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Abkurzungsverzeichnis

ACS Akutes Coronarsyndrom

AS Aminosaure

BMI Body-Mass-Index

BMP-15 Oocyte derived bone morphogenetic Protein-15
CCP Complement-Control-Protein

DNA Desoxyribonucleinsaure

DS Downsyndrom

ELISA Enzyme-linked immunosorbent Assay

(dt: Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest)

FSH Follikelstimulierendes Hormon

GnRH Gonadotropin releasing Hormon, Gonadoliberin
HCG Humanes Choriogonadotropin

ICSI Intrazytoplasmatische Spermieninjektion
IGF Insulin-like growth factor

IGFBP Insulin-like growth factor binding protein
miU/L micro international unit(s) per liter

[UI Intrauterine Insemination

IVF In-vitro-Fertilisation

kb Kilobasen

kDA Kilodalton

k.o. knock-out

LG Laminin-G

LH Luteinisierendes Hormon

LNR Lin-12-Notch-Repeats

M Messphase

M1 Messphase 1: frihe Follikelphase

M2 Messphase 2: spater Follikelphase

M3 Messphase 3: Ovulationsinduktion

M4 Messphase 4: Lutealphase

MPB Metallobasicprotein

OHS Ovarielle Hyperstimulation



p Signifikanz

PAPP-A Pregnancy-associated plasma protein-A
SCR Short Consensus Repeats

SST Schwangerschaftstest

TMB Tetramethylbenzinidin

VZ0O Verkehr zum Zyklusoptimum

w.t. Wildtype

ZT Zyklustag
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1. Einleitung

11 Allgemeine Informationen zu PAPP-A

Pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A) ist ein Bestandteil des Insulin-like
growth factor (IGF)-Systems. Es ist die Protease des Insulin-like growth factor binding
protein-4 (IGFBP-4), die durch dessen Spaltung zu einer Freisetzung von IGF fuhrt
(Boldt und Conover, 2007). PAPP-A wurde erstmals 1974 isoliert und als ein
Plasmaprotein der Plazenta identifiziert (Lin et al., 1974), das wahrend der
Schwangerschaft in hohen Konzentrationen im maternalen Serum zirkuliert (Guidence
et al., 2002) und fur die adaquate Plazentareifung sowie die Fetalentwicklung essentiell
ist (Conover et al., 2004b). Nachdem in den 90er Jahren verschiedene Arbeitsgruppen
auch in diversen anderen Zellen eine proteolytische Aktivitat gegen IGFBP-4
beschrieben (Conover et al., 1993; Durham et al., 1994; Parker et al.; 1995), gelang es
Lawrence et al. 1999 nachzuweisen, dass diese identisch mit dem plazentaren PAPP-A
sind. Gleichzeitig konnte damit gezeigt werden, dass PAPP-A nicht nur schwanger-
schaftsassoziiert vorliegt, wie sein Name suggeriert, sondern bei Mannern und Frauen
sowohl von Geweben des Reproduktionstraktes (Ovar, Tube, Endometrium,
Myometrium) als auch aullerhalb davon (Leber, Niere, Dickdarm, Knochen, Brust,
Gehirn) gebildet wird (Conover et al., 1999; Overgaard et al., 1999). Es wurden daher
vielfaltigere Funktion von PAPP-A als wichtiger Regulator der lokalen |GF-Bioverfug-
barkeit durch den gezielten Abbau von IGFBP-4 bei angenommen (Abb.1; Boldt und
Conover, 2007). Aus diesem Grund wird PAPP-A heute in Zusammenhang mit diversen
Wachstums-, Reparatur- und Umbaumechanismen wie dem Knochenumbau (Oritz et
al., 2003; Qin et al., 1999) und der Wundheilung (Lawrence et al., 1999) gesehen.
Zudem kann im Rahmen von entzundlichen Prozessen eine Steigerung der PAPP-A-
Aktivitat gefunden werden (Che et al., 2002; Conover et al., 2004; Resch et al., 2004),
weshalb PAPP-A als Serummarker fur das Akute Coronarsyndrom (ACS) ins Gesprach
gekommen ist (Bayes-Genis et al., 2000; Bayes-Genis et al., 2001; Chyu und Shah,
2001; Cosin-Sales et al., 2004 / 2005; Qin et al., 2002). Klinische Anwendung als
Serummarker hat PAPP-A bereits seit langem in der Schwangerschaftsvorsorge erlangt,
da es im Rahmen des Ersttrisemester-Screening zur Diagnose des Downsyndroms (DS)
eingesetzt wird (Berry et al., 1997; Bersinger et al., 1995; Brizot und Noble, 1999; Krantz
et al., 1996; Palomaki et al., 2006; Wald et al., 1992; Wald et al., 1999).



11

Im Fokus dieser Arbeit stehen die ovariellen Funktionen von PAPP-A, da es als Be-
standteil des intraovariellen IGF-Systems und zusammen mit extraovariellen Hormonen
der Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-Achse an der Regulation der Follikelreifung und
Dominanzausbildung eines Follikels sowie der Bildung des Corpus luteums (Brogan et
al., 2010) beteiligt ist. PAPP-A wird im Ovar von den Granulosazellen synthetisiert (Co-
nover et al., 2001) und fordert dort durch den Abbau des inhibitorischen IGFBP-4 und
die Freisetzung von IGF lokal die mitotische und steroidogene Aktivitat der Follikel.

Pregnancy

Vascular smooth

muscle cells Granulosa

Atherosclerosis Folliculogenesis

Abb. 1: Orte der Synthese und lokale Funktionen von PAPP-A. PAPP-A wird von ver-
schiedenen Zellen des menschlichen Korpers synthetisiert und ist an zahlreichen
Wachstums-, Reparatur- und Umbaumechanismen beteiligt (nach Boldt und Conover,
2007).

1.2 Genlokalisation, Proteinstruktur und Enzymaufbau von PAPP-A
1.21 Genlokalisation von PAPP-A

Das PAPP-A-Gen des Menschen liegt auf Chromosom 9q33.1 (Silahataroglu et al.,
1993). Es umfasst etwa 200 kb Desoxyribonukleinsaure (DNA) und enthalt 22 Exons
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sowie 21 Introns (Overgaard et al., 2003). Die DNA-Sequenz des PAPP-A-Gens kodiert
als primares Translationsprodukt ein Praproprotein, das sich aus einem putativen Ba-
sensignal, einem Proproteinsignal und dem endgultigen Protein zusammensetzt (Boldt
et al., 2006; Haaning et al., 1996; Kirstensen et al., 1994). Die Prapro-Anteile von PAPP-
A sind wichtig fur seine Faltung und Sekretion (Overgaard et al., 2000).

1.2.2 Proteinstruktur von PAPP-A

PAPP-A ist ein groRes Glykoprotein, das aus 5 Domanen zusammensetzt wird. Die Do-
manen konnen hinsichtlich ihrer Grole, Struktur und Funktion unterschieden werden
(Abb. 2; Boldt und Conover, 2007).

N Identity Extension Structure Function

Laminin
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domain
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= , Proteolysis
LNR2 protequtlc 244-592 o+p of IGFBPs
Zn domain structure
M
? 593-1134 ? ?
g:r:?rzllemem Extended Cell surface
7 1135-1474 I- adhesion
protei (GEED 5;truBcture (CCP3-4)
modules 1-5
LNR3 C-terminal 1475-1547 2 Association
C domain of LNR1-3

Abb. 2: Das PAPP-A-Polypeptid. Schematische Darstellung des PAPP-A-Polypeptides
mit Unterteilung in die 5 Domanen. Anzeige der Ausdehnung, Struktur und Funktion der
Domanen (nach Boldt und Conover, 2007).
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Die N-terminale Domane von PAPP-A umfasst die ersten 243 Aminosauren (AS) und
wird als Laminin-G(LG)-like Domane bezeichnet. LG-like Domanen konnen in verschie-
denen Proteinen gefunden werden (Rudenko et al., 2001) und zeichnen sich durch die
LG-Struktur aus 14 R-Strangen aus, die ein Sandwich aus zwei R-Faltblattern bildet.
Diese stellen meist die Bindestelle flr die Substrate der Proteine dar (Rudenko et al.,
2001). In PAPP-A fungiert die LG-Domane wahrscheinlich als Stabilisator der benach-
barten proteolytischen Domane und ist wahrend der Expression erforderlich (Boldt et al.,
2006).

Die proteolytische Domane von PAPP-A besteht aus ungefahr 350 AS und hat die
Funktion, IGFBP-4 zu spalten. AuRerdem koénnen in dieser Domane von PAPP-A zwei
weitere Merkmale gefunden werden: eine verlangerte zinkbindende Sequenz und ein
Met-Turn (Kirstensen et al., 1994). Diese Merkmale sind charakteristisch fur die Super-
familie der Metzinitin-Metalloproteinasen, zu der die Matrixine, Serralysine, Astacine und
Adamalysine zahlen.

PAPP-A ist Grinder und Namensgeber der neuesten 5. Unterfamilie der Metzinitin-
Metalloproteinasen, den Pappalysinen (Boldt et al., 2001), zu der aulerdem PAPP-A-2
und Ulilysin gehoren. Innerhalb der proteolytischen Domane von PAPP-A hat man
aullerdem zwei der insgesamt drei Lin-12-Notch-repeats (LNR) von PAPP-A gefunden,
die aus 30 AS bestehen und Calcium binden, welches fur den Abbau von IGFBP
essentiell ist (Boldt et al., 2004).

Die dritte, zentrale Domane von PAPP-A umfasst 500 AS. Ihre Struktur und Funktion
sind bislang unbekannt. Die vierte Domane enthalt 5 Complement-Control-Pro-
tein(CCP)-Module, auch bekannt als Short Consensus Repeats (SCR), die aus jeweils
60 AS gebildet werden und eine ellipsoide Struktur aus 3-Strangen formen. Die CCP-
Module geben PAPP-A die Fahigkeit, Zelloberflachen zu binden (Boldt und Conover,
2007). Das C-terminale Ende von PAPP-A besteht aus 70 AS und bildet die finfte Do-
mane. Es enthalt wie die proteolytische Domane ein weiteres, drittes LNR (Boldt und
Conover, 2007).

1.2.3 PAPP-A als Monomer, Homodimer und Heterotetramer

PAPP-A kann in drei Formen vorliegen. Zunachst wird es als 200 kDa schweres Mono-
mer synthetisiert. Zwei dieser PAPP-A Monomere konnen Uber eine Disulfidbriacke mit-
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einander verbunden werden, so dass ein Homodimer entsteht. Dabei liegen die PAPP-
A-Monomere in antiparalleler Ausrichtung zueinander vor, so dass sich LNR-1 und -2
des einen Monomers mit LNR-3 des Anderen assoziieren konnen (Boldt und Conover,
2007). Dies ist fur die proteolytische Aktivitat gegen IGFBP-4, nicht aber IGFBP-5, erfor-
derlich und so entsteht ein aktives, 400 kDa schweres PAPP-A-Homodimer (Abb. 3a).

Aulerdem kann PAPP-A mit dem proMetallobasicprotein (MBP) einen 2:2 heterotetra-
mer PAPP-A-proMBP-Komplex von 500 kDa bilden (Abb. 3b; Oxvig et al., 1994).
ProMBP ist ein direkter Inhibitor von PAPP-A, da es durch Bildung des 2:2 heterotetra-
meren Komplexes mit proMBP zu einem kompletten Funktionsverlust von PAPP-A
kommt (Overgaard et al., 2000). Wahrend der Schwangerschaft hat dieser Mechanis-
mus eine besondere Bedeutung, da im Serum von Schwangeren nur 1 % freies PAPP-A
nachzuweisen ist, wahrend die restlichen 99 % in der inaktiven PAPP-A-proMBP-Kom-
plexform vorliegen (Han, 1996). Die Inaktivierung von PAPP-A dient hier vermutlich dem
Ausgleich der hohen PAPP-A-Serumspiegel in der peripheren Zirkulation der Schwan-
geren, denn die hohe PAPP-A-Aktivitat, die fur die fetale Entwicklung erforderlich ist, soll
nur lokal in der Plazenta entstehen (Overgaard et al., 2000), unerwinschte Nebenef-
fekte von PAPP-A wie Hypoglykamien und unkontrollierte Proliferation aber vermieden
werden (Bunn und Fowlkes, 2003).

Die Ausschaltung der proliferations- und wachstumsfordernden PAPP-A Wirkung durch
proMBP findet in kleinerem Umfang aber auch aufierhalb der Schwangerschaft statt. Es
wird angenommen, dass der PAPP-A-proMBP-Komplex unter bestimmten Umstanden
auch wieder gespalten wird, so dass dann gezielt PAPP-A zur Verfugung gestellt
werden kann (Overgaard et al., 2000).

1.3 Funktionen von PAPP-A
1.3.1  Allgemeine Funktionen von PAPP-A im IGF-System

Die wichtigste Aufgabe von PAPP-A liegt in der Regulation der lokalen Bioverfugbarkeit
von IGF. IGF sind mitogenetische und differenzierende Wachstumsfaktoren, die ubiqui-
tar exprimiert werden (Hwa et al., 1999) und Uber ihre Rezeptoren verschiedenste Sig-
nale wie zellulére Proliferation, Differenzierung und Uberleben vermitteln (Steward und
Rotwein, 1996). Wie ihr Name suggeriert, werden sie auf3erdem fur adaquates pra- und
postnatales Wachstum bendtigt. Es gibt zwei verschiedene IGF: IGF-1 und IGF-2.



