ 12,5 35,96 = 18,9 p=0,059

4.5.3.4 Grafische Darstellung
Die folgenden drei Abbildungen stellen die Konzentrationen von LIF, VEGF und NO im
Vergleich Serum zu FF anhand der unterschiedlichen Diagnosen (tubare Sterilitit, Endo-

metriose, androgen bedingte Sterilitit) dar.

LIF-Konzentration im
Serum [pg/ml]
LIF-Konzthration in FF
[pg/mi]

120
100
80—
60—
40—
20—

8
— —

I I
tubare Sterilitat Endometriose

Sterilitatsatiologie

androgene Sterilitat

Abb. 38: Boxplot LIF-Konzentrationen in FF in Vgl. zu Serum anhand der Sterilitdtsitiologie
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Abb. 39: Boxplot VEGF-Konzentrationen in FF in Vgl. zu Serum anhand der Sterilititsitiologie
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Abb.40: Boxplot NO-Konzentrationen in FF in Vgl.zu Serum anhand der Sterilititsitiologie
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4.6 Korrelation zwischen den verschiedenen Zytokinkonzentrationen

4.6.1 Korrelation zwischen den verschiedenen Zytokinkonzentrationen in FF

Die Untersuchung der Zusammenhinge zwischen den Zytokinkonzentrationen in FF un-
tereinander ergab keine relevanten Korrelationen. Tabelle 33 zeigt die gefundenen Korrela-

tionkoeffizienten:

Tab. 33: Korrelationen zwischen den Zytokinkonzentrationen in FF

LIF NO
LIF -0,08
VEGF 0,55 -0,12

4.6.2 Korrelation zwischen den verschiedenen Zytokinkonzentrationen im Serum

Auch im Serum konnten keine statistisch signifikanten Korrelationen der Zytokine un-

tereinander festgestellt werden. Tabelle 34 zeigt die gefundenen Korrelationskoeffizienten:

Tab. 34: Korrelationen zwischen den Zytokinkonzentrationen im Serum

LIF NO
LIF 0,29
VEGF 0,24 20,08

4.6.3 Korrelation zwischen den verschiedenen Zytokinkonzentrationen in FF und Serum

Es wurde ebenfalls untersucht, ob ein statistischer Zusammenhang der Zytokinkonzentra-
tionen in FF mit den Serumkonzentrationen besteht. Jedoch konnte keine relevante Korre-
lation gefunden werden. Die errechneten Korrelationskoeffizienten sind in Tabelle 35 dar-

gestellt:
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Tab. 35: Korrelationen zwischen den Zytokinkonzentrationen in FF und Serum

LIF(S) VEGF (S) NO(S)
LIF(FF) -0,07 0,55 0,06
VEGF(FF) -0,31 -0,08 0,01
NO(FF) -0,28 -0,15 0,35

4.7 Zusammenhang zwischen Stimulationsart und weiteren IVF/ICSI-

Parametern

Es wurde untersucht, ob die verschiedenen Stimulationsprotokolle einen unterschiedlichen
Einfluss auf die betrachteten Parameter hatten. Die bisherige Darstellung der Ergebnisse
erfolgte unabhingig von der Reproduktionstechnik (IVF oder ICSI), da kein Einfluss die-
ser auf die Zytokinkonzentration besteht. Aufgrund der unterschiedlichen Berechnung der

Fertilisationsraten (siche unten) fir IVF und ICSI wurden diese getrennt betrachtet.

Tab. 36: Zusammenhang zwischen klinischen Parametern der Reproduktionsmalnahme

und Stimulationsprotokoll

FSH (G.1) HMG (G.II) | FSH/HM | Gesamt Signifikanz
(n= 40) (n=10) G (G.III) (n=75) (Kruskall
(n= 25) Wallis)
Alter der Patientinnen 331+ 46 363+ 54 | 346% 41 | 340147 |0,103
Gewonnene Oozyten 6,9 £ 4,6 59+% 37 531 4.2 621t44 |033
Fertilisierte Oozyten 43+ 32 32+ 1,9 31+ 30 |[37%3 0,29
Fertilisationsrate IVF 0,78 £ 0,19 0,52 £ 0,5 0,69+0,33 | 0,70£0,33 | 0,53
(n=8) (n=3) (n=13) (n=24)
Fertilisationsrate ICSI 0,63 £ 0,28 0,74 £ 0,29 |0,51+0,35 | 0,62£0,3 | 0,26
(n=32) (n=7) (n=12) (n=51)
Geteilte Oozyten 2,0£ 0,8 1,8+ 09 1,609 [1,8%£09 |0,2
Teilungsrate 0,63 £ 0,29 0,06 +0,28 |0,68+0,3 |0,65£0,29 | 0,82
Schwangerschaften 9 3 7 19
Schwangerschaftsrate 0,23 0,30 0,28 0,25 0,21*

Angaben in MW *+ SD
*Chi-Quadrat Test
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4.8 Korrelation zwischen Zytokinen in FF und weiteren IVF/ICSI-

Parametern

Im Folgenden werden Daten tber die Anzahl gewonnener, fertilisierter und geteilter Oozy-

ten, sowie Fertilisations- und Teilungsrate dargestellt, um Zusammenhinge der Zytokin-

konzentrationen in priovulatorischer Follikelflissigkeit mit der Oozytenqualitit zu eror-

tern. Es wurden keine relevanten Korrelationen gefunden. Die folgende Tabelle zeigt die

errechneten Korrelationskoeffizienten im Uberblick.

Tab. 37: Korrelationen zwischen Zytokinkonzentrationen in FF und verschiedenen IVF/ICSI-

Parametern

LIF (FF) VEGTF (FF) NO (FF)
Gewonnene Oozyten | 0,056 -0,162 -0,046
Fertilisierte Oozyten | -0,020 -0,209 -0,094
Fertilisationsrate IVF | 0,206 0,147 -0,012
Fertilisationsrate ICSI | -0,218 -0,155 -0,102
Geteilte Oozyten -0,104 -0,071 -0,10
Teilungsrate -0,067 0,251 0,031

4.9 Korrelation zwischen Zytokinen im Serum und weiteren IVF/ICSI-

Parametern

Auch die Serumkonzentrationen von LIF, VEGF und NO wurden mit den oben erwihn-

ten Daten mit Bedeutung beziiglich Oozytenqualitit verglichen. Es wurden keine statis-

tisch signifikanten Korrelationen zu den Zytokinkonzentrationen gefunden. In der Tabelle

sind die errechneten Ergebnisse dargestellt.
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Tab. 38: Korrelationen zwischen Zytokinkonzentrationen im Serum

IVF/ICSI-Parameter

und verschiedenen

LIF (S) VEGEF (§) NO (§)
Gewonnene Oozyten 0,087 0,068 0,110
Fertilisierte Oozyten 0,267 0,094 0,188
Fertilisationsrate IVF 0,115 -0,079 0,376
Fertilisationsrate ICSI | 0,414 0,132 0,030
Geteilte Oozyten 0,311 0,035 0,232
Teilungsrate -0,069 -0,135 -0,083

4.10 Zusammenhang zwischen dem Elintritt einer Schwangerschaft und wei-

teren IVF/ICSI-Parametern

Es wurde ebenfalls untersucht, ob ein statistisch relevanter Einfluss der bereits erwiahnten

Parameter auf den Erfolg der Reproduktionsmal3nahme bestand.