N
N PA1
PA
LNR1-3
c381 unit
LNR1 formation
LNR2 cast
PD PAPP-A
—C652 dimerization
Formation of
C1130 PA1C1130—=C1130PA2 c652
disulfide bond
LNR1-3 Cas1
unit
LNR3 formation
C
PA2
PAPP-A Proteolytically active
monomer PAPP-A homodimer
of 200 kDa of 400 kDa
N
PA1 Complex PA1
formation with
LNR1-3 proMBP
Cc381 unit N
formation N
PM ﬁ]cm PM1
c169
C652
C C
Formation of
ces2 PAC381==C51"M =
PA and PM PM2
LNR1-3 C652=—C169
unit cast disulfide bonds N
formation
PA2 PA2
Proteolytically active Proteolytically inactive
PAPP-A homodimer PAPP-A/proMBP
of 400 kDa heterotetrameric

complex of 500 kDa

Abb. 3: PAPP-A als Monomer, Homodimer und im heterotetrameren Komplex mit
proMBP. Assoziation zum Homodimer (obere Abbildung) und zum heterotetrameren
Komplex mit proMBP (untere Abbildung; nach Boldt und Conover, 2007).
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Beides sind Peptidhormone, die in ihrer Struktur dem Insulin dhnlich sind und daher
ihren Namen erhalten haben (Hwa et al., 1999). IGF liegen in biologischen Flussigkeiten
normalerweise an spezifische IGFBP gebunden vor, da die Affinitdt zu ihren
Bindeproteinen groRer ist als die zu ihren Rezeptoren. IGFBP umfassen eine
heterogene Gruppe aus insgesamt sechs verschiedenen, hochaffinen Proteinen
(IGFBP-1 bis -6). AuRerdem gibt es mehrere IGFBP-verwandte Proteine, deren Affinitat
zu den IGF aber wesentlich niedriger ist (Hwa et al., 1999). Die Bindung an IGFBP fuhrt
zu einer Hemmung der IGF, da sie in gebundener Form nicht mehr ihre Rezeptoren
binden und ihre Signale vermitteln konnen (Boldt und Conover, 2007; Clemmons, 1998;

Jones und Clemmons, 1995).

Diese inhibitorischen IGFBP wiederum werden durch IGFBP-Proteasen wie PAPP-A
abgebaut. Fur jedes IGFBP-1 bis -6 gibt es eine Protease (Zhou et al., 2003; Bunn und
Fowlkes, 2003). Diese fuhren durch proteolytische Spaltung zu einem Funktionsverlust
der inhibitorischen IGFBP, da die Affinitat der IGFBP-Spaltprodukte zu den IGF reduziert
bis aufgehobenen ist. Dadurch werden die IGF aus ihrer Bindung befreit und konnen
rezeptorvermittelt inre metabolischen und mitogenetischen Funktionen ausiiben. Uber
diese antagonistischen Mechanismen, das heil3t die Bindung und Inaktivierung der IGF
durch IGFBP-Bindung auf der einen Seite und die Freisetzung der IGF aus dem IGF-
IGFBP-Komplex durch IGFBP-Proteolyse auf der anderen Seite, wird die lokale Biover-
fugbarkeit und Aktivitat der IGF genau reguliert (Firth und Baxter, 2002).

PAPP-A gehort als einzige Protease von IGFBP-4 (Nyegaard et al., 2010) zu der Familie
der IGFBP-Proteasen. Nach der Spaltung durch PAPP-A ist die Affinitat des N-termina-
len IGFBP-4-Fragmentes zu IGF stark reduziert, die Affinitat des C-terminalen Frag-
mentes sogar komplett aufgehoben (Stantker et al., 2000). Dadurch kann IGF aus dem
Komplex mit IGFBP-4 gelost werden (Byun et al., 2001) und aus der inaktiven, gebun-
denen Form in den aktiven, ungebundenen Zustand Ubergehen (Abb. 4).

Charakteristisch ist die IGF-Abhangigkeit des IGFBP-4-Abbaus durch PAPP-A (Law-
rence et al., 1999), denn IGF wird bendtigt, um die proteolytische Aktivitat von PAPP-A
gegen IGFBP-4 hervorzurufen. IFG-2 ist dabei effektiver als IGF-1 (Byun et al., 2000;
Conover et al. 1993). IGF-2 ist aber kein Kofaktor fur die Protease, lediglich seine
Bindung an IGFBP-4 macht dieses im IGF-2-IGFBP-4-Komplex anfalliger fur seinen
schnellen Abbau durch PAPP-A (Byun et al., 2000).Neben IGF wird fur die Aktivitat von
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PAPP-A auRerdem Calcium bendtigt (Sun et al., 2002). Einige Studien sprechen dafur,
dass PAPP-A auch IGFBP-2 und -5 abbauen kann (Maile und Holly, 1999), wobei der
Abbau von IGFBP-2, wie bei IGFBP-4, |IGF-abhangig ist, wohingegen der Abbau von
IGFBP-5 IGF-unabhangig zu sein scheint (Laursen et al., 2001; Monget et al., 2003;
Riviera und Fortune, 2003 a/b). Sowohl der Abbau von IGFBP-2 als auch der Abbau von
IGFBP-5 scheint aber ein Phanomen zu sein, dass dem dominanten Follikel eigen ist
(Gerard et al., 2004; Riviera und Fortune, 2003a/b). Aufgrund seiner Struktur zahlt
PAPP-A zu der Superfamilie der Metzinicin-Metalloproteinasen (Boldt et al., 2001; Rajah
et al., 1995; Zhou et al., 2003).

a ®
P
|

PAPP-A IGFBP-4
proteolytic

‘A . fragments
A ‘A
v 4

IGF o

IGF
receptor Proteoglycan v

Abb. 4: Funktion von PAPP-A im IGF-System. Im Serum liegt IGF an IGFBP-4 gebun-
den vor. Erst durch proteolytische Spaltung von IGFBP-4 durch PAPP-A kommt es zu
einer Freisetzung von IGF, sodass sie ihre Rezeptoren binden, und zellulare Funktionen
ausuben konnen (nach Boldt und Conover, 2007).

1.3.2 Spezielle Funktion von PAPP-A im ovariellen IGF-System

Im Ovar wird PAPP-A von den Granulosazellen gebildet um die lokale Bioverfugbarkeit
von ovariellem IGF zu regulieren. Da die Granulosazellen nur IGF-2 bilden ist dieses
das entscheidende IGF der Follikel (Geisthovel et al., 1989). IGF-2 wird eine zentrale

Rolle in der Koordinierung der Follikelreifung zugesprochen, weil es zusammen mit den



18

hypophysaren Gonadotropinen die Funktionen der Follikelzellen beeinflusst, indem es
deren mitotische und steroidogene Aktivitat moduliert. Auf der einen Seite fuhrt IGF-2 zu
einer erhohten Zellteilungsrate der Granulosazellen, die fur das Wachstum der Follikel
und deren Reifung essentiell ist. Auf der anderen Seite fordert IGF-2 die Bildung von
Steroidhormonen, indem es die gonadotropin-induzierte Estrogen- und Progesteron-
synthese steigert (Erickson et al., 1989). IGF-2 verstarken demnach die gonadotropinen
Effekte auf den Follikel (Adashi, 1998).

In IGF-1-knock-out(k.0.)-Mausen konnte der Einfluss von IGF auf die gonadotropine Wir-
kung ganz gezielt dargestellt werden, da diese die Fahigkeit verloren haben, Uber das
Follikelstimulierende Hormon (FSH) den dominanten Follikel ausreichend zu stimulieren,
und dementsprechend unfruchtbar waren (Baker et al.,, 1996). Das gonadotropin-
agonistische IGF ist dementsprechend zumindest im Ovar der Maus essentiell fur die
FSH-Wirkung, und damit entscheidend fur die Bildung des dominanten Follikels, die
Ovulation und letztendlich die Fruchtbarkeit der Mause.

Die Hemmung von IGF-2 erfolgt durch vier der sechs hochaffinen IGFBP (IGFBP-2, -3, -
4, -5), die lokal von den Granulosazellen des Ovars gebildet und anschlieRend als 10sli-
che Proteine sezerniert werden (Chamberlain und Spicer, 2001). IGFBP-4 ist das wich-
tigste ovarielle IGFBP, und fur diese Studie besonders interessant, weil es durch PAPP-
A abgebaut wird. Im Ovar fuhrt IGFBP-4 durch IGF-2-Bindung zu einer reduzierten
Zellteilung und Hormonsynthese der Follikelzellen, da es gleichzeitig das follikelstimulie-
rende IGF-2 inaktiviert (Mason et al., 1992) und dessen gonadotropine Wirkung am Fol-
likel unterdrickt (Putowski et al., 1997).

PAPP-A selbst fuhrt demnach durch den Abbau des inhibitorischen IGFBP-4 und der
Freisetzung von mitotischen und steroidogenen IGF zu einer Stimulation der gonadotro-
pinen Follikelreifung. So =zeichnen sich PAPP-A-k.0.-Mause verglichen mit Wild-
type(w.t.)-Mausen unter anderem durch eine verminderte Anzahl ovulierender Oozyten
sowie einer reduzierten Expression von ovariellen, steroidogenen Enzymgenen aus
(Nyegaard et al., 2010).

Diese Funktionsverluste sprechen fur eine wichtige Rolle von PAPP-A in der Modulation
der Follikelreifung und der weiblichen Fruchtbarkeit durch die Kontrolle der Aktivitat von
lokal verfugbaren IGF. Sie suggerieren eine reduzierte Fruchtbarkeit der PAPP-A-k.o.-
Mause, die aber im Gegensatz zu IGF-1-ko-Mause nicht steril sind (Baker et al., 1996)
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und bei denen man nach wie vor alle Follikelstadien auffinden kann (Nyegaard et al.,
2010).

1.4 Die intra- und extraovarielle Follikelstimulation
1.4.1 Kopplung der intra- und extraovariellen Follikelstimulation

An der Regulation der mitotischen und steroidogenen Aktivitat der Follikelzellen im
Rahmen des praantralen und antralen Follikelwachstums sind neben dem dargestellten
intraovariellen IGF-System maligeblich extraovarielle Hormone der Hypothalamus-Hy-
pophysen-Achse beteiligt. Eine enge Vernetzung zwischen den intra- und extraovariel-
len Regulationssystemen ermdoglicht dabei den koordinierten Ablauf der Reifungspro-
zesse im Follikel. Gemeinsam wird so die Zukunft des Follikels bestimmt: soll er wach-

sen und dominant werden, oder in Atresie gehen?

Die Initiation des praantralen Follikelwachstums von primordialen Follikeln Gber primare
Follikel zu antralen Follikeln geschieht einem Modell von Webb et al., 2004 nach
zunachst wachstumsfaktorenabhangig und dauert ungefahr 3 Monate. Diese erste
Phase des praantralen Follikelwachstums kann gonadotropinunabhangig erfolgen
(Campbell et al., 2000; Fortune et al., 2000; McNatty et al.,1999; Wand;ji et al., 1992).
Gonadotropine, vor allem FSH, sind aber in der Lage, die Rate heranwachsenden Folli-
keln zu steigern (Campbell et al., 2000), da sie die Freisetzung von IGF durch zeit- und
dosisabhangige Steigerung der PAPP-A-Expression induzieren (lwashita et al., 1998;
Motozumi et al., 2004) und die Bindungskapazitat und Signaltransduktion der ovariellen

IGF-Rezeptoren verbessern (Adashi 1998).

Erst ab einer GroRe der antralen Follikeln von ungefahr 5 mm ist fur das weitere antrale
Follikelwachstum und die Rekrutierung des Follikels in die Kohorte die extraovarielle
Follikelstimulation durch Gonadotropine essentiell (Webb et al., 2003), ohne die der Fol-
likel in Atresie geht. Die gonadotropinabhangige Entwicklung der Follikelkohorte eines
Zyklus steht jetzt aber selbst unter dem Einfluss ovarieller Wachtumsfaktoren. So wird
die gonadotropine Wirkung durch intraovarielle IGF stimuliert, indem diese die mitoti-
sche und steroidogene Aktivitat der Gonadotropine potenzieren (Adashi, 1998). Auler-
dem kann der Abbau antigonadotropiner IGFBP durch PAPP-A nur unter Anwesenheit

von |GF stattfinden.
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Zwischen der intra- und extraovariellen Regulation des Follikelwachstums liegt demzu-
folge eine enge Vernetzung vor, wobei die follikelstimulierenden Komponenten beider
Systeme positiv miteinander verkoppelt sind. Dadurch wird in wachsenden Follikel eine

maximale Stimulation der Zellteilung und Hormonproduktion ermoglicht.

1.4.2 Ablauf der Follikelreifung

Zu Beginn eines neuen Zyklus ist FSH das entscheidende Gonadotropin, das die Rek-
rutierung der Follikelkohorte initilert und in der frihen Follikelphase die Reifung eines
dominanten Follikels aus der Kohorte schnell wachsender Follikel auslost. Dabei stimu-
liert FSH das Wachstum der Follikel und deren Estrogenproduktion, indem es das An-
gebot lokaler Wachstumsfaktoren und deren Wirksamkeit am Follikel erhdht. So fuhrt
FSH Uber Induktion der lokalen PAPP-A-Synthese und IGFBP-4-Proteolyse zu einer
Freisetzung von IGF. Zudem erhoht FSH die Empfindlichkeit der IGF-Rezeptoren. Da-
durch werden die follikelstimulierenden Effekte von FSH und den Wachstumsfaktoren in
wachsenden Follikeln maximiert, wahrend die antigonadotopinen IGFBP an Wirkung

verlieren.

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass der durch FSH und PAPP-A ausgelOste
IGF-Anstieg 12 h vor der Follikeldurchmesserzunahme des dominanten Follikels gegen-
uber dem grofdten untergeordneten Follikel kommt (Donadeu und Ginther, 2002). Au-
Rerdem konnte durch IGF-Injektion in den grofdten, untergeordneten Follikel dieser zur
Dominanzausbildung und Ovulation gebracht werden (Ginther et al., 2004 a/b), wahrend
man durch IGFBP-Injektion in den groRten Follikel dessen weiteres Wachstum hemmen
konnte (Ginther et al., 2004c). Bei der Dominanzausbildung eines Follikels kann dem-
nach der Anstieg der PAPP-A-Konzentration mit nachfolgendem IGF-Anstieg als erste
markante Veranderung zwischen dominantem und untergeordnetem Follikeln nachge-
wiesen werden. Erst spater zeigen sich Unterschiede im Durchmesser, oder andere

hormonelle Veranderungen wie die Ostrogensynthese.

Die Stimulation der Follikel Gber FSH und intraovarielle Wachstumsfaktoren fuhrt zu ei-
ner Zunahme der follikularen Estrogenproduktion und einem starken Anstieg der endo-
genen Estrogenspiegel, sodass uber negative Ruckkopplungsmechanismen ein drasti-
scher Abfall der FSH-Produktion in der Hypophyse ausgelost wird. Diesen kann nur der
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hochempfindliche, dominante Follikel Uberleben kann, wahrend die untergeordneten
Kohortenfollikel in Atresie gehen. Neben dem Abfall von FSH |0st der starke Estroge-
nanstieg auRerdem eine massive Freisetzung des Luteinisierenden Hormons (LH) aus
der Hypophyse aus, so dass LH in der spaten Follikelphase und wahrend der Lu-
tealphase das vorherrschende Gonadotropin wird und dann zur terminalen Reifung der
primaren Oozyte, der Ovulationsauslosung, der Luteinisierung und der gesteigerten Ge-
stagenproduktion fuhrt. Bei der Luteinisierung bewirkt LH die Umwandlung des ge-
sprungenen Follikels in das Corpus luteum, das aus Thekalutein- und Granolosalutein-
zellen besteht, die jetzt Uberwiegend Gestagene, besonders Progesteron produzieren.
Die Gestagenproduktion wird ebenfalls von den Wachstumsfaktoren unterstutzt. Durch
die Konzentationserhdhung der Gestagene wir Uber negative Ruckkopplungsmechanis-
men ein erneuter Abfall von LH bewirkt, wodurch im Gegenzug auch die Progesteron-
und Gestagenproduktion des Corpus luteum abnehmen. Das wiederum fuhrt durch Aus-
bleiben des negativen Feedbacks auf die Hypophyse zu einen erneuten FSH-Anstieg,
wodurch ein neuer Zyklus eingeleitet wird (Lullmann-Rauch, 2003).

1.5 Expressionsprofile der IGF-Systemkomponenten je nach GroRe und

Funktionszustand der Follikel

Die mitotische und steroide Funktion eines Follikels wird wie beschrieben von den Be-
standteilen des intraovariellen |IGF-Systems mitbestimmt. Dieser funktionelle Einfluss
spiegelt sich lokal im Follikel wider, da je nach Grolze und Funktionszustand der Follikel
unterschiedliche Profile der einzelnen Komponenten gefunden werden kdénnen. So wer-
den PAPP-A und IGF-2 Uberwiegend in grof3en, reifen Follikeln produziert. In kleinen,
untergeordneten, anovulatorischen oder atretischen Follikeln hingegen konnen nur mi-
nimale Konzentrationen von PAPP-A und IGF-2 nachgewiesen werden (Westgaard et
al., 1985). Die Syntheseleitung von PAPP-A und IGF-2 hangt demzufolge positiv mit der
GroRe und dem Funktionszustand der Follikel zusammen, weshalb im Verlauf des
Follikelwachstums die Konzentrationen in der Flussigkeit von gesunden Follikeln stetig
steigen (Conover et al, 2001).Umgekehrt ist die Konzentration von IGFBP-4 in kleinen
Follikeln hoch, nimmt aber bei heranwachsenden Follikeln stetig ab, bis sie in der
Follikelflussigkeit des dominanten Follikels kaum mehr nachgewiesen werden kann
(Conover et al., 2001; Funston et al., 1996; Sota de la et al., 1996; Steward et al.
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1996a;). Erst wenn der dominante Follikel gesprungen ist, steigen seine IGFBP-4
Konzentrationen wieder an (Ericksen et al., 1992). Diese Veranderungen von IGFBP-4
im Verlauf der Follikelreifung lassen sich durch die Wirkung von PAPP-A erklaren, dass
vor allem in grofRen, gesunden Follikeln synthetisiert wird und dort schnell IGFBP-4
abbaut (Zhou et al., 2003b). Die Konzentration von IGFBP-4 ist demnach umgekehrt

proportional zu PAPP-A und der Grofte und dem Funktionszustand der Follikel.

Zusammengefasst besitzen grol3e, heranwachsende Follikel hohe PAPP-A-Konzentrati-
onen, niedrige IGFBP-4-Level und hohe IGF-2-Werte. Sie haben damit die Fahigkeit zur
gonadotopinagonistischen Stimulation der Hormonsynthese und Zellteilung der Granu-
losazellen, so dass diese Follikel wachsen konnen (Spicer, 2004). In kleinen, atretischen
Follikeln mit niedrigem PAPP-A und hohen antigonadotropinen IGFBP hingegen ist die
Bioverfugbarkeit von IGF-2 gering, die follikelstimulierenden Effekte bleiben aus und der
Follikel kann nicht Gberleben.

Die unterschiedlichen Expressionsprofile der |IGF-Systemkomponenten je nach
Funktionszustand und Grof3e der Follikel im Ovar unterstreichen deren Funktion im
organisierten Follikelwachstum. Zudem sind PAPP-A und die anderen Komponenten
des IGF-Systems als Marker fur die Follikelreifung- und Selektion ins Gesprach
gekommen, da die Profile der IGF-Systemkomponenten den Funktionszustand der
Follikel widerspiegeln (Conover et al., 2001; Hourvitz et al., 2000; Hourvitz et al., 2002).

1.6 Fragestellung

Als wichtiger Regulator der lokalen IGF-Bioverfugbarkeit ist PAPP-A an der Koordinie-
rung der Follikelreifung beteiligt und beeinflusst die mitotische und steroidogene Aktivitat
der Follikel positiv. Die lokale Aktivitat von PAPP-A im Follikel spiegelt sich in den ver-
gleichsweise hohen Konzentrationen gesunder Follikel wider. Dabei korrelieren die Kon-
zentrationen von PAPP-A sowohl positiv mit dem Funktionszustand und der Grof3e der
Follikel (Conover et al., 1999; Mazerbourg et al., 2003). Dies spricht dafur, dass das
Wachstum und die Reifung der Follikel mit dynamischen Veranderungen von PAPP-A
einhergehen, weshalb PAPP-A als Marker fur die Follikel und das Corpus luteum ins
Gesprach gekommen ist. In dieser Arbeit gilt es zu klaren, ob sich auch im Serum
analoge Veranderungen von PAPP-A im Verlauf eines Menstruationszyklus wahrend der



23

Follikel- und Lutealphase und parallel zu bestimmten Follikelstadien darstellen lassen,
denn das ware eine entscheidende Vorrausetzung dafur, dass PAPP-A tatsachlich auch
als Serummarker fur die Follikelreifung in Betracht gezogen werden konnte.

Frahere Studien konnten bislang keine endgultigen und eindeutigen Ergebnisse dazu
vorweisen (Fialova und Malbohan, 2002), wobei jedoch bislang die Arbeiten
uberwiegen, die keine signifikanten Unterschiede der PAPP-A-Serumkonzentrationen im
Verlauf des Zyklus finden kdnnten (Bersinger und Klopper, 1984; Bischof et al., 1982).
Es wird angenommen, dass Veranderungen von PAPP-A im Serum nicht wie in der
Konzentration der Follikelflussigkeit dargestellt werden konnen, da nicht nur selektiv
follikulares PAPP-A im Serum gemessen wird, sondern auch solches, das von anderen

Syntheseorten produziert und sezerniert wurde.

Zudem sind die Konzentrationen von PAPP-A im Serum aullerhalb der
Schwangerschaft sehr gering, was die Detektion kleiner Schwankungen erschwert. Da
allerdings neue, sensitivere Tests auf den Markt gekommen sind, die besonders dem
Nachweis von freiem PAPP-A im Serum dienen, das von alten Testsystemen vermutlich
nicht erfasst wurde, lohnt sich eine erneute Beurteilung der Serum-PAPP-A auf
zyklische Veranderungen hin.

AuRerdem soll untersucht werden, welchen Einfluss die ovarielle Hyperstimulation
(OHS) der Follikel im Rahmen verschiedener reproduktionsmedizinischer Verfahren auf
die PAPP-A-Serumspiegel der Patientinnen hat, da wie beschrieben eine enge Vernet-
zung zwischen den an der Follikelreifung beteiligten intra- und extraovariellen Regulati-
onssystemen besteht. Es ist davon auszugehen, dass rekombinante FSH-Praparate
analog zu endogenem FSH die ovarielle Expression von PAPP-A im Ovar steigern (Choi
et al., 2003). Wir wollen prufen, ob sich das auch in veranderten PAPP-A-Serumspie-

geln der Patientinnen widerspiegelt.

Da die Serumspiegel von PAPP-A verschiedenen externen Einflissen unterliegen, wur-
den aulRerdem andere Eigenschaften der Patientinnen auf Zusammenhange mit Veran-
derungen der PAPP-A-Serumspiegel hin untersucht. Dazu zahlen geburtshilfliche und
gynakologische Parameter, die im Rahmen der klinischen Untersuchung und Anamnese
erhoben worden waren. Dabei war von besonderem Interesse herauszufinden, ob sich
im Rahmen bestimmter Erkrankungen, besonders solchen, die mit Follikelreifungssto-
rungen und einer eingeschrankten Fertilitat einhergehen, Alterationen der lokalen PAPP-



24

A-Konzentrationen im Serum darstellen lassen. Ware das der Fall, so konnte PAPP-A

als Serummarker fur diese Erkrankungen in Frage kommen.
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2. Material und Methoden

2.1 Erhebung der Daten

In dieser retrospektiven Studie wurden die PAPP-A-Serumverlaufe von Patientinnen
analysiert, die sich im Zeitraum von 2007 bis 2009 in der Sterilitatsambulanz der Univer-
sitatsfrauenklinik Bonn in Behandlung befanden. Es wurden gezielt solche Patientinnen
gesucht, bei denen, zur Fragestellung passend, mehrere Blutabnahmen zu bestimmten
Zeitpunkten im Verlauf eines Zyklus erfolgt waren und die nach zusatzlichen Ein- und
Ausschlusskriterien gefiltert werden konnten.

Von diesen Patientinnen wurden anschlieBend die entsprechenden Serumproben
anhand der ID-Nummern identifiziert und fur die Nachbestimmung von PAPP-A im
Hormonlabor der Universitatsfrauenklinik Bonn verwendet. Zur Untersuchung maoglicher
Zusammenhange zwischen PAPP-A und anderen Eigenschaften der Frauen wurden
aullerdem die Akten der Patientinnen nach bestimmten reproduktionsmedizinischen
Daten durchsucht, die im Rahmen der Untersuchung und Anamnese erhoben worden
waren. Die konkreten Angaben zu den Hormonkonzentrationen sowie Informationen zu
der Follikelanzahl, Follikelgrole und Endometriumsdicke konnten den Stimulations-

protokollen enthommen werden.

2.2 Beschreibung des Patientenkollektivs

Es wurden insgesamt 120 Patientinnen in die Studie eingeschlossen. Da bei 9 Frauen 2
Zyklen und bei 3 Frauen 3 Zyklen untersucht wurden, konnten insgesamt 135 Zyklus-
verlaufe von PAPP-A analysiert werden. Um den Einfluss der Follikelstimulation auf die
PAPP-A-Serumspiegel darzustellen, wurden die Patientinnen je nach reproduktionsme-
dizinischem Verfahren und Stimulationsstarke der untersuchten Zyklen in verschiedene
Stimulationsgruppen eingeteilt. Im Zuge aller Stimulationsverfahren erfolgte eine eng-
maschige Zyklusbeobachtung anhand von regelmafligen Hormonkontrollen von Estra-
diol und LH sowie der transvaginalsonographischen Beurteilung der Follikel beginnend
ab Zyklustag (ZT) 5-8 und darauf folgend mindestens alle 3 Tage.

Diejenigen Patientinnen, deren Spontanzyklus man zur Ermittlung des Ovulationszeit-
punkt im Rahmen von Verkehr zum Zyklusoptimum (VZO; n= 16) und intrauteriner In-

semination (IUl; n= 15) beobachtete, wurden in der ersten Stimulationsgruppe zusam-
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mengefasst (n= 31). Erreichte der dominante Follikel dieser Patientinnen einen Durch-
messer von >18 mm, so wurde eine Ovulationsinduktion mit 5000 internationalen Ein-
heiten (IU) humanen Choriongonadotropin (HCG, Ovitrelle, Predalon, Organon) durch-
gefuhrt. 24 h nach Ovulationsinduktion sollten die Patientinnen im VZO-Verfahren Ge-
schlechtsverkehr haben. Im Rahmen des IUI-Verfahren hingegen wurde 36 h nach der

Ovulationsinduktion die Ul durchgefuhrt.