Tab. 39: Zusammenhang zwischen dem Ergebnis der Reproduktionsmainahmen und verschiede-

nen IVF-/ICSI- Parametern

schwanger nicht schwanger | Gesamt p-Wert
Anzahl der Patientinnen | 19 56 75
Alter der Patientinnen | 33,4 = 3,4 342+ 50 34+ 47 0,54
Gewonnene Oozyten 52t 39 6,6+ 45 62t 44 022
Fertilisierte Oozyten 32t 14 391 34 371 3 0,34

1,0 0,62+0,3 0,70 £ 0,33 [0,018#
Fertilisationsrate IVF

(n=5) (n=19) (n=24)

0,66 £ 0,22 0,6 £ 0,33 0,62103 056
Fertilisationsrate ICSI

(n=14) (n=37) (n=51)
Geteilte Oozyten 1,95+ 0,6 1,75+ 0,9 1,8+ 0,9 0,39
Teilungsrate 0,71 £ 0,26 0,62 £ 0,3 0,65+ 0,29 (0,27
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Der Unterschied (p=0,018) beziiglich Fertilisationsrate (IVF), nicht aber im Hinblick auf

Teilungsrate ist nicht erklirbar. Ansonsten wurde kein statistisch signifikanter Unterschied

gefunden.

4.11 Zusammenhang zwischen Sterilititsitiologie und weiteren IVF/ICSI-

Parametern

Auch zwischen den unterschiedlichen Diagnosen und den untersuchten IVF/ICSI-

Parametern besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang.

Tab. 40: Zusammenhang zwischen Sterilititsursache und verschiedenen IVE-/ICSI-

Parametern
Tubare Endometriose | Androgen be- | Gesamt Signi-
Sterilitat (GII) dingte Sterilitit | n=75 tikanz
(GI) (GIII) (p-
n=17 n=15 n=43 Wert)
Alter der Patientinnen | 354+ 47 | 342+ 43 334+ 48 34+ 47 0,31
Gewonnene Oozyten | 8,0 £ 53 50% 36 598 + 4.1 6,2+t 44 0,13
Fertilisierte Oozyten 4,7+ 3,7 3,7t 3,1 34+ 27 37+ 3 0,29
Fertilisationsrate IVF | 0,64 £ 0,29 | 0,81 £ 0,31 0,60 £ 0,45 0,70+0,33 | 0,42
(n=10) (n=10) (n=4) (n=24)
Fertilisationsrate ICSI | 0,59 + 0,23 | 0,77 £ 0,24 0,60 £ 0,32 0,62%0,3 | 0,49
(n=7) (n=5) (n=39) (n=51)
Geteilte Oozyten 2,0 £0,8 19+ 09 1,7+ 0,9 1,8+ 0,9 0,33
Teilungsrate 0,60 £ 0,31 | 0,69 £ 0,29 0,65 + 0,28 0,65+0,29 | 0,73
Schwangerschaften 3 7 9 19
Schwangerschaftsrate | 17,6 46,7 20,9 253 0,19*

(7o)

* Chi-Quadrat
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Definition der prozentualen Raten:

Fertilisationsrate (ICSI) = fertilisierte Oozyten / injizierte Oozyten
Fertilisationsrate (IVF) = fertilisierte Oozyten / gewonnene OQozyten
Teilungsrate = geteilte Oozyten / fertilisierte Oozyten
Schwangerschaftsrate = Schwangere pro Gruppe / Anzahl der Gruppenmitglie-

der
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5.1 Nachweis von LIF, VEGF und NO in Follikelfliissigkeit und Serum

In der vorliegenden Arbeit wurden zunichst die priovulatorische Follikelflissigkeit und
das Serum von 75 Patientinnen, die sich einer Behandlung zur In-vitro- Fertilisation unter-
zogen, auf das Vorhandensein von LIF, VEGF und NO untersucht, um Riickschlisse auf

den Ort der Synthese dieser Faktoren ziehen zu kénnen.

5.1.1 Nachweis von Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) und Zusammenhang mit dem Al-
ter der Patientinnen

Bei allen 75 Patientinnen konnte LIF in der Follikelfliissigkeit nachgewiesen werden. Die-
ses Resultat stimmt tberein mit dem von Arici et al. (1997), die LIF ebenfalls in der Folli-
kelflussigkeit von Frauen, die sich im Rahmen einer In- Vitro- Fertilisation einer ovariellen
Stimulation unterzogen, nachweisen konnten. Sie postulierten, dass LIF einen Einfluss auf
die frithen Prozesse der Reproduktion nehmen und ein wichtiger Modulator der ovariellen
Funktionen sein kénnte. Auch den Arbeitsgruppen um Ozornek et al. (1999) und Lédée-
Bataille et al. (2001) gelang der Nachweis von LIF in Follikelfliissigkeit. Zellen des mensch-
lichen Owars sind offensichtlich in der Lage, LIF zu produzieren (Loukides et al., 1990). So
beobachteten Arici et al. (1997), dass LIF- mRNA von Granulosazellen exprimiert wird.
Aber auch Makrophagen und Monozyten, die 5 -15% des ovariellen Gewebes ausmachen
(Loukides et al., 1990), kénnten eine potentielle Quelle fir LIF in Ovar darstellen (Arici et
al., 1997).

Coskun et al. (1998) demonstrierten, dass die LIF- Konzentrationen in Follikeln in der Zeit
vor dem Eisprung deutlich héher waren als die in unreifen Follikeln. Sie kamen zu der
Schlussfolgerung, dass die LIF-Produktion im Follikel wihrend der Reifung der Eizelle

unterschiedlich reguliert wird.