In der zweiten Stimulationsgruppe wurden die Patientinnen (n= 45) zusammengefasst,
bei denen im Zuge von VZO (n= 35) und IUl (n= 10) zusatzlich eine leichte Stimulation
der Follikel durch tagliche subkutanen Injektionen von 25 bis 75 IU rekombinantem FSH
(Gonal F, Puregon, Bravelle, Menogon) ab dem 3. Zyklustag bis zur Ovulationsinduktion
erfolgt war. Analog zu der Funktion von korpereigenem FSH sollten dadurch das Folli-
kelwachstum und die Steroidhormonproduktion der Eierstocke stimuliert werden.

In der 3. Stimulationsgruppe wurden alle Patientinnen (n= 59) zusammengefasst, bei
denen eine multifollikulare Hyperstimulation im Rahmen einer In-vitro-Fertilisation (IVF;
n= 9) oder intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI; n= 50) durchgefuhrt wurde.
Die Follikelstimulation der Patientinnen erfolgte mit hochdosiertem, rekombinantem FSH
(Gonal F, Puregon, Bravelle, Menogon), welches ab dem 1. Zyklustag durch tagliche
subkutane Injektionen verabreicht wurde. Um die naturlichen Ruckkopplungsmechanis-
men der Hypophyse zu unterdricken und eine vorzeitige Ovulation zu verhindern wurde
zusatzlich etwa 14 Tage vor Beginn des Stimulationszyklus die Applikation von Gona-
dotropin-Releasing-Hormon(GnRH)-Analoga (Decapeptyl, Synarela, Enantone) einge-
setzt. Eine Ovulationsinduktion mit 5000 IU HCG wurde ungefahr 36 h vor der geplanten
Follikelpunktion zum Abschluss der Eizellreifung durchgefuhrt. 72h nach in-vitro Be-
fruchtung der Eizellen folgten der abschlieRende Embryonentransfer in die Gebarmutter.
Im Unterschied zu dem IVF-Verfahren wurden bei dem ICSI-Verfahren einzelne Sper-
mien des Mannes durch Mikroinjektion direkt in die Eizellen der Frau injiziert.

2.3 Ein- und Ausschlusskriterien
2.3.1 Einschlusskriterien

Um durch Nachbestimmung von PAPP-A in den entsprechenden Serumproben die
PAPP-A-Serumverlaufe darstellen zu konnen, wurden lediglich solche Patientinnen fur
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die drei oben dargestellten Stimulationsgruppen gesucht, bei denen Uber den Zeitraum
eines Zyklus mindestens 4 Blutentnahmen zum Hormonmonitoring erfolgt waren. Die
Zeitrdume an denen die Proben gewonnen wurden, sollten bestimmte Zyklusphasen
reprasentieren (Tab. 1). Es sollte jeweils eine Messung aus der frihen und spaten Folli-
kelphase (M1 und M2), sowie weitere Messung am Tag der Ovualtionsinduktion (M3)
und gegen Ende der Lutealphase (M4) durchgefuhrt werden. Bei den Gruppen 1 und 2
wurden fur die erste Messung der Zyklustag (ZT) 8 +/- 1, fur die zweite Messung der ZT
12+/- 1 und fur die dritte Messung der Tag der HCG-Gabe-Tag gewahlt, der meist auf
ZT 15+/-1 fiel. Nur bei 16 Patienten war die HCG-Gabe erst spater, aber spatestens an
ZT 18 durchgefuhrt worden. Die Zeitraume fur die ersten zwei Messungen wurden fur
die Gruppe 3 angepasst, da die Hormonkontrolle dieser Patientinnen in der Regel fruher
stattfand, weil es hier nicht zu einer Ovulation kommen sollte, sondern die Eizellen zur
Durchfuhrung der geplanten in-vitro-Befruchtung ungefahr an ZT 12 per Punktion
gewonnen werden sollten. Die Messzeitrdume wurden dem entsprechend vorgezogen
auf den ZT 6 +/- 1 fur die erste Messung und ZT 9 +/- 1 fur die zweite Messung. Der
HCG-Gabe-Tag, der nur in einem Fall nicht auf ZT 12 +/- 1 gefallen ist, sondern erst an
ZT 14 erfolgte, wurde wie bei Gruppe 1 und 2 fur die dritte Messung gewahlt. Die vierte
Messung von PAPP-A erfolgte in allen drei Gruppen gleichzeitig, ungefahr 2 Wochen
nach der dritten Messung. Zu diesem Zeitpunkt wird bei den Patienten ein Schwanger-
schaftstest (SST) durchgeflhrt.

M 1: M2: M 3: M4:
Follikelphase Follikelphase Ovulationsinduktion Lutealphase
(friih) (spat)
Gruppe 1 ZT 8 +/-1 ZT 12 +/- 1 HCG: ZT 15 +/- 1 SST
Gruppe 2 ZT 8 +/-1 ZT 12 +/-1 HCG: ZT 15 +/- 1 SST
Gruppe 3 ZT 6 +/-1 ZT 9 +/-1 HCG: ZT 12 +/- 1 SST

Tab. 1: Zeitpunkte der Messungen von PAPP-A im Zyklusverlauf. In den Patientengrup-
pen erfolgten jeweils vier Messungen von PAPP-A zu verschiedenen Phasen im Zyklus.

2.3.2 Ausschlusskriterien

Alle Frauen, die nicht einer der oben genannten Stimulationsgruppen zugeordnet wer-

den konnten, und die nicht vier Serumproben in den Zeitrdumen entsprechend der je-
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weiligen Gruppe abgegeben hatten (Tab. 1), in denen man PAPP-A nachmessen
konnte, wurden ausgeschlossen. Das umschliel3t alle Patienten, die sich in der Art der
hormonellen Stimulation oder den reproduktionsmedizinischen Methoden unterschieden,
also beispielsweise solche Patientinnen, die eine Stimulation nach Antagonisten-Proto-
koll erhalten hatten.

Aulerdem wurden die Patienten ausgeschlossen, die bis zum Zeitraum der HCG-Gabe
einen Zeitraum von 18 Tagen uberschritten hatten. Grund dafur ist, dass wir die Serum-
verlaufe von PAPP-A wahrend der Follikelreifung untersuchen wollten. Bei Patientinnen,
die zum Teil trotz hormoneller Stimulation, Uber 18 Tage fur diesen Reifungsprozess
brauchen, kann man von einer gestorten Follikelreifung und damit von veranderten hor-

monellen Konzentrationen ausgehen.

Zusatzlich wurde darauf geachtet, dass nur Zyklen eingeschlossen wurden, die nicht zu
einer Schwangerschaft fuhrten, um am Tag 14 nach der Ovulation einen Referenzwert
zum Zyklusbeginn des darauf folgenden Zyklus zu haben. Eine Schwangerschaft hatte
veranderte PAPP-A-Serumkonzentrationen zur Folge, die unsere Ergebnisse verfal-

schen wirden.

24 Messung von PAPP-A
241 Prinzip eines enzymgekoppelten Inmunadsorptionstests (ELISA)

Die quantitative Messung der PAPP-A-Konzentrationen in den Patientenseren erfolgte
mit dem ACTIVE cPAPP-A ELISA (Diagnostic Systems Laboratories, Webster, USA).
Dieser Assay wurde neu entwickelt, um spezifisch die Serumkonzentrationen von freiem
und gebundenem PAPP-A aul3erhalb der Schwangerschaft und in geringen Konzentra-
tionen zu messen. ELISA sind enzymgekoppelte Immunadsorptionstest, die dem immu-
nometrischen Mess-Prinzip folgen. Hierbei wird das nachzuweisende PAPP-A mit Hilfe
von spezifischen Anti-PAPP-A-Fangerantikorpern (Abb. 5a), die auf der Oberflache ei-
ner Mikrotiterplatte immobilisiert sind, aus der Probe gefangen und fixiert (Abb. 5b). Die
Quantifizierung des gebundenen PAPP-A erfolgt Uber Nachweisantikorper (Abb. 5c), die
gegen eine zweite Determinante auf dem PAPP-A-Molekul gerichtet sind. Der Nachwei-
santikorper ist an ein Enzym gekoppelt (Abb. 5d), welches in der Lage ist, eine Indikator-
reaktion zu katalysieren (Abb. 5e), bei der ein geeignetes Substrat von dem gekoppelten
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Enzym zu einem Farbstoff umgesetzt wird. Da die Konzentration von PAPP-A direkt
proportional zur Konzentration des neu gebildeten Farbstoffs ist, kann durch quantitative
Bestimmung des Farbstoffs, auch die Konzentration von PAPP-A ermittelt werden (Ja-
neway et al., 2007).
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Abb. 5: Schematische Darstellung eines ELISA. Immobilisierte Fangerantikorper auf der
Mikrotiterplatte (a) fixieren das Zielprotein (b). Dieses wird anschlieRend mit Hilfe von
Nachweisantikorpern (c) quantifiziert, die durch ein gekoppeltes Enzym (d) eine Indika-
torreaktion katalysieren (e) (nach Epitopics, 2011).

24.2 Durchfuhrung des PAPP-A-ELISA

Zu Beginn des Tests wurden jeweils 50 ul der Standards, Kontrollen oder Proben zu-
sammen mit 50 ul PAPP-A Assay-Puffer A in die mit Anti-PAPP-A-Antikorper be-
schichteten Wells einer 96 Well-Mikrotiterplatte gegeben. Anschliel3end wurde die Platte
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, um die Bindung des PAPP-A der Proben
an die Fangerantikorper zu ermoglichen. In einem darauffolgenden Waschschritt wurden
alle ungebundenen Bestandteile des Inkubationsgemisches entfernt. AnschlielRend
wurden 100 ul Antikdrper-Konjugatlosung in jedes Well gegeben und eine weitere,
einstindige Inkubation bei Raumtemperatur durchgefuhrt. In dieser Phase konnte die
Bindung zwischen PAPP-A und dem peroxidasegekoppelten PAPP-A-Nach-weisanti-
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korpern stattfinden. In einem erneuten Waschschritt wurden die nicht gebundenen
Nachweisantikorper entfernt.

Es folgte die Farb- oder Indikatorreaktion, in der das gekoppelte Enzym sein Substrat
umsetzt. Dazu wurden 100 ul Tetramethylbenzinidin(TMB)-Chromogen-L6sung in die
Wells gegeben und bei Raumtemperatur 12 Minuten lang inkubiert. TMB ist ein l6sliches
Substrat der Peroxidase, das in Anwesenheit mit Wasserstoffperoxid zu einem blauen
Farbstoff oxidiert wird.

Die enzymatische Umsetzung wurde nach 12 Minuten mit 100 ul Stopp-Losung
gestoppt. Die Stopp-Losung enthalt Schwefelsaure, die die Peroxidase denaturiert, so
dass diese ihre katalytisch Aktivitat verliert. Die Schwefelsaure der Stopplosung fuhrt
aullerdem zu einer Protonierung des blauen TMB-Radikalkations, so dass es einen
Farbumschlag von blau nach gelb gibt. Dieses Endprodukt wurde anschlieRend bei

einer Wellenlange von 450 nm mit 620 nm ReferenZzfilter fotometrisch quantifiziert.

In jedem Testansatz wurden parallel zu den Proben 7 Standardproben mit bekannter
PAPP-A-Konzentration gemessen. Aus den in den Standardproben gemessenen Ex-
tinktionswerten wurde eine Kalibratorkurve berechnet (Abb. 6), aus der die PAPP-A-

Konzentrationen der Patientenproben Uber Interpolation ermittelt wurden.
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Abb. 6: Beispiel fur eine Standardeichkurve von PAPP-A. Aus der optischen Dichte
des TMB-Radikalkations kann mit Hilfe der Standarteichkurve die Konzentration von
PAPP-A im Serum ermittelt werden (nach Uscn Life Science Inc. Wuhan, 2010).

Laut Angaben des Herstellers betragt die Detektionsspannweite des cPAPP-A-ELISAs
0,1-15 mIU/L mit einer Sensitivitat von 0,02 mlU/L (Diagnostik Systems Laboratories inc,
2010).
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2.5 Statistische Methoden

Alle untersuchten Parameter wurden tabellarisch erfasst und mit dem Programm SPSS
18.0 fur Windows (Version 18.0.1; SPSS Inc., Chicago, USA) statistisch ausgewertet.
Die Untersuchung auf Unterschiede zwischen unverbundenen Stichproben, erfolgte mit
dem Mann-Whitney U-Test fur 2 Stichproben oder dem Kruskal-Wallis-Test fur mehrere
Stichproben. Verbundene Stichproben wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Testes analysiert.
Die bivariate Korrelation zweier nichtparametrischer, stringenter Werte erfolgte nach
Spearman. Das Signifikanzniveau wurde auf p< 0,05 festgelegt. Die Auswertung des
Zusammenhangs zwischen PAPP-A und zykluskonstanten Eigenschaften der Patientin-
nen erfolgte mit Hilfe der Berechnung von patientenspezifischen PAPP-A-Werten. Dabei
wurde aus den 4 Einzelwerten der Patientinnen durch Mittelung ein Durchschnittswert
berechnet. In den Fallen, wo eine Patientin mehrfach untersucht wurde, erfolgte die
Mittelung aller 8 bzw. 12 Werte.
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3. Ergebnisse

3.1 Klassifizierung des Patientenkollektivs

In dieser Studie wurden die PAPP-A-Serumspiegel von 120 Patientinnen im Zyklusver-
lauf untersucht, die im Rahmen einer Kinderwunschbehandlung durch die Sterilitatsam-
bulanz der Universitatsfrauenklinik Bonn betreut wurden. Die untersuchten Frauen wa-
ren zwischen 25 und 45 Jahre alt. Sie waren meist primar steril (54,2 %) und kinderlos
(82,5 %). Lediglich 17,5 % der Patientinnen hatten zum Zeitpunkt der Behandlung be-
reits ein oder mehrere Kinder. Der Anteil der Patientinnen, die in der Vergangenheit ei-
nen Abort erlitten hatten, war mit knapp einem Drittel (32,4 %) hoch, zumal weniger als
die Halfte der Patientinnen (45,8 %) je schwanger gewesen war.

Zur Untersuchung des Einflusses der hormonellen Follikelstimulation auf die PAPP-A-
Serumspiegel wurden die Patientinnen je nach reproduktionsmedizinischem Verfahren
und Stimulationsstarke verschiedenen Stimulationsgruppen zugeordnet. Da bei 9
Frauen 2 Zyklen und von 3 Frauen insgesamt 3 Zyklen in die Auswertung einbezogen
wurden, konnten insgesamt 135 Zyklusverlaufe von PAPP-A analysiert werden.

In der ersten Stimulationsgruppe wurden 31 (23 %) Spontanzyklen von Patientinnen
zusammengefasst, die im Rahmen von VZO (n= 16) oder IUIl (n= 15) Uberwacht wurden.
In der zweiten Stimulationsgruppe wurden 45 (33,3 %) Zyklen von Patientinnen
analysiert, bei denen im Rahmen von VZO (n= 35) und IUl (n= 10) zusatzlich eine
niedrig dosierte Stimulation der Follikel mit rekombinantem FSH erfolgt war. In der
dritten Stimulationsgruppe wurden Zyklen von IVF- (n= 9) und ICSI- (n= 50) Patientinnen
untersucht, bei denen eine multifollikulare Hyperstimulation nach dem

Agonistenprotokoll durchgefuhrt wurde (n= 59; 43,7 %).

Zur Darstellung von gruppenspezifischen Unterschieden wurde die Verteilung und Aus-
pragung von bestimmten Eigenschaften innerhalb der Patientenkollektive verglichen.
Signifikante Unterschiede zwischen den Stimulationsgruppen waren in den Variablen
Alter, Graviditat und Aborthaufigkeit zu finden (Tab. 2). Die Patientinnen der Gruppe 3,
die eine IVF oder ICSI im Hyperstimulationszyklus erhielten, waren etwa 3 Jahre alter
als die Patientinnen der anderen Stimulationsgruppen (p= 0,007). Die unstimulierten
Patientinnen der Gruppe 1 hingegen waren im Mittel seltener schwanger gewesen als
die Vergleichsgruppen (p= 0,017), und hatten eine geringere mittlere Anzahl an Aborten
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erlitten (p= 0,033). Keine gruppenspezifischen Unterschiede konnten bei der Form der
Sterilitat, der Paritat, dem Korpergewicht, der KorpergroRe und dem Body-Mass-Index
(BMI) der Patientinnen dargestellt werden (Tab. 2).

Mittlere Werte Kollektiv Gruppe 1: Gruppe 2: Gruppe 3: Sinifikanz (p)
keine leichte Hyperstimu-

Stimulation Stimulation lation
Patienten (n) 120 26 39 55 -
Alter (Jahre) 34,5 33,2 33,4 36,0 0,007*
Graviditét (n) 0,86 0,27 1,1 0,96 0,017*
Paritét (n) 0,18 0,12 0,18 0,22 0,50
Abort (n) 0,62 0,15 0,90 0,64 0,033*
BMI (kg/m?) 251 24,3 25,7 24,9 0,30
GroRe (m) 1,67 1,67 1,67 1,68 0,51
Gewicht (kg) 70 68 72 71 0,45

Tab. 2: Charakterisierung des Patientenkollektivs und der Stimulationsgruppen. Signifi-
kante Unterschiede zwischen den Stimulationsgruppen fanden sich in den Variablen
Alter, Graviditat- und Aborthaufigkeit (*p<0,05 nach Kruskal-Wallis-Testung).

3.2 Veranderungen von PAPP-A unter follikularer Stimulation

Der Einfluss der follikularen Stimulation auf die PAPP-A-Serumspiegel liel3 sich anhand
des Vergleiches von PAPP-A in den verschiedenen Stimulationsgruppen verdeutlichen.
Dabei stellten sich hochst signifikante Unterschiede in der HOhe von PAPP-A je nach
Stimulationsstarke der Patientinnen dar (p< 0,001; Tab. 3; Abb. 7).

Die multifollikular hyperstimulierten Patientinnen der Stimulationsgruppe 3 wiesen signi-
fikant niedrigere mediane PAPP-A-Serumkonzentrationen (0,83 mlU/L) auf als die ande-
ren Patientinnen (Stimulationsgruppe 1: 1,08 mIU/L, p< 0,001; Stimulationsgruppe 2:
1,20 mlU/L, p< 0,001). Zwischen den nicht oder gering stimulierten Patientengruppen
konnten hingegen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Hohe von PAPP-A

gefunden werden (p= 0,776).
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PAPP-A (mlU/L) Gruppe 1: Gruppe 2: Gruppe 3:
keine Stimulation leichte Stimulation Hyperstimulation

Anzahl (n) 124 180 236

Median 1,08 1,20 0,83

25% Quantil 0,78 0,83 0,34

75% Quantil 1,66 1,61 1,45

Interquartilbereich 0,88 0,78 1,11

Tab. 3: PAPP-A in Abhangigkeit zum Stimulationsverfahren. Signifikant niedrigere
PAPP-A-Werte fanden sich bei den hyperstimulierten Patientinnen der Stimulations-
gruppe 3 im Vergleich zu den nicht oder gering stimulierten Patientinnen der Stimulati-
onsgruppe 1 und 2 (p< 0,001 nach Mann-Withney-U-Testung).
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Abb. 7: Unterschiede von PAPP-A je nach Stimulationsverfahren.. Signifikant niedrigere
PAPP-A-Werte fanden sich bei den hyperstimulierten Patientinnen der Stimulati-
onsgruppe 3 im Vergleich zu den nicht oder gering stimulierten Patientinnen der Stimu-
lationsgruppe 1 und 2 (p< 0,001 nach Mann-Withney-U-Testung).
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Die unterschiedliche Verteilung von PAPP-A je nach Stimulationsmodus liel} sich Uber
den gesamten Zyklusverlauf verfolgen. Dementsprechend zeigte sich auch an den ein-
zelnen Messphasen (M1-4) jeweils das niedrigste, mediane PAPP-A bei den hypersti-
mulierten Patientinnen der Stimulationsgruppe 3 und hohere, mediane PAPP-A-Werte in

den nicht bzw. niedrig stimulierten Stimulationsgruppen 1 und 2 (Abb. 8).
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Abb. 8: Zyklusphasenabhangige Unterschiede von PAPP-A je nach Stimulationsver-
fahren. Sig-nifikante Unterschiede fanden sich zwischen Gruppe 2 und 3 an M1-4 sowie
zwischen Gruppe 1 und 3 an M2-3 (p< 0,05 nach Mann-Whitney-U-Testung).

Die grofdten Differenzen im Bezug auf die PAPP-A-Serumspiegel fanden sich zwischen
Patientinnen der Stimulationsgruppe 2 und 3. Diese waren Uber den gesamten Zyklus-
verlauf signifikant (M1: p= 0,032*; M2: p= 0,018*; M3: p= 0,021*; M4: p= 0,049%). Zwi-
schen den Patientinnen der Stimulationsgruppen 1 und 3 hingegen liel3en sich signifi-
kante Unterschiede nur um die Zyklusmitte darstellen (M1: p= 0,127; M2: p= 0,02*; M3:
p= 0,008%; M4: p= 0,124). Die Unterschiede von PAPP-A zwischen den Patientinnen der
Stimulationsgruppe 1 und 2 waren auch bei der Betrachtung der einzelnen Zykluspha-
sen nicht signifikant (M1: p= 0,502; M2: p= 0,979; M3: p= 0,907; M4: p= 0,887), obschon
die medianen PAPP-A-Serumspiegel in Gruppe 2 zu jeden Zeitpunkt der Untersuchung
hoher waren. Anhand der p-Werte liel} sich zusatzlich veranschaulichen, dass sich die
Unterschiede von PAPP-A zwischen den Stimulationsgruppen zur Zyklusmitte hin
vergroBerten bzw. signifikanter wurden, weil es im Vergleich zu den anderen

Patientinnen bei den Hyperstimulierten zu einem starkeren PAPP-A-Abfall kam.
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3.3 Veranderungen von PAPP-A im Zyklusverlauf

Um die Veranderungen von PAPP-A im Zyklusverlauf darzustellen, wurden die PAPP-A-
Serumspiegel der einzelnen Zyklusphasen verglichen. Es zeigte sich ein signifikanter
Abfall von PAPP-A (um 8 %; p= 0,017) vom fruhen Zyklus (M1) bis zur Zyklusmitte (M3),
wo PAPP-A seinen Tiefpunkt erreichte. Darauf folgte ein erneuter signifikanter Anstieg
der PAPP-A-Werte (um 10 %; p= 0,040) in der spaten Lutealphase des Zyklus (M4),
womit erneut vergleichbare Werte wie zu Beginn des Zyklus (M1) erreicht wurden (Tab.
4; Abb. 9).

PAPP-A (mlU/L) M1: M2: M3: M4:
Follikelphase 1 Follikelphase 2 Ovulationszeit- Lutealphase
punkt
Anzahl (n) 135 135 135 135
Median 1,06 1,10 0,98 1,08
25% Quartil 0,64 0,56 0,54 0,56
75% Quartil 1,58 1,60 1,52 1,66
Interquartilbereich 0,94 1,04 0,98 1,10

Tab. 4: PAPP-A in Abhangigkeit zur Zyklusphase. Es zeigt sich ein signifikanter PAPP-
A-Abfall von M1 zu M3 (p= 0,017 nach Wilcoxon-Testung) und ein signifikanter Anstieg
von M3 zu M4 (p= 0,040 nach Wilcoxon-Testung).

Die Untersuchung der Zyklusverlaufe von PAPP-A unter Berucksichtigung des Stimulati-
onsmodus stellte bei den hyperstimulierten Patientinnen der Stimulationsgruppe 3 in
gleicher Weise einen signifikanten medianen PAPP-A-Abfall (um 15 %; p= 0,019) vom
Zyklusbeginn (M1) bis zur Zyklusmitte (M3) sowie ein erneuter signifikanter medianer
PAPP-A-Anstieg (um 15 %; p= 0,028) bis zur spaten Lutealphase des Zyklus (M4) dar-
stellen (Abb. 10).

In den Stimulationsgruppe 1 und 2 hingegen waren diese Verlaufe zwar anhand der
PAPP-A-Werte weitgehend nachvollzienbar (Abb. 14), jedoch erreichten die Unter-
schiede zwischen den einzelnen Zyklusphasen nicht das Signifikanzniveau (Abfall zur
Zyklusmitte (M1-M3): Stimulationsgruppe 1: p= 0,52; Stimulationsgruppe 2: p= 0,07; An-
stieg zu Beginn des nachsten Zyklus (M3-M4): Stimulationsgruppe 1: p= 0,63; Stimulati-
onsgruppe 2: p= 0,163).
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Abb. 9: Zyklischer Verlauf von PAPP-A. Es zeigt sich ein signifikanter PAPP-A-Abfall
von M1 zu M3 (p= 0,017 nach Wilcoxon-Testung) und ein signifikanter Anstieg von M3
zu M4 (p= 0,040 nach Wilcoxon-Testung).
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Abb. 10: Zyklische Verlaufe von PAPP-A je nach Stimulationsverfahren. Nur unter mul-
tifollikularer Hyperstimulation zeigt sich ein signifikanter periovulatorischer PAPP-A-Ab-
fall (p= 0,019 nach Wilcoxon-Testung).

Erganzend zu den vorherigen Ergebnissen konnte man aul3erdem sehen, dass die ma-
ximalen Schwankungen der PAPP-A-Mediane bei den Patientinnen im Spontanzyklus
(13,5 %) und unter low-dose Stimulation (13,7 %) kleiner ausfielen als unter multifolli-

kullarer Hyperstimulation (15,2 %), wo sich PAPP-A im Verlauf des Zyklus starker ver-
anderte.
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3.4 Zusammenhang zwischen PAPP-A und zyklusabhangigen Faktoren
3.41 PAPP-A und Estradiol

Analog zu PAPP-A wurden die Serumspiegel von Estradiol im Verlauf des Zyklus und
unter dem Einfluss follikularer Stimulation untersucht. Dabei konnten signifikante Unter-
schiede zwischen den Estradiol-Serumspiegeln der einzelnen Stimulationsgruppen fest-
gestellt werden (p< 0,001). Die medianen Estradiolwerte der multifollikular hyperstimu-
lierten Patientinnen (523,0 pg/ml) waren signifikant hoher (p< 0,001; Abb. 11) als bei
den Vergleichsgruppen (Gruppe 1: 95,0 pg/mL; Gruppe 2: 110,5 pg/ml). Zudem zeigte
sich in allen Stimulationsgruppen ein signifikanter Anstieg der Estradiol-Serumspiegel
vom Zyklusbeginn (M1) bis zur Zyklusmitte (M3) (p< 0,001 fur Stimulationsgruppe 1-3,

Abb.11).
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Abb. 11: Estradiol in Abhangigkeit zur Stimulationsstarke und Zyklusphase. Bei den hy-
perstimulierten Patientinnen zeigen sich signifikant hohere Estradiolwerte (p< 0,001
nach Mann-Whitney-U) und ein signifikanter Anstieg von Estradiol zwischen M1 und M3
(p< 0,001 in Gruppe 1-3 nach Wilcoxon).