Bei der vorliegenden Arbeit konnten bei 33 von 75 Patientinnen LIF im Serum nachgewie-
sen werden. Die Serumkonzentrationen (3,3 pg/ml + 2,4 pg/ml) lagen statistisch signifi-
kant unter denen von LIF in der Follikelflissigkeit (47,2 pg/ml £ 20,7 pg/ml). Diese Kon-
zentrationsunterschiede zwischen LIF im Serum und LIF in der Follikelflissigkeit lassen

darauf schlieBen, dass das menschliche Ovar einen bedeutsamen Produktionsort fir den
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Faktor darstellt. Dieses Ergebnis stimmt tiberein mit dem von Arici et al. (1997), die eben-
falls im Serum deutlich geringere LIF-Spiegel als in Follikelfliissigkeit nachweisen konnten.
Die Verfilschung der Messergebnisse des LIF-Spiegels in Follikelfliissigkeit durch eventu-
elle Kontamination mit Blut bei der Aspiration der Flissigkeit kann durch die niedrigen
Konzentrationen von LIF im Serum weitgehend ausgeschlossen werden. In der vorliegen-
den Arbeit konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter der

Frauen und der LIF- Konzentration erkannt werden (p=0,88).

5.1.2 Nachweis von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Zusammenhang mit
dem Alter der Patientinnen

In allen Follikelflussigkeiten und Seren, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden,
konnte das Vorhandensein von VEGF bestitigt werden. Ravindranath et al. (1992) gelang
es bereits, mRNA von VEGF im menschlichen Ovar nachzuweisen. Es wird vermutet,
dass die Aufgabe von VEGF dort unter anderem darin besteht, die Angiogenese und somit
das Wachstum des dominanten Follikels zu férdern (Berisha et al., 2000). So wire VEGF
in die Selektion des Follikels, der das hochste Potenzial der Teilung und der Implantation
nach einer Befruchtung besitzt, involviert. Auch bei der Implantation der befruchteten

Eizelle scheint VEGF eine Rolle zu spielen (Hyder et al., 1999).

VEGF wird im Ovar sowohl von Thekazellen als auch von Granulosazellen produziert
(Kamat et al., 1995). Auch ortsstindige Makrophagen im ovariellen Gewebe sind in der

Lage, VEGF aktiv in die Follikelflussigkeit zu sezernieren (Balasch et al., 2004).

Die VEGF-Spiegel in der Follikelflissigkeit der Patientinnen in der vorliegenden Studie
waten alle signifikant héher (3370,6 = 895,8 pg/ml) als die im Serum (370,8 pg/ml £ 175,7
pg/ml) gemessenen. Diese Ergebnisse stimmen mit denen vorausgegangener Arbeiten U-
berein, in denen ebenfalls hohe Konzentrationsunterschieden zwischen VEGF in Follikel-
flissigkeit und im Serum gemessen wurden (Moncayo et al., 1998; Balasch et al., 2004). Die
Resultate bestitigen die Hypothese, dass VEGF lokal im menschlichen Ovar produziert
wird.

Friedman et al. (1997) stellten fest, dass in der Follikelflissigkeit von Frauen im fortge-

schrittenen Alter hohere VEGF- Konzentrationen zu finden waren als in den Follikelfliis-
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sigkeiten von deutlich jingeren Patientinnen. Manau et al. (2000) konnten ebenfalls eine
positive Korrelation zwischen dem Alter der Frauen und der VEGF- Konzentration in der
untersuchten Follikelflissigkeit nachweisen. VEGF wird als Reaktion auf eine Hypoxie
vermehrt produziert (Marti et al., 1998). Friedmann et al. (1997) schlussfolgerten, dass die
erhohten VEGF-Spiegel durch eine verminderte Sauerstoffversorgung der Follikel der alte-
ren Frauen zustande gekommen waren Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse einer
Studie von Kim et al (2004), in der keine signifikante Korrelation zwischen dem Alter der
Patientinnen und der VEGF- Konzentration in der Follikelflussigkeit nachgewiesen wer-
den konnte.. Van Blerkom et al. (1997) untersuchten den Zusammenhang zwischen dem
Sauerstoffgehalt der Follikel und der Qualitit der entnommen Eizellen. Sie stellten eine
erthohte Rate an Abnormititen an den Chromosomen der Eizellen fest, die sich unter sau-
erstoffarmen Bedingungen entwickelt hatten. Inwiefern die follikulire VEGF- Konzentra-
tionen mit der Vaskularisation, der Sauerstoffversorgung und den daraus entstehenden

Abnormititen der Fizellen zusammenhingt, muss in weiteren Studien abgeklirt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls ein Zusammenhang zwischen dem Alter der
teilnehmenden Patientinnen und der VEGF- Konzentration im Serum und der Follikel-
flissigkeit gesucht. Die VEGF- Werte in der Follikelfliissigkeit waren mit fortgeschritte-
nem Alter der Frauen etwas erhoht, es konnte allerdings keine statistisch signifikante Kot-

relation festgestellt werden (p=0,052).

5.1.3 Nachweis von Stickstoffmonoxid (NO) und Zusammenhang mit dem Alter der Pati-
entinnen

NO war in den Follikelflissigkeiten aller an der vorliegenden Studie teilnehmenden Patien-
tinnen vorhanden. In friheren Arbeiten wurden von Kim et al. (2004) und Manau et al.
(2000) ebenfalls NO in Follikelfliissigkeit nachgewiesen. Van Vooris et al. (1994) zeigten
bereits, dass NO von Granulosazellen produziert wird. Die Synthese des Faktors steigt

dort vermutlich proportional zu der Entwicklung der Eizelle an (Rosselli et al., 1994).

Die Serumproben der Patientinnen der vorliegenden Studie wurden ebenfalls auf das Vor-
handensein von NO untersucht. Bei allen Frauen konnte NO im Serum nachgewiesen

werden. Nur in der Gruppe der nicht schwanger gewordenen Frauen lagen die NO- Kon-
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zentrationen im Serum mit statistischer Signifikanz unter denen in der Follikelflissigkeit.
In den Seren der schwanger gewordenen Frauen konnten nur leicht erniedrigte NO- Spie-
gel im Vergleich zu denen in der Follikelfliissigkeit gemessen werden. In einer Studie von
Manau et al. (2000) lagen die Konzentrationen von NO im Serum der Teilnehmerinnen
auch nur wenig unter denen von NO in der untersuchten Follikelfliissigkeit. Die hohe In-
stabilitit und die extrem kurze Halbwertszeit von NO erschweren die Bestimmung des

genauen Orts der Synthese des nachgewiesenen NO.