Ein Zusammenhang zwischen den Serumkonzentrationen von PAPP-A und Estradiol
konnte bei den nicht oder gering stimulierten Frauen nicht gefunden werden (Gruppe 1:
p= 0,076; r= 0,185; Gruppe 2: p= 0,622; r= -0,043). Bei den hyperstimulierten Frauen
hingegen stellte sich passend zu der unterschiedlichen Verteilung von Estradiol und

PAPP-A in den Stimulationsgruppen und den divergenten Zyklusverlaufen eine signifi-
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kante, negative Korrelation zwischen den Serumkonzentrationen von PAPP-A und
Estradiol dar (p= 0,007; r=-0,202; Abb. 12).
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Abb. 12: Korrelation zwischen PAPP-A und Estradiol bei den hyperstimulierten Patien-
tinnen (p= 0,007; r=-0,202 nach Spearman-Rank). Im Serum zeigt sich ein signifikanter
Abfall von PAPP-A unter Zunahme von Estradiol.

3.4.2 PAPP-A und das Follikelwachstum
3.4.2.1 PAPP-A und die Follikelanzahl

Neben den hormonellen Effekten wurden die Veranderungen der Follikeleigenschaften
unter dem Einfluss hormoneller Stimulation sowie im Zyklusverlauf untersucht. Erwar-
tungsgemal lielen sich als Stimulationseffekt bei Patientinnen unter multifollikularer
Hyperstimulationstherapie signifikant mehr Kohortenfollikel mit einen Durchmesser ab
einer GrolRe von < 10 mm finden (n= 11), als bei den Vergleichsgruppen (n= 5; p=
0,001). Allerdings ist dieses Ergebnis auf Grund der geringen Fallzahl in letztgenannten
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Gruppen 1 (n= 1) und 2 (n=2) nur sehr begrenzt aussagekraftig, da fur diese Untersu-
chung verbundene Stichproben getestet werden sollten, und die Angaben zur Follikel-

grofle und Anzahl in diesen Patientengruppen lickenhaft waren.

Die Untersuchung der Follikelanzahl im Zyklusverlauf gab bei den nicht oder gering sti-
mulierten Patientinnen keine signifikanten zyklusabhangigen Veranderungen der Folli-
kelanzahl wieder (Vergleich der Follikelanzahl an M1 und M3 in Stimulationsgruppe 1:
konstant (p= 1), Stimulationsgruppe 2: p= 0,317). Unter multifollikularer Hyperstimulation
hingegen konnte eine signifikante Zunahme der Follikelanzahl vom fruhen Zyklus (M1:
n= 10) bis zur Zyklusmitte (M3: n= 12) beobachtet werden (p= 0,001; Abb. 13)
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Abb. 13: Follikelanzahl in Abhangigkeit zur Stimulationsstarke und Zyklusphase. Bei
hyperstimulierten Patientinnen zeigen sich signifikant mehr Follikel (p <0,001 nach
Mann-Withney-U) und eine signifikante Zunahme der Follikelanzahl im Zyklusverlauf (p
<0,001 nach Wilcoxon-Test).

Ein Zusammenhang zwischen den PAPP-A-Serumspiegeln der Patientinnen und ihrer
Follikel-anzahl konnte sich im Fall der nicht oder gering stimulierten Patientinnen nicht
bestatigen (Gruppe 1: Test nicht moglich weil Follikelanzahl: konstant; Gruppe 2: p=
0,667; r= -0,5). Unter multifollikularer Hyperstimulation hingegen konnten passend zur
abweichenden Verteilung der Follikelanzahl und PAPP-A in den Stimulationsgruppen
und den divergenten Zyklusverlaufen eine hochsignifikante, negative Korrelation zwi-
schen der Follikelanzahl und den PAPP-A-Serumspiegeln gefunden werden (p= 0,001;
=-0,277; Abb. 14).
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Abb. 14: Korrelation zwischen PAPP-A und der Follikelzahl bei den hyperstimulierten
Patientinnen . Es zeigt sich ein signifikanter Abfall der PAPP-A-Serumspiegel bei Zu-
nahme der Follikelanzahl (p <0,001; r=-0,337 nach Spearman-Rank).

3.4.2.2 PAPP-A und die FollikelgroRe des dominanten Follikels

Neben der Follikelanzahl wurde auflerdem die GroRe der Follikel untersucht. Hierbei
zeigte sich eine signifikante GroRenzunahme des dominanten Follikels unter Stimulation
sowie im Verlauf des Zyklus (Abb. 15). Zu Beginn des Zyklus war die mediane Follikel-
grole in allen Stimulationsgruppen ahnlich (p= 0,918). Mit zunehmender Stimulations-
dauer zeigte sich allerdings bei den stimulierten Patientinnen ein starkeres Wachstum
des dominanten Follikels, sodass in der spaten Follikelphase (M2: p< 0,001) und um die
Zyklusmitte (M3: p= 0,001) signifikant groRere Follikel bei den hyperstimulierten Patien-
tinnen gefunden werden konnten. Aul3erdem konnte erwartungsgemal in allen Stimula-
tionsgruppen ein signifikanter Anstieg der Follikelgro3e im Verlauf des Zyklus verzeich-

net werden (p< 0,001 fur Stimulationsgruppe 1-3).
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Abb. 15: Follikelgrof3e des dominanten Follikels in Abhangigkeit zur Stimulationsstarke
und Zyklusphase. Es zeigt sich ein signifikanter Zuwachs der Follikelgrof3e im Zyklus-
verlauf (p< 0,001 fur Stimulationsgruppe 1-3 nach Wilcoxon-Testung) und mit Zunahme
der Stimulations-starke.

Ein Zusammenhang zwischen der Grof3e des dominanten Follikels und den PAPP-A-
Serumspiegeln konnte fur keine der Stimulationsgruppen dargestellt werden (Korrelation
FollikelgroRe und PAPP-A: Gruppe 1: p= 0,278; r= -0,144; Gruppe 2: p= 0,278; r= -0,99;
Gruppe 3: p=0,178; r=-0,103).

3.4.3 PAPP-A und die Endometriumsdicke

Die Endometriumsdicke der untersuchten Patientinnen variierte ebenfalls in Abhangig-
keit des Stimulationsverfahrens und der Zyklusphase (Abb. 16). Zunachst wiesen die
Patientinnen der verschiedenen Stimulationsgruppen vergleichbare Endometriumsdi-
cken (p= 0,525) auf. Unter dem Einfluss der Stimulation kam es jedoch bei den stimu-
lierten Patientinnen zu einer starkeren Proliferation des Endometriums, sodass gegen
Ende der Follikelphase (M2: p< 0,001) und um die Zyklusmitte (M3: p< 0,001) signifi-
kante Unterschiede hinsichtlich der Endometriumsdicke gefunden werden konnten.

AulBerdem zeigte sich bei den Patientinnen aller Stimulationsgruppen eine signifikante
Zunahme der Endometriumshohe vom frihen Zyklus bis zur Zyklusmitte (p< 0,001 in
Gruppe 1-3). Ein Zusammenhang zwischen der Endometriumshéhe und den PAPP-A-
Serumspiegeln der Patientinnen konnte fur keine der Stimulationsgruppen dargestellt
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werden (Gruppe 1: p= 0,757; r= 0,033; Gruppe 2: p= 0,399, r= -0,085; Gruppe 3: p=
0,521; r=-0,49).
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Abb. 16: Endometriumsdicke in Abhangigkeit zur Stimulationsstarke und Zyklusphase.
Es zeigt sich eine signifikante Zunahme der Endometriumshodhe unter Stimulation
(p<0,001 nach Wilcoxon-Testung) und im Verlauf des Zyklus (p< 0,001 nach Kruskal-
Wallis-Testung).

3.5 PAPP-A und zykluskonstante Faktoren

Wie sich herausstellte, waren die Fluktuationen von PAPP-A zumindest in den nicht
oder leicht stimulierten Zyklus sehr klein. Im Gegensatz dazu zeigten sich grof3e Unter-
schiede zwischen den PAPP-A-Werten der einzelnen Patientinnen. Daher wurden auch
die Einflusse zykluskonstanter Faktoren und ihre Effekte auf die PAPP-A-Serumspiegel

untersucht.

3.51 PAPP-A und Patientenalter, PatientengrofRe, Patientengewicht und Body-
Mass-Index (BMI)

Es folgte die Untersuchung des Einflusses von Patientenalter, Patientengrol3e, Patien-
tengewicht und BMI auf die PAPP-A-Serumspiegel der Patientinnen (siehe Tab. 2).
Dazu wurde eine Korrelationsanalyse zwischen dem jeweiligen Parameter und den pati-
entenspezifischen PAPP-A-Werte der Frauen (n= 120) durchgefuhrt, die wie im Metho-
denteil beschrieben aus den PAPP-A-Einzelwerten der Patientinnen ermittelt wurden.
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Es konnte eine signifkante, negative Korrelation zwischen der Patientengrof3e und
PAPP-A festgestellt werden (p= 0,037; r=-0,91; n= 120; Abb. 17).

4,00
o]
o
: o
3,00 o
- o o
= o %o o B84° °
= e % o 8
£ ) o0 .
= e
<. 8] g °og (o) ®
&2,00— o s 1 o goo o
< 008 oggo g 08 OBO o .
o o © - ggo® °
8 Boo © . o oog
g 688,,28 ¢ g8°
- g o o © o
og B88B88g g8 0.
1,00 b4 e 8ogt
o (&) 8 o g ° o]
NI U RN
° ° Ll geog ° o
° 8 g 0°98 . 8
8 ® o (5] 0008 o
8 88 o ® o
00 T o a8 T e—aafe- LR
150 155 160 165 170 175 180

PatientengroBe (cm)

Abb. 17: Korrelation zwischen PAPP-A und der PatientengroRRe. Es zeigt sich ein signi-
fikanter Abfall von PAPP-A unter Zunahme der Grol3e einer Patientin. (p= 0,037; r= -
0,91).

Mit Zunahme der KorpergrofRe einer Patientin kam es demnach gleichzeitig zu einem
Abfall ihres patientenspezifischen PAPP-A. Da die Verteilung der Patientengrofde in den
Stimulationsgruppen vergleichbar war (p= 0,51; Tab. 2), kann ausgeschlossen werden,
dass dieses Ergebnis falschlicherweise dadurch zustande gekommen ist, dass die
multifollikular stimulierten Patientinnen mit den signifikant niedrigeren PAPP-A-Werten
zufallig auch signifikant groRer waren.

Sowohl die Korrelation zwischen PAPP-A und Patientengewicht (p= 0,883; Korrelations-
koeffizient= 0,006), PAPP-A und BMI (p= 0,583; Korrelationskoeffizient= 0,024) sowie
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PAPP-A und Patientenalter (p= 0,86; r= 0,017) lieRen hingegen keine signifikanten Zu-
sammenhange mit der patientenspezifischen Hohe der PAPP-A-Serumspiegeln erken-

nen.

3.5.2 PAPP-A und Sterilitat sowie Anzahl von Schwangerschaften, Geburten &
Aborten

Ebenso sollte der Einfluss vorangegangener Schwangerschaften, Geburten und Aborte
sowie die Form der Sterilitat im Bezug auf die patientenspezifischen PAPP-A-Werte der
Frauen untersucht werden (Tab. 5). Dazu erfolgte eine Einteilung der Patientinnen in
Sterilitats-, Graviditats-, Paritats-, und Abortgruppen. Bei der Form der Sterilitat wurde
zwischen primarer und sekundarer Sterilitat unterschieden. In den anderen Fallen wur-
den die Patientinnen nach der Anzahl der Schwangerschaften, Geburten und Aborte in
Gruppen von n= 0, n=1, n= 2 und n2 3 eingeteilt.

Der Vergleich der jeweiligen Untergruppen konnten keine Unterschiede in der Hohe der
patientenspezifischen PAPP-A-Werte erkennen lassen. Die Form der Sterilitat (p=
0,626) sowie die Anzahl vorangegangener Schwangerschaften (p= 0,167), Geburten (p=
0,741) und Aborte (p= 0,986) zeigten demnach keinen signifikanten Einfluss auf die pa-
tientenspezifischen PAPP-A-Werte.

3.5.3 Zusammenhang zwischen PAPP-A und Diagnosen der Patientinnen

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es, die Auswirkungen verschiedener Erkrankungen
auf die PAPP-A-Serumspiegel der Patientinnen zu analysieren. Dazu wurden die pati-
entenspezifischen PAPP-A-Werte der Frauen, die von einer Erkrankung betroffen
waren, mit denen der Kontrollgruppe verglichen (alle Patientinnen, die nicht von der
Erkrankung betroffen waren). Dabei wurden allerdings auch die Patientinnen in die
Auswertung mit einbezogen, die gleichzeitig an mehrere Krankheiten litten, da sonst nur
sehr wenig Falle hatten ausgewertet werden konnen. Ebenso ist zu beachten, dass bei
den Erkrankungen, die gleichzeitig eine Therapieindikation stellen, zum Zeitpunkt der
PAPP-A-Messungen bereits eine entsprechende medikamentdse Therapie eingeleitet
wurde. Aus Grunden der statistischen Aussagekraft wurden Krankheiten erst ab einer
Fallzahl Gber n= 10 aufgefuhrt.
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Sterilitiatsgruppe primar sekundar - - Signifikanz
(p)

Anzahl (n) 65 55 - - 0,626

PAPP-A (mIU/L) 1,19 1,09 - -

Graviditatsgruppe Gravida 0 Gravida 1 Gravida 2 Gravida = 3

Anzahl (n) 65 31 14 10 0,167

PAPP-A (mIU/L) 1,18 1,01 1,42 0,92

Parititsgruppe Para 0 Para 1 Para 2 Para 2 3

Anzahl (n) 99 20 1 0 0,741

PAPP-A (mIU/L) 1,08 1,16 1,42 -

Abortgruppe Abort 0 Abort 1 Aborte 2 Abort 2 3

Anzahl (n)/ Prozent 97 27 8 6 0,986

PAPP-A (mIU/L) 1,14 1,20 1,14 1,07

Tab. 5: Zusammenhang zwischen PAPP-A und Art der Sterilitat sowie der Anzahl von
Schwangerschaften, Geburten, und Aborten. PAPP-A-Mediane der Sterilitats-, Gravidi-
tats-, Paritats- und Abortgruppen mit Angabe der Wahrscheinlichkeit von signifikanten
Unterschieden in PAPP-A zwischen den Untergruppen nach Kruskal-Wallis-Testung..

Tabelle 6 stellt eine Ubersicht (iber die untersuchten Erkrankungen mit Pravalenz, pati-
entenspezifischem, medianem PAPP-A von Patientengruppe und Kontrollgruppe sowie
der Signifikanz der Unterschiede dar.

Im Rahmen dieser Studie wurde ein besonderer Fokus auf Storungen des endokrinen
Systems gelegt. Zu den Erkrankungen mit besonders hoher Pravalenz gehorten in
unserem Kollektiv die Hypothyreose (43 Falle), das PCO-Syndrom (37 Falle) und die
Endometriose (22 Falle). AufRerdem wurden Storungen des Insulinstoffwechsels
untersucht (n=19), bei denen zusatzlich zwischen Patientinnen mit manifestem Diabetes
mellitus Typ 2 (n=6) und Patientinnen mit pathologischer Glukosetoleranz (n=15)

unterschieden wurde.

Bei keiner der untersuchten Erkrankungen lie? sich jedoch eine signifikante Abweichung
der patientenspezifischen PAPP-A-Werten im Vergleich zu der Kontrollgruppe
darstellen. Damit ist anzunehmen, dass es keinen direkten Zusammenhang zwischen

diesen Erkrankungen und den patientenspezifischen Serumspiegeln von PAPP-A gibt.
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Erkrankung Pravalenz Medianes PAPP-A (mlIU/L) Signifikanz
(n/120) Erkrankte Kontrolle (p)
Hypothyreose 43 1,02 1,03 0,66
PCO 37 1,23 1,02 0,28
Endometriose 22 1,07 1,02 0,71
Insulinresistenz: 21 1,03 1,18 0,42
Diab. melli. Typ 2 6 0,67 1,04 0,29
path.Glukosetoleranz 15 1,21 1,02 0,42
Hyperandrogenamie 18 1,21 0,98 0,54
Hyperprolaktinamie 14 0,92 1,05 0,99

Tab. 6: Erkrankungen ohne signifikante Korrelation zu veranderten PAPP-A-Serum-
spiegeln. Vergleiche der medianen PAPP-A-Werte zwischen Erkrankten und der
Kontrollgruppe mit Signifikanzangabe der Unterschiede nach Mann-Whitney-U-Testung.
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4. Diskussion

4.1 Ziele der Arbeit

In dieser Studie sollten die Einflusse verschiedener Faktoren auf die Serumspiegel von
PAPP-A untersucht werden. Erstens sollte gepruft werden, welche Effekte die follikulare
Stimulation mit rekombinantem FSH auf die Serumspiegel von PAPP-A hat. Zweitens
sollte geklart werden, ob im Verlauf eines naturlichen oder stimulierten Zyklus
Veranderungen der PAPP-A-Serumspiegel nachzuweisen sind. Wuirde sich bestatigen,
dass parallel zu der Follikelreifung nicht nur die lokalen Konzentrationen im Ovar,
sondern auch die Serumspiegel von PAPP-A ansteigen, dann konnte PAPP-A
moglicherweise tatsachlich als Serummarker fur die Follikelreifung in Betracht gezogen
werden (Conover et al., 2001; Hourvitz et al.,, 2000; Hourvitz et al., 2002). Da
unabhangig von zyklischen Veranderungen grofe Unterschiede zwischen den PAPP-A-
Spiegeln der Patientinnen gefunden werden konnten, wurden drittens die Einflisse
zykluskonstanter Eigenschaften der Patientinnen auf die PAPP-A-Serumspiegel
analysiert. Von besonderem Interesse war dabei, wie sich PAPP-A im Rahmen
bestimmter Erkrankungen verandert, die im Zusammenhang mit einer gestorten
Follikelreifung und Sterilitat stehen. Wirden sich Veranderungen von PAPP-A in den
Serumspiegeln der betroffenen Patientinnen widerspiegeln lassen, dann konnte PAPP-A
moglicherweise als diagnostischer Serummarker hilfreich sein oder im Rahmen der

reproduktionsmedizinischen Therapie Verwendung finden.

4.2 Bewertung der Methode

PAPP-A wurde bereits von zahlreichen Arbeitsgruppen untersucht. Durch die
Verwendung eines neuen hochspezifischen und hochsensitiven Immunoassays
(ACTIVE cPAPP-A ELISA), der im Gegensatz zu frUheren Testsystemen nicht nur
komplexiertes PAPP-A (Qin et al., 2006), sondern auch freies PAPP-A erfasst, sollten im
Rahmen unserer Analysen bereits geringe Veranderungen von PAPP-A detektiert
werden. So gelang trotz der niedrigen Serumspiegel von PAPP-A aullerhalb der
Schwangerschaft in Uber 90 % (490/540) der Seren die Bestimmung von PAPP-A. In
lediglich 50 Serumproben lagen die Konzentrationen von PAPP-A unter der

Nachweisgrenze. Die gemessenen PAPP-A-Konzentrationen dieser Studie (Median:
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1,06 mlU/L) stimmen zudem mit den erwarteten Werten des Assays uberein (1,18 mlIU/L
nach Kumar et al., 2008).

4.3 Auswertung der Ergebnisse

4.3.1 Das Patientenkollektiv

In diese Studie wurden 120 Patientinnen einbezogen, die sich in
reproduktionsmedizinischer Behandlung an der Sterilitatsambulanz der
Universitatsfrauenklinik Bonn befanden. Mit dem Ziel, mogliche Effekte der exteren
FSH-Stimulation auf die PAPP-A-Serumspiegel zu untersuchen, wurden die
Patientinnen in Abhangigkeit ihres Stimulationsverfahrens in verschiedene Gruppen
eingeteilt (nicht stimuliert, leicht stimuliert, hyperstimuliert). Um mogliche Unterschiede
der PAPP-A-Serumspiegel in den verschiedenen Stimulationsgruppen tatsachlich auf
die unterschiedlichen Stimulationsverfahren zurtck fuhren zu konnen, musste zunachst
die Vergleichbarkeit der Patientinnen hinsichtlich anderer Charakteristika Uberpruft
werden. Wie sich herausstellte, waren die einzelnen Patientengruppen in den Faktoren
Paritat, Korpergrofde, Korpergewicht und BMI vergleichbar. Demnach kénnen diese
Eigenschaften der Patientinnen als Ursache flir mogliche Unterschiede zwischen den
PAPP-A-Serumspiegel in den Stimulationsgruppen ausgeschlossen werden.

Signifikante Unterschiede zwischen den Stimulationsgruppen konnten hingegen beim
Patientenalter sowie der Graviditat- und Aborthaufigkeit gefunden werden. Wie sich
herausstellte, waren die IVF- und ICSI-Patientinnen etwa 3 Jahre alter, als die
Patientinnen der Vergleichsgruppen. Dies ist vermutlich dadurch zu begriinden, dass im
Rahmen einer Kinderwunschbehandlung zunachst moglichst natirliche Methoden
ausprobiert werden (VZO und IUl im Spontanzyklus oder unter leichter Stimulation),
bevor zu invasiveren, risikoreicheren und kostenintensiveren Reproduktionsmethoden
ubergegangen wird (IVF und ICSI unter Hyperstimulation). Durch Korrelationsanalyse
konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientinnen und ihren
PAPP-A-Serumspiegeln jedoch ausgeschlossen werden. Es ist daher anzunehmen,
dass die unterschiedliche Verteilung des Alters keine Wirkung auf die PAPP-A-Werte in
den Stimulationsgruppen hatte. Des Weiteren konnte dargestellt werden, dass die

unstimulierten Patientinnen anamnestisch eine geringere Anzahl an Graviditaten und
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Aborten aufwiesen als die anderen Stimulationsgruppen. Ein Effekt auf die PAPP-A-
Serumspiegel konnte jedoch auch bei diesen Faktoren ausgeschlossen werden, da
keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung von PAPP-A in Abhangigkeit zur
Graviditat- oder Aborthaufigkeit der Patientinnen gefunden werden konnte.

Mit der Einteilung der Patientinnen in die Stimulationsgruppen ist man demnach in der
Lage die Effekte der Follikelstimulation auf PAPP-A zu untersuchen, da von den
anderen Eigenschaften der Patientinnen, bei denen eine unterschiedliche Verteilung in
den Stimulationsgruppen gefunden werden konnte, keine positive oder negative
Wirkung auf die PAPP-A-Serumkonzentrationen zu erwarten sind.

43.2 Veranderungen von PAPP-A unter follikularer Stimulation

PAPP-A ist als wichtige Komponente des intraovariellen IGF-Systems und zusammen
mit den Hormonen der Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-Achse fur das kontrollierte
Wachstum der Follikel verantwortlich. Um einen koordinierten Ablauf der Follikelreifung
zu ermoglichen, wird die intraovarielle Aktivitat von PAPP-A durch die hypophysaren
Hormone gesteuert. Besonders FSH, das fur die Stimulation der Follikelreifung

verantwortlich ist, scheint die Aktivitat von PAPP-A zu modulieren.

So beschreiben friheren Studien an in-vitro gezichteten Granulosazellen eine
Produktionszunahme von PAPP-A und eine Freisetzung von intraovariellen
Wachstumsfaktoren unter der Wirkung FSH (Ilwashita et al., 1998; Motozumi et al.,
2004). Neuere Untersuchungen gehen davon aus, dass es ebenso im Rahmen
verschiedener reproduktionsmedizinischer Verfahren, die mit der Gabe von
rekombinantem FSH einhergehen, zu einer Zunahme der lokalen Produktion von PAPP-
A im Ovar kommt (Choi et al., 2003).

Im Zuge dieser Arbeit sollte nun geklart werden inwieweit sich die positive Wirkung von
FSH darUber hinaus auch in einem Anstieg der Serumkonzentration von PAPP-A
widerspiegeln lasst. Unseren Ergebnissen zur Folge konnte jedoch kein positiver
Zusammenhang zwischen der Starke der Follikelstimulation mit FSH und der HOhe der
PAPP-A-Serumspiegeln dargestellt werden, wie man ihn in Analogie zu friherer Studien
erwartet hatte. So lieRen sich im Vergleich zu den Spontanzyklen keine signifikanten
Veranderungen der PAPP-A-Serumspiegel unter leichter Stimulation der Follikel
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darstellen. Daruber hinaus zeigte sich bei den IVF- und ICSI-Patientinnen im
Hyperstimulationszyklus, im Gegensatz zu dem erwarteten Anstieg vom PAPP-A, sogar
ein Abfall seiner Serumspiegel.

Es scheint so, dass die in anderen Studien beschriebene Produktionssteigerung von
PAPP-A unter Stimulation mit rekombinantem FSH nur lokal im Follikel (z.B. in der
Follikelflissigkeit) nachgewiesen werden kann, sich jedoch nicht in einem Anstieg seiner
Serumkonzentrationen widerspiegelt. Dies impliziert, dass vermutlich kein direkter
Zusammenhang zwischen den lokalen Konzentrationen von PAPP-A im Follikel und im
Serum vorliegt (Moos et al., 2009).

Ursachlich fur einen lokal begrenzten Konzentrationsanstieg von PAPP-A im Follikel
konnte die grolenabhangige Permeabilitat der Follikel-Blut-Schranke sein, die nur fur
Proteine bis zu einer Molekulgrofie von etwa 300 kDa durchlassig ist (Hess et al., 1998).
Demnach ware PAPP-A in seiner Komplexform als 400 kDa gro3es Homodimer oder
500 kDa groRRes Heterotetramer (Boldt und Conover, 2007) zu grof3, um entlang der
Follikel-Blut-Schranke auszutreten. Das konnte gleichzeitig erklaren, weshalb die
Konzentrationen von PAPP-A im Serum wesentlich geringer sind (Bersinger und
Klopper, 1984; Bersinger et al., 1995; Bischof et al., 1982) als in der Follikelflissigkeit
(Conover et al., 1999; Mazerbourg et al., 2001). AuRerdem passt die lokal begrenzte
Konzentrationssteigerung im Follikel zu dem eher auto- oder parakrin angenommenen
Wirkmechanismus von PAPP-A (Boldt und Conover, 2007).