Auch mit dem Alter der Frauen konnte hinsichtlich der NO-Konzentration kein Zusam-
menhang festgestellt werden (p=0,84), was den Ergebnissen vorausgegangener Arbeiten
entspricht (Kim et al., 2004; Manau et al., 2000). Daraus kann geschlossen werden, dass die
NO-Konzentration in der Follikelflissigkeit nicht das Alter der Frauen und somit eine e-

ventuelle Hypoxie der Follikel wiederspiegelt.

Weder im Serum noch in der Follikelflissigkeit zeigten die untersuchten Zytokine Korrela-
tionen untereinander(s. Tab 33; 34) Die Produktion der Faktoren wird demnach vermut-

lich nicht durch gegenseitige Regulationsmechanismen beeinflusst.

5.2 Zusammenhang zwischen Sterilititsursache und der Konzentration der

Faktoren in der Follikelfliissigkeit/ im Serum

Ein weiteres Ziel der dieser Untersuchung war es, einen moglichen Zusammenhang zwi-
schen der Atiologie der Kinderlosigkeit der teilnehmenden Patientinnen und den jeweiligen
Konzentrationen von LIF, VEGF und NO in deren Follikelfliissigkeit beziehungsweise
Serum zu erkennen. Dazu wurde das Patientenkollektiv je nach Sterilititsursache in drei
Gruppen eingeteilt; Frauen mit tubarer Sterilitit wurden Gruppe I zugeordnet, Endometri-
ose- Patientinnen der Gruppe II und die Frauen, bei denen die Kinderlosigkeit durch
minnliche Infertilitit kam, bildeten Gruppe I11.

Die tubare Sterilitdt ist meist durch den Verschluss einer oder beider Eileiter charakteri-

siert, wobei die hdufigste Ursache dafiir in einer vorausgegangenen Entziindung der Tuben

liegt (Mardh, 2004).
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Bei der Endometriose handelt es sich um eine Erkrankung, die relativ hiufig Frauen im
fortpflanzungsfihigen Alter betrifft. So konnte die Diagnose der Endometriose in einer
Untersuchung an Frauen, die Gber Jahre hinweg ungewollt kinderlos geblieben waren, bei
tber der Hilfte der Patientinnen gestellt werden (Iwabe et al., 2002). Die Endometriose ist
gekennzeichnet durch das Wachstum von Gebirmutterschleimhaut auf3erhalb des Uterus
(Lima et al., 20006). Im fortgeschrittenem Stadium verursachen die Endometrioseherde
wohl Vernarbungen der anatomischen Strukturen im weiblichen Becken und fithren bei-
spielsweise iber eine verminderte Beweglichkeit der FEileiter zur Sterilitit (Witz et al.,
2002). Inwiefern die Endometriose im frithen Stadium allerdings zur Unfruchtbarkeit fiih-
ren kann, wird kontrovers diskutiert. Es wird vermutet, dass die Peritonealfliissigkeit von
Endometriosepatientinnen Faktoren, beispielsweise Zytokine, enthilt, die letztendlich zur

Unfruchtbarkeit fithren kénnten (Syrop et al., 1987).

Es ist bekannt, dass LIF im Endometrium der Frau exprimiert wird und dort wahrschein-
lich eine bedeutsame Rolle wiahrend der embryonalen Implantation spielt (Cullinan et al.,
1996). Gerade der Vorgang der Implantation scheint besonders hiufig bei Patientinnen mit
Endometriose gestort zu sein, da die Implantationsraten bei diesen Frauen deutlich er-
niedrigt sind (Arici et al., 1996). Hambartsoumian et al. (1998) stellten bereits fest, dass LIF
im Endometrium von unfruchtbaren Frauen in geringeren Mengen vorhanden ist als bei
gesunden Frauen. Diese Tatsachen lassen vermuten, dass LIF an der Sterilitit bei Endo-
metriose- Patientinnen eventuell tber eine Verminderung der Rezeptivitit des Uterus be-
teiligt ist. Diese These wird gestiitzt von Ergebnissen von Illera et al. (2000), die bei Mau-
sen, denen Peritonealfliissigkeit von Frauen mit pelviner Endometriose injiziert wurde,

eine Herabsetzung der Implantationsrate beobachten konnten.

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen der LIF- Konzentration
in der Follikelfliissigkeit oder im Serum und der Sterilititsursache gesehen werden (vgl.
Tabelle 24 und 27). Das lasst darauf schlieBen, dass LIF weder an der Pathogenese der tu-
baren Sterilitit noch an der der Endometriose beteiligt ist. Ahnliche Ergebnisse erhielten
Mikolajczyk et al. (20006), die die Gebarmutterflissigkeit von infertilen Endometriose- Pati-

entinnen mit der von gesunden fruchtbaren Frauen verglichen. Auch sie konnten keine
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signifikanten Konzentrationsunterschiede von LIF zwischen den beiden Gruppen feststel-

len.

Akute Endometriose ist durch eine vermehrte Vaskularisation des extrauterinen Herdes
und seiner Umgebung charakterisiert (Nisolle et al., 1993). VEGF wurde im menschlichen
Endometrium nachgewiesen und ist dort sowohl in die physiologische als auch in die pa-
thologische Angiogenese involviert (Charnock- Jones et al., 1993). Der Faktor konnte so-
mit eine wichtige Rolle in der Entstehung und Progression der Endometriose spielen.

In der vorliegenden Studie wurden die VEGF- Konzentrationen der Frauen, die hinsicht-
lich verschiedener Sterilititsursachen in Gruppen eingeteilt wurden, im Serum und in der
Follikelfliissigkeit verglichen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Werten von Frauen mit Endometriose, tubarer Sterilitit oder ohne erkennbare Sterilitats-
ursache beobachtet werden (vgl. Tabelle 25 und 28). Auch in einer Untersuchung non
Gagné et al. (2003) unterschieden sich die VEGF- Konzentrationen im Serum von betrof-
fenen Frauen nicht signifikant von denen ohne Endometriose. Im Gegensatz dazu stehen
die Ergebnisse von Garrido et al. (2000), die verminderte VEGF-Spiegel in der Follikel-
flissigkeit von Endometriose- Patientinnen nachweisen konnten. In der Peritonealflissig-
keit der Frauen konnten sie jedoch deutlich hohere Konzentrationen des Faktors als bei
gesunden Frauen feststellen. Ahnliche Ergebnisse zeigt auch eine Untersuchung von Mc-
Laren et al. (1996), bei der ebenfalls erhohte VEGF- Werte in Peritonealfliissigkeit gemes-

sen werden konnten.

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen der NO- Konzentration
in der Follikelflissigkeit oder im Serum und der Sterilititsursache beobachtet werden (vgl.
Tabelle 26 und 29). Auch die Arbeitsgruppe von Kim et al. (2004) konnte ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen den follikuliren NO-Konzentrationen von Frauen
mit tubarer Sterilitit und Frauen ohne erkennbare Infertilititsursache nachweisen. In Kon-
trast dazu stehen die Ergebnisse einer Studie von Lee et al. (2000), denen es gelang, deut-
lich erh6hte NO-Spiegel in der Follikelflissigkeit von Endometriose- Patientinnen nach-
zuweisen. Sie mutmal3ten, dass die NO-Produktion im Follikel und folglich auch die Quali-
tit der Eizelle von Infertilitit verursachenden Erkrankungen beeinflusst wird. Osborn et al.

(2002) berichteten von signifikant erhéhten NO- Konzentrationen in der Peritonealflts-
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sigkeit von an Endometriose leidenden Frauen. Auch im Endometrium selbst konnten bei
erkrankten Frauen héhere NO- Werte gemessen werden als bei gesunden (Wu et al., 2003).
Zu diesen hohen NO- Konzentrationen tragen eventuell auch peritoneale Makrophagen
bei, die in Frauen mit Endometriose eine gesteigerte Aktivitit aufweisen (Halme et al.,

1983).

In der vorliegenden Untersuchung wurden schlieBlich die Sterilititsursachen mit den jewei-
ligen Fertilisationsraten beziechungsweise den Schwangerschaftsraten in Verbindung ge-
setzt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede beziiglich dieser Parameter zwischen
den verschiedenen Gruppen erkannt werden (vgl. Tabelle 40). Daraus lisst sich folgern,
dass die Sterilititsitiologie keine Auswirkung auf das Ergebnis der assistierten Reprodukti-
onsmafBnahme nimmt. Diese Ergebnisse entsprechen denen von Al- Azemi et al. (2000),
die zwar eine herabgesetzte Stimulationsfahigeit des Ovars bei Endometriose- Patientinnen
feststellten, aber von unverindert hohen Schwangerschaftsraten im Vergleich zu Frauen
mit tubarer Sterilitit berichteten. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Barnhart
et al. (2002), die in ihrer Studie deutlich verminderte Schwangerschaftsraten bei Frauen mit
Endometriose im Vergleich zu Frauen mit tubarer Sterilitit beobachteten. Sowohl die Fer-
tilisationsrate als auch die Implantationsrate waren deutlich verringert. Auch Omland et al.
(2005) berichteten von erfolgreicheren IVF- Behandlungen bei Frauen, die ohne erkennba-
re Ursache kinderlos geblieben waren, als bei Patientinnen mit diagnostizierter Endometri-
ose oder tubarer Sterilitit.

Inwiefern die Sterilititsursache als Prognoseparameter fiir den Erfolg einer IVF/ICSI-

Behandlung genutzt werden kann, bleibt in weiteren Studien abzuklaren.

5.3 Zusammenhang zwischen dem Stimulationsprotokoll und der Konzentra-

tion der Faktoren in der Follikelfliissigkeit/ im Serum

Die herkémmlichen Protokolle zur ovariellen Stimulation zielen darauf ab, das Wachstum
zahlreicher Follikel zu férdern und somit fir den spateren Transfer in den Uterus mehrere
befruchtete Eizellen zur Verfiigung zu stellen (Templeton et al., 1998). Wihrend dieser
hormonellen Behandlung unterliegt die Zusammensetzung der Follikelfliissigkeit gewissen

Schwankungen, da die einzelnen Zellen des Follikels auf die angewandten Hormone jeweils
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individuell mit der Sekretion von Hormonen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen reagieren
(Mendoza et al., 2002). Demzufolge ist es moglich, dass die Konzentrationen gewisser Zy-
tokine im praovulatorischem Follikel je nach verwendetem Stimulationsprotokoll variie-
ren. Obwohl Follikel- stimulierendes Hormon (FSH) und Luteinisierendes Hormon (LLH)
starken regulatorischen Einfluss auf das Wachstum und die Entwicklung von Follikeln
und Eizellen nehmen, sind thre Wirkungsmechanismen abhingig von anderen Faktoren im
Ovar, wie zum Beispiel von Zytokinen (Richards et al., 2002). Auch Steroidhormone, die
lokal im Ovar produziert werden, sind in die Follikulogenese involviert (Billig et al., 1993).
In diesem Zusammenhang wurden bereits mehrere Studien durchgeftihrt, die zum Ziel
hatten, mogliche Interaktionen zwischen Gonadotropinen, Zytokinen und Steroidhormo-

nen zu erkennen und zu interpretieren (Bischer et al,. 1999; Mendoza et al., 1999).

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Einflisse der angewandten hormonellen
Stimulationsverfahren im Rahmen einer IVF/ ICSI auf die Konzentrationen von LIF,
VEGF und NO in Follikelflissigkeit beziehungsweise im Serum untersucht. Dabei wurden
die Patientinnen in drei Gruppen eingeteilt; in einer Gruppe wurden die Patientinnen mit
FSH stimuliert (Gruppe I), in einer mit HMG, (Gruppe II) und in der dritten mit einer
Kombination aus FSH und HMG (Gruppe I1I).

Betrachtet man die Konzentrationen von LIF im Serum und in der Follikelflussigkeit in
den verschiedenen Stimulationsgruppen, so kann man keine bemerkenswerten Unterschie-
de erkennen.(vgl. Tabelle 18 und 15) Dieses Ergebnis lisst vermuten, dass die Hormone,
die im Rahmen der Behandlung zur kiinstlichen Fertilisation verabreicht werden, keinerlei
Einfluss auf die Produktion von LIF nehmen. Im menschlichen Endomettium wird LIF
zyklusabhingig exprimiert, die hochsten Konzentrationen konnten in der progesterondo-
minierten Sekretionsphase gemessen werden (Arici et al,, 1995). Im Unterschied dazu
konnten Habartsoumian et al. (1998) nachweisen, dass die Gabe von Progesteron in vivo
als auch in vitro die Produktion von LIF in Endometriumzellen herabsetzte. Allerdings
wurden in dieser Studie ausnahmslos Frauen untersucht, bei denen die Ovarien eigenstin-
dig keine Hormone produzieren konnten. Somit kommt die Vermutung auf, dass bei ferti-
len Frauen noch andere Faktoren die LIF- Produktion im Endometrium beeinflussen. Ari-

ci et al. (1997) zeigten in einer Untersuchung, dass die Gabe von HCG die Konzentratio-



5 Diskussion 92

nen von LIF in Follikelflussigkeit signifikant erh6hte. Dieser Fakt wurde als Hinweis dar-
auf gedeutet, dass LIF in die Abldufe, die den Eisprung vorbereiten und auslosen, integriert

ist.

Betrachtet man die Konzentrationen von VEGF in Follikelflussigkeit, so erkennt man sig-
nifikante Unterschiede zwischen den drei Stimulationsgruppen (vgl. Tabelle 16). Die
héchsten VEGF-Spiegel wurden bei den Frauen, die mit einer Kombination aus FSH und
HMG behandelt worden waren, gemessen. Dabei resultiert ein statistisch signifikanter Un-
terschied zwischen der mit FSH und der mit FSH/ HMG behandelten Frauen (p=0,042).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass FSH und HMG in ihrer Kombination syner-
gistisch wirken und die grof3ten Auswirkungen auf die lokale Produktion von LIF im Folli-
kel haben. Im Serum der Patientinnen konnten keine signifikanten Unterschiede beztiglich
der LIF- Werte zwischen den verschiedenen Gruppen festgestellt werden. Dies deutet dar-
auf hin, dass die VEGF- Produktion nach FSH/ HMG- Gabe vor allem im Follikel relativ
ansteigt. Diese Ergebnisse stehen teilweise im Einklang mit denen der Arbeitsgruppe um
Artini et al. (1998). In dieser Studie konnte eine positive Korrelation zwischen den VEGF-
Konzentrationen in der Follikelflissigkeit und der Menge an zuvor verabreichtem FSH
nachgewiesen werden. Die VEGF-Spiegel im Plasma stiegen nach der Gabe von hCG sta-
tistisch signifikant an. Artini et al. (1998) folgerten daraus, dass FSH eine wichtige Rolle in
der hCG- abhingigen VEGF- Produktion innehat. Die Auswirkungen von HMG auf die
Synthese von VEGF wurden in dieser Studie nicht untersucht. Der Zusammenhang zwi-
schen der VEGF- Konzentration in Follikelfliissigkeit und der Menge an verabreichtem
FSH im Rahmen einer kinstlichen Fertilisation konnte in einer Studie von Manau et al.
(2002) bestitigt werden. Licht et al. (2001) zeigten, dass die VEGF- Konzentrationen nach
der Gabe von Gonadotropinen auch im Serum der Patientinnen anstiegen.

Die VEGF- Produktion in Granulosazellen ist demzufolge reguliert von Gonadotropinen
und steigt nach Gabe von FSH (Agrawal et al., 2002). Auch das Luteinisierende Hormon
LH und das Humane Chorion- Gonadotropin sind in der Lage, die VEGF- Produktion im
Follikel im gleichen Mafle wie durch FSH ansteigen zu lassen (Christenson und Stouffer,

1997).
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Auch die NO- Konzentrationen wurden in der vorliegenden Arbeit beziiglich der ange-
wandten Hormonbehandlung verglichen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den jeweiligen Stimulationsgruppen erkannt werden (vgl. Tabelle 17 und 20). Die
verschiedenen hormonellen Behandlungen zeigten also keine Unterschiede in ihrer Aus-
wirkung auf die NO- Konzentrationen im Follikel oder im Serum. Dies fiihrt zu der Frage,
inwieweit die Produktion von NO vor allem im weiblichen Reproduktiondtrakt tiber Go-
nadotropine geregelt wird. Hattori et al.(2000) vermuteten, dass die Produktion von NO in
der Eizelle tber FSH inhibiert werden kénnte. Manau et al. (2000) zeigten in einer Unter-
suchung, dass die NO-Spiegel in Follikelflissigkeit nicht mit der Héhe der vor der Folli-
kelentnahme verabreichten FSH- Menge korrelierten. Im Gegensatz dazu stehen die Er-
gebnisse einer Studie von Takesue et al. (2001), in der nachgewiesen werden konnte, dass
NO in Granulosazellen nach FSH- Gabe vermehrt ausgeschiittet wird. Diese Tatsache
steht im Einklang mit den Resultaten der vorliegenden Studie, bei der lediglich in der
Gruppe der mit FSH behandelten Frauen eine signifikant héhere Konzentration von NO
in der Follikelflissigkeit als im Serum nachgewiesen werden konnte. Dies konnte als Hin-
weis auf die FSH- abhingige NO- Produktion der menschlichen Granulosazelle ausgelegt
werden. Allerdings berichteten Ekerhovd et al. (2001), dass die NO- Konzentrationen

durch die Zufuhr von exogenem FSH auch im Blutplasma deutlich anstiegen.

5.4 Zusammenhang zwischen dem Ergebnis der Reproduktionsmallnahme

und der Konzentration der Faktoren in der Follikelfliissigkeit/ im Serum

Die Follikelfliissigkeit stellt die nichste Umgebung fur die Eizelle dar und stellt Faktoren
tir ihre Entwicklung und ihren Wachstum bereit. Somit beeinflussen die Inhaltstoffe der
Follikelflissigkeit und ihre Zusammensetzung auch indirekt die Befruchtung der Eizelle

und die frithe Entwicklung des Embryos (Vujisic et al., 2005).

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war es somit, zu Uberprifen, ob LIF, VEGF oder NO
einen Einfluss auf die Fertilitit der Patientinnen nehmen und somit als Prognoseparameter
fur eine IVF/ ICSI dienen kénnen. Dazu wurden die teilnehmenden Frauen in zwei Grup-

pen A = Schwanger und B = Nicht-Schwanger eingeteilt und die jeweiligen untersuchten
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Faktoren in der Follikelflissigkeit beziehungsweise im Serum mit dem Ergebnis der assis-

tierten Reproduktionsmafinahme in Zusammenhang gesetzt.

In der vorliegenden Arbeit konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwischen den
LIF-Konzentrationen im Serum (p=0,341) bezichungsweise in der Follikelflissigkeit
(p=0,367) der Patientinnen und dem Ergebnis der durchgefiihrten Reproduktionsmal3-
nahme festgestellt werden. Allerdings wiesen die Frauen, bei denen die Behandlung in einer
Schwangerschaft resultierte, etwas hohere LIF- Spiegel auf als diese, die nicht schwanger
wurden. Die héheren Konzentrationen konnten sowohl in der Follikelfliissigkeit als auch
im Serum der Frauen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse entsprechen denen bereits
durchgefithrter Studien, wo ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den LIF-
Konzentrationen in den Follikelflissigkeit von Frauen die schwanger geworden waren und
den LIF- Konzentrationen der nicht schwanger gewordenen Frauen festgestellt werden
konnte (Ozornek et al., 1999). Auch zwischen den LIF- Spiegeln im Serum und dem Er-
gebnis der Reproduktionsmaf3nahme konnte bei Thum et al. (2006) keine signifikante Kor-
relation erkannt werden. Daraus kann geschlossen werden, dass LIF im Serum und in der
praovulatorischen Follikelfliissigkeit von Frauen nicht als Prognoseparameter fir den Er-
folg einer IVF oder ICSI genutzt werden kann. Ein anderes Ergebnis hinsichtlich der Ver-
wendung von LIF als prognostischer Marker konnte allerdings erzielt werden, indem man
die LIF- Konzentrationen im Uterussekret infertiler Frauen untersuchte: L.édée- Bataille et
al. (2002) stellten fest, dass die Spiegel des Wachstumsfaktors im Uterus der Frauen, die
nach einer assistierten Reproduktionsmal3nahme schwanger wurden, deutlich niedriger
waren als die LIF- Spiegel bei denen, bei denen die Behandlung erfolglos blieb. Arici et al.
(1997) beschrieben eine positive Korrelation der LIF- Konzentrationen in Follikelflissig-
keit mit der Qualitit der spiter eingesetzten Embryonen. Hsieh et al. (2005) konnten diese
Ergebnisse nicht bestitigen; sie erkannten keinen Zusammenhang zwischen LIF und der
Anzahl oder der Qualitit der Fizellen. Auch in der vorliegenden Arbeit sind die Konzent-
rationen von LIF nicht mit der Anzahl der entnommenen Oozyten assoziiert (s. Tab 38)
Es ist bekannt, dass LIF mal3geblich in reproduktive Prozesse eingebunden ist. So zeigten
Stewart et al. (1992), dass Miuse, die kein LIF produzieren konnten, auch nicht in der Lage
waren, schwanger zu werden. LIF konnte im Uterus von fertilen Frauen zur voraussichtli-

chen Implantationszeitpunkt nachgewiesen werden (Laird et al., 1997). Die LIF- Konzent-
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rationen im Uterus von unfruchtbaren Frauen waren im Vergleich dazu deutlich erniedrigt
(Laird et al,. 1997). Die Zugabe von rekombinantem LIF in das Medium von Embryonen
vor dem Versuch der Implantation in den Uterus konnte die Rate der resultierenden
Schwangerschaften deutlich erhéhen (Fry et al., 1992). LIF gilt folglich als embryotropher
Faktor, dem eine Schliisselrolle bei der Implantation der Fizelle in den Uterus zukommt

(Arici et al., 1997).

Auch wenn LIF nicht als Prognoseparameter in der assistierten Reproduktion genutzt
werden kann, ist die Bedeutung des Faktors fiir die menschliche Fortpflanzung gesichert
und seine genauen Wirkungsmechanismen werden in weiteren Studien untersucht werden

mussen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die VEGF-Spiegel im Serum und der Follikelfltssigkeit
mit dem Ergebnis der Reproduktionsmal3nahmen in Zusammenhang gesetzt. Die VEGF-
Konzentrationen sowohl in der Follikelfliissigkeit als auch im Serum waren bei den Frauen,
bei denen eine Schwangerschaft diagnostiziert werden konnte, erniedrigt. Es konnte aller-
dings keine statistisch relevante Korrelation erkannt werden (p=0,183; p=0,97). Dieses
Ergebnis entspricht dem von Manau et al. (2000), die ebenfalls weder zwischen den Serum-
noch den Follikelflissigkeitskonzentrationen von VEGF und dem Resultat der kiinstlichen
Befruchtung einen signifikanten Zusammenhang feststellen konnten. Auch die Studien von
Kim et al. (2004) und Benifla et al. (2001) stehen im Einklang mit diesen Ergebnissen. Die-
se Resultate fithren zu der Vermutung, dass VEGF nicht im Zusammenhang mit dem Er-
gebnis der Reproduktionsmal3nahme steht und keinen Einfluss auf die Entwicklung der
Eizelle, die Befruchtung oder die Implantation nimmt. Im Widerspruch dazu stehen aller-
dings die Ergebnisse vieler anderer Arbeitsgruppen. So gelang es Friedmann et al. (1997),
signifikant erhohte VEGF-Spiegel in der Follikelflissigkeit bei den Frauen, bei denen kei-
ne klinische Schwangerschaft erfolgte, nachzuweisen. Asamikpoulus et al. (2005) konnten
bei einer Studie, bei der sich Frauen wegen Infertilitit des Partners einer ICSI- Behandlung
unterzogen, ebenfalls signifikant erhéhte VEGF- Konzentrationen in der Follikelfltssigkeit
der nicht schwanger gewordenen Patientinnen messen. Sie postulierten demnach, dass ho-
he VEGF-Spiegel einen prognostischen Marker fiir das Nichteintreten einer Schwanger-

schaft darstellen konnten. Ocal et al. (2004) wiesen auch im Serum signifikant erniedrigte
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VEGF- Konzentrationen bei den Frauen nach, bei denen eine IVF- Behandlung in einer
Schwangerschaft resultierte. Erhéhte VEGF-Spiegel kénnen bekannterweise Ausdruck
einer Hypoxie sein (Shweiki et al., 1992). Auch mit dem Syndrom der ovariellen Hypersti-
mulation, das mit erhéhten Raten von Fehlgeburten und risikoreichen Mehrlingsschwan-
gerschaften einhergeht (Papanikolaou et al., 2004) scheint VEGF in Zusammenhang zu
stehen. Das Syndrom geht mit einer erhéhten Permeabilitit der Kapillaren einher, fir die
teilweise VEGF verantwortlich zu sein scheint (Levin et al., 1998). Ludwig et al. (1999)
zeigten, dass das freie VEGF im Serum der Patienten, die spiter ein OHSS entwickelten,
zu bestimmten Zeitpunkten der IVF-/ICSI-Behandlung signifikant erhéht war. In der Fol-
likelflissigkeit dagegen scheint der Faktor im Falle der Entwicklung eines OHSS erniedrigt
zu sein (Pellicer et al., 1999). Im Gegensatz dazu konnten Artini et al. (2002) keinen Zu-
sammenhang zwischen den VEGF- Konzentrationen in Follikelfliissigkeit und der Ent-

wicklung eines OHSS erkennen.

Die Rolle von VEGF im weiblichen Reproduktionstrakt scheint von gro3er Bedeutung zu
sein. Ob dem Faktor allerdings eine Bedeutung als Prognoseparameter fiir den Erfolg einer
assistierten ReproduktionsmaB3nahme zukommen wird, muss in weiteren Studien geklart

werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die NO- Konzentrationen im Serum und in der Folli-
kelflussigkeit in Zusammenhang mit den Resultaten des Versuchs, eine Schwangerschaft zu
erzeugen, gesetzt. Es konnten jeweils keine erkennbaren Unterschiede zwischen den NO-—
Werten im Serum (p=0,628) und in der Follikelflissigkeit (p=0,501) bei den schwanger
und den nicht schwanger gewordenen Frauen gemessen werden. Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit denen vorausgegangener Studien, in denen ebenfalls kein Zusammenhang
zwischen NO und dem Ausgang der ReproduktionsmaBnahme nachgewiesen werden
konnte (Manau et al., 2000; Kim et al., 2004). Daraus kénnte geschlossen werden, dass die
NO keine Auswirkungen auf den Verlauf einer IVF/ ICSI- Behandlung hat und eventuell
auch keine Rolle in der Entwicklung und dem Wachstum des Follikels spielt. Gegen diese
Vermutung sprechen jedoch eine Vielzahl von Untersuchungen, in denen die Bedeutung
von NO fir die Reproduktionsphysiologie erforscht wurde. Ekerhovd et al. (2001) wiesen

erhohte NO- Konzentrationen im Plasma zum Zeitpunkt des Eisprungs nach und schluss-
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folgerten, dass NO in die spontane Ovulation involviert sein kénnte. Auch als Modulator
der Steroidgenese im Ovar scheint NO eine Rolle zu spielen (Vega et al.,, 1998). Wie
VEGTF gilt NO im Ovar als Indikator fiir eine Hypoxie (Roselli et al., 1998). Barroso et al.
(1999) konnten dementsprechend eine negative Korrelation zwischen der NO- Konzentra-
tion in der Follikelflissigkeit und der spiteren embryonalen Entwicklung nachweisen. An-
teby et al. (1990) stellten in einer Studie fest, dass die NO- Spiegel im Follikel mit der Gr6-
Be desselben korrelierten. Sie vermuteten, dass NO im Follikel tiber eine Vasodilatation der
ovariellen GefiBle das Wachstum der Eizelle induzieren konnte. In derselben Untersu-
chung konnte auch eine negative Korrelation zwischen den Parametern des ovariellen Blut-
flusses und der follikuliren NO- Konzentration nachgewiesen werden, was ebenfalls als
Hinweis auf eine NO- induzierte GefiBerweiterung gedeutet wurde. Rosselli et al. (1994)
erkannten einen Zusammenhang zwischen der NO- Konzentration im Serum und dem
Entwicklungsstand der Follikel. Dies deutet auf eine Rolle von NO in der Follikulogenese
hin. Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse von Kim et al (2004), die von einer nega-
tiven Korrelation zwischen NO und der FollikelgroB3e berichteten. In einer weiteren Studie
wurde einer Gruppe von Patientinnen L- Arginin, die Vorstufe von NO, oral zugefiihrt.
Die so behandelten Frauen entwickelten zwar mehr Follikel, die zur Entnahme zur Verfu-
gung standen, wiesen aber statistisch signifikant niedrigere Schwangerschaftsraten auf als

die Frauen in der mit Placebo behandelten Kontrollgruppe (Battaglia et al., 2002).

Eine mogliche Erklirung fiir diese unterschiedlichen Resultate kénnte in der Tatsache lie-
gen, dass es sich bei NO um ein sehr labiles Gas mit einer Halbwertszeit von wenigen Se-

kunden handelt, was die Messung erschwert und verfilschen kann.

Es wurde vermutet, dass NO auch in der Pathogenese des Ovariellen Hyperstimulations-
syndroms eine Rolle spielt, indem es tiber eine Erhchung der Gefillpermeabilitit einen
vermehrten Flissigkeitsaustritt in den extravasalen Raum ermdglicht. Allerdings konnten
die Arbeitsgruppen von Manau et al. (1998) und von Ekerhovd et al. (2001) keinen Zu-
sammenhang zwischen den NO- Konzentrationen im Plasma und der Entwicklung eines
OHSS erkennen. Somit ist es unwahrscheinlich, wenn auch nicht ausgeschlossen, dass NO

in die Entstehung eines OHSS involviert ist.
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Erwihnenswert ist allerdings die Tatsache, dass in der vorliegenden Studie nur in der
Gruppe der nicht schwanger gewordenen Frauen die follikulire Konzentration von NO
signifikant hoher war als die im Serum. Die Relation von ovariellem zu zirkulierendem NO
konnte somit einen Parameter darstellen, der die Erfolgssausichten einer assistierten Re-

produktionsmalinahme widerspiegelt.

5.5 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte in allen untersuchten Follikelflissigkeits- und Serum-

proben der Nachweis von LIF, VEGF und NO erbracht werden.

Bei Patientinnen, die mit der Kombination aus FSH und HMG im Rahmen des Stimulati-
onsprotokolles behandelt wurden, zeigten sich statistisch signifikant erhéhte VEGE-
Konzentrationen in den Follikelflissigkeitsproben als bei den Frauen, die ausschlieBlich
FSH erhielten. Dies weist darauf hin, dass LH und FSH synergistisch wirken und so die
Syntheserate von VEGF im Follikel steigern.

Zwischen den anderen untersuchten Faktoren und dem Stimulationsprogramm konnte
kein Zusammenhang festgestellt werden. Auch auf die untersuchten Parameter der
IVE/ICSI-Behandlung hatte die Stimulationsart keine Auswirkungen.

Kein Zusammenhang zeigte sich zwischen der diagnostizierten Sterilititsursache und den
Zytokinkonzentrationen im Serum oder der Follikelflussigkeit. Auch beziiglich des Ergeb-
nisses der IVF/ICSI-Behandlung konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Zytokinkonzentrationen erkannt werden. Daraus kann geschlossen werden, dass die unter-
suchten Faktoren weder als prognostische noch als diagnostische Parameter fiir die assis-
tierte Reproduktionsmedizin genutzt werden kénnen. Die Sterilitdtsursache und die weite-
ren untersuchten klinischen Daten des Fertilisationsprogrammes lielen keine Zusammen-

hiange erkennen.

Es wurden allerdings tendenzielle Unterschiede zwischen den Zytokinkonzentrationen
hinsichtlich des Ergebnisses der assistierten Fertilisation beobachtet. Somit kann nicht aus-
geschlossen werden, dass diese Faktoren die Entwicklung der Eizelle, die Implantation und

somit das Eintreten einer Schwangerschaft beeinflussen.
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Die Komplexitit der weiblichen Reproduktionsphysiologie ist seit langem Gegenstand vie-
ler Forschungsarbeiten. Inwiefern Zytokine eine Rolle darin spielen und welche Bedeutung
sie fur die assistierte Reproduktionsmedizin haben kénnten, muss in weiteren Studien end-

giltig geklart werden.
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