Nehmen wir also an, dass die Konzentrationen von PAPP-A im Follikel und im Serum
unabhangig voneinander zu betrachten sind, dann wirde man trotz Stimulation mit FSH
konstante Serumspiegel von PAPP-A erwarten. Dies bestatigt sich beim Vergleich
zwischen den Spontan- und low-dose-Stimulationszyklen, bei denen keine signifikanten
Unterschiede gefunden werden konnten. Was aber verursacht den signifikanten Abfall
der PAPP-A-Serumspiegel unter follikularer Hyperstimulation? Dazu ware es zunachst
wichtig zu klaren, woher das im Serum gemessene PAPP-A stammt. Als Ursprung
kommen ja diverse Zellen des menschlichen Korpers in Frage, da PAPP-A ubiquitar,
sowohl von Geweben des Reproduktionstraktes als auch auf3erhalb davon, gebildet wird
(Boldt und Conover, 2007). Bislang ist aber unbekannt, welche Gewebe daruber hinaus
in der Lage sind PAPP-A ins Serum zu sezernieren und damit die Hohe der

Serumspiegel zu beeinflussen. Die Follikel als einer von vielen Produktionsorten von
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PAPP-A scheinen zumindest keinen direkten Einfluss auf die Hohe seiner Serumspiegel
zu haben. So muss es anderer Orts durch die Wirkung von FSH im Rahmen der
Hyperstimulationstherapie zu einer verminderten Produktion, Sekretion oder einem
beschleunigten Metabolismus von PAPP-A  kommen, der die niedrigeren

Serumkonzentrationen bei diesen Patientinnen erklart.

43.3 Veranderungen von PAPP-A im Zyklusverlauf

Ein weiteres Ziel der Studie war es, die Verlaufe der PAPP-A-Serumspiegel im
naturlichen und stimulierten Zyklus darzustellen. Unsere Ergebnisse stellen im Einklang
mit frGheren Studien vergleichsweise geringe Fluktuationen der individuellen
Zyklusspiegel von PAPP-A im Gegensatz zu relativ grol3en Unterschieden zwischen den
Serumkonzentrationen der Patientinnen dar (Bersinger und Klopper, 1984; Bischof et
al., 1982). So war PAPP-A bei einigen Patientinnen im gesamten Zyklusverlauf nicht
messbar, wohingegen andere Patientinnen relativ konstante Serumspiegel von knapp 4
mIU/L aufwiesen. Sowohl in den naturlichen als auch in den leicht stimulierten Zyklen
konnten jedoch keine signifikanten Veranderungen der PAPP-A-Serumkonzentrationen
im Zyklusverlauf festgestellt werden, obschon die Serumproben der Patientinnen
paarweise verglichen wurden, um zyklische Unterschiede im Patientenvergleich
deutlicher zu machen. Dies lasst insgesamt darauf schlielen, dass bei gesunden
Frauen die PAPP-A-Serumspiegel starker durch andere Faktoren gesteuert werden als
durch zyklusabhangigen Effekte im Rahmen des Menstruationszyklus. Unter leichter
FSH-Stimulation konnte lediglich eine Tendenz zu niedrigeren, periovulatorischen
PAPP-A-Serumspiegeln gefunden werden. Eine mogliche Erklarung dafur liefert die
Theorie, dass der dominante Follikel trotz lokal gesteigerter PAPP-A-Produktion nicht in
der Lage ist, den Abfall der PAPP-A-Produktion von den Kohortenfollikeln vollstandig zu
kompensieren, die in der spaten Follikelphase in Atresie gehen. Insgesamt kdnnte dies
zu einer Abnahme von PAPP-A fuhren. Man musste dann allerdings voraussetzen, dass
PAPP-A aus dem Follikel im Serum messbar ware, was unseren Ergebnisse zufolge

unwahrscheinlich ist.

Im Gegensatz dazu konnte bei Untersuchung der Hyperstimulationszyklen ein
signifikanter periovulatorischer Abfall der PAPP-A-Serumspiegel darstellt werden. Dies

ist erstaunlich, denn gerade ein Abfall von PAPP-A bei den hyperstimulierten
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Patientinnen und im Laufe der Follikelphase ist aus mehreren Grinden unerwartet. Zum
einen ist bekannt, dass FSH die lokale PAPP-A-Produktion im Ovar zeit- und
dosisabhangig induziert (lwashita et al., 1998; Motozumi et al., 2004). Zum anderen
haben Studien belegt, dass die Syntheseleistung von PAPP-A und seine Konzent-
rationen in der Flussigkeit von gesunden Follikeln parallel zur Reifung der Follikel stetig
zunehmen (Conover et al, 2001; Westgaard et al., 1985). Da unter dem Einfluss
exogenen FSHs im Rahmen der Hyperstimulationstherapie signifikant mehr und
signifikant groRere Follikel heranwachsen, die besonders hohe Mengen von PAPP-A
produzieren sollen und gleichzeitig die Atresie der Kohortenfollikel ausbleibt, wirde man
erwarten, dass sich im Zyklusverlauf ein Anstieg der PAPP-A-Produktion parallel zur
Reifung dieser Follikel darstellt. Die beobachteten Zyklusverlaufe von PAPP-A stimmen
demnach nicht mit den erwarteten lokalen Veranderungen im Follikel Uberein (z.B. der
Follikelflussigkeit: Conover et al., 2001).

Das bestatigt die Theorie, dass PAPP-A nicht von den Follikeln sezerniert wird und
daher das im Serum nachgewiesene PAPP-A aus anderen Syntheseorten stammen
muss. Dann wirde man im Zyklusverlauf jedoch konstante Konzentrationen von PAPP-
A erwarten wie sie bei den nicht oder gering stimulierten Zyklen beschrieben wurden.
Dies erklart nicht, wieso es im Zuge der Hyperstimulationstherapie zu einem
signifikanten, periovulatorischen PAPP-A-Abfall kommt. Die Mechanismen, die diesen
auslosen, sind bislang unbekannt. Am wahrscheinlichsten kommt es durch die direkte
Wirkung von FSH aul3erhalb des Ovars zu einem veranderten Metabolismus von PAPP-
A. Andererseits konnten indirekte  zyklusphasenabhangige  Effekte  der
Hormonbehandlung auf den Hormonstatus und das veranderte Follikelwachstum der
Patientinnen ursachlich fur den periovulatorischen Abfall von PAPP-A sein.

4.3.4 Einfluss zyklusabhangiger Faktoren auf PAPP-A

Als mogliche Ursachen fur den Abfall von PAPP-A unter follikularer Hyperstimulation im
Rahmen von IVF und ICSI kommen, neben der direkten Wirkung von FSH, indirekte
Veranderungen des Hormonstatus und des Follikelwachstums in Frage, die bei diesen
Patientinnen in Folge der Hyperstimulationstherapie eintraten. Im Folgenden gilt es zu
klaren, welche dieser Veranderungen den Abfall von PAPP-A unter Hyperstimulation

verursacht haben konnten.
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4.3.4.1 Hormonelle Veranderungen unter Hyperstimulation

Ein Zyklushormon, das durch den Einfluss der Hyperstimulationstherapie maf3geblich
verandert wird, ist Estradiol. Auf der einen Seite kommt es durch die Wirkung von FSH
zu einem Anstieg der Estradiolkonzentrationen, da viele Follikel heranreifen, die hohe
Mengen an Estradiol produzieren. Auf der anderen Seite werden im Rahmen des
Agonistenprotokolls die negativen Feedbackmechanismen der Hypophyse unterdruckt,
die naturlicherweise die Estradiolproduktion limitieren. Im Vergleich zu den naturlichen
und leicht stimulierten Zyklen konnten in den Hyperstimulationszyklen daher deutlich
hohere mediane Estradiolkonzentrationen gefunden werden. Zudem zeigte sich
erwartungsgemal® in allen untersuchten Zyklen ein signifikanter Anstieg der
Estradiolkonzentrationen bis zur Zyklusmitte. Estradiol verhalt sich damit sowohl unter
hormoneller Stimulation als auch im Verlauf der Follikelphase gegenlaufig zu PAPP-A.
Dementsprechend konnte unter follikularer Hyperstimulation eine signifikante, negative

Korrelation zwischen den Serumspiegeln von PAPP-A und Estradiol gefunden werden.

Frihere Studien gingen zumindest lokal im Follikel von einem positiven Zusammenhang
zwischen den gonadotropinagonistischen Bestandteilen des IGF-Systems und den
Steroidhormonen aus. So beschrieben Erickson et al. (1989) den positiven Einfluss der
Wachstumsfaktoren und Adashi (1998) die stimulierende Effekte von PAPP-A auf die
Steroidhormonsynthese der Follikel. Zudem wiesen Conover et al. (2002) gerade in
Ostrogendominanten Follikeln hohe Konzentrationen von PAPP-A nach. Bei einem
Anstieg von Estradiol unter Hyperstimulation hatte man deshalb ebenfalls mit einem
Anstieg von PAPP-A gerechnet. Unseren Ergebnissen zufolge konnte aber zumindest
im Serum der untersuchten Frauen mit Zunahme der Estradiolkonzentrationen ein Abfall
von PAPP-A gefunden werden. Dies schlie3t nicht aus, dass PAPP-A, wie in friheren
Studien beschrieben, lokal in den wachsenden Follikeln parallel zu Estrogen ansteigt, so
dass dort eine maximale Stimulation des Follikelwachstums erzeugt wird. Anders als
erwartet scheinen aber zumindest im Serum Estradiol und PAPP-A unter follikularer
Hyperstimulation negativ zu korrelieren. Dabei ist unklar, ob die hohen Serumspiegel
von Estradiol bei den hyperstimulierten Patientinnen direkt zu einer Hemmung der
Produktion, Sekretion oder einem beschleunigten Metabolismus von PAPP-A aul3erhalb
des Ovars fuhren konnen. Es ist jedoch ebenso denkbar, dass kein direkter kausaler
Zusammenhang zwischen Estradiol und PAPP-A besteht, sondern dieser lediglich durch
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die divergenten Veranderungen im Rahmen der FSH-Stimulation vorgetauscht wird,
zumal in den nicht oder gering stimulierten Stimulationsgruppen keine signifikante
Korrelation zwischen PAPP-A und Estradiol im Serum gefunden werden konnte.

Unabhangig davon, ob Estradiol und PAPP-A unter Hyperstimulationstherapie nun direkt
oder indirekt zusammenhangen, so =zeichnet sich hier moglicherweise ein
Regulationsmechanismus ab, durch den die follikelstimulierenden Effekte beider
Hormone zumindest im Serum ausgeglichen werden sollen, um einer Uberstimulation
der Follikel entgegen zu wirken, wie sie kunstlich im Rahmen der multifollikularen
Hyperstimulation erzeugt wird. Eine direkte, endokrine Wirkung des Serum-PAPP-A auf
die Follikel ist jedoch nicht zu erwarten, da es ja vermutlich zu keinem Transport von
PAPP-A entlang der Follikel-Blut-Schranke kommt, und man demnach nicht erwarten

kann, dass Serum-PAPP-A sich auf den Follikel auswirkt.

4342 Veranderungen des Follikelwachstums unter hormoneller Hyper-
stimulation

Neben den beschriebenen Auswirkungen der Hyperstimulationstherapie auf die
hormonelle Situation konnten aullerdem Veranderungen des Follikelwachstums
beschrieben werden. So fand man bei den hyperstimulierten Patientinnen zum einen
eine hohere mediane Anzahl an Follikeln und zum anderen grof3ere, mediane
Durchmesser des dominanten Follikels. Diese Veranderungen der Follikeleigenschaften
erklaren sich durch die starke Stimulation des Follikelwachstums mittels hochdosierten
FSH, welches die Zellteilung und Hormonproduktion der Follikel anregt. Aulerdem
kommt es im Rahmen der Hyperstimulationstherapie nicht zu dem naturlicherweise
auftretenden Abfall von FSH durch den starken Estrogenanstieg und die daraus
folgende negative Ruckkopplung der Hypophyse. Die Kohortenfollikel gehen daher nicht
in Atresie, sodass bis zur Zyklusmitte eine Zunahme der Follikelanzahl beobachtet
werden kann. Die Follikelanzahl verandert sich unter Stimulation damit entgegengesetzt
zu PAPP-A, das zur Zyklusmitte abfallt. Dementsprechend konnte bei den
hyperstimulierten Patientinnen im Gegensatz zu den nicht oder leicht stimulierten
Patientinnen eine signifikante, negative Korrelation zwischen der Follikelanzahl und
PAPP-A gefunden werden. Dies ist erstaunlich, weil man davon ausgeht, dass PAPP-A
von den Granulosazellen der Follikel produziert wird (Conover et al., 2001) und man
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dem zu Folge annehmen wiurde, dass es parallel zur Follikelanzahl ansteigt. Bei den
hyperstimulierten Patientinnen mit vielen Follikeln hatten wir daher hohere PAPP-A-
Level erwartet. Zudem haben frihere Studien beschrieben, dass Follikel mit Zunahme
ihrer GrofRe und Funktionalitdt mehr PAPP-A produzieren konnen (Conover et al, 2001;
Westgaard et al.,, 1985). Ein Zusammenhang zwischen der Follikelgrole des
dominanten Follikels und den PAPP-A-Serumspiegeln konnte in dieser Studie jedoch
nicht dargestellt werden. Das liegt vermutlich daran, dass ein Anstieg der PAPP-A-
Produktion parallel zur Follikelanzahl und Grofde nur lokal nachweisbar ist und sich nicht

in einem Anstieg der Serumkonzentrationen widerspiegelt.

Die unerwartet negative Korrelation zwischen PAPP-A und der Follikelanzahl unter
Hyperstimulationstherapie suggeriert aber gleichzeitig, dass es durch die erhohte Anzahl
der Follikel Uber unbekannte Mechanismen zu einem Abfall der endokrinen PAPP-A-
Level kommen konnte. Ein Protein, das von den Oozyten sezerniert wird und be-
kanntlich die lokale PAPP-A-Produktion der restlichen Follikel unterdrickt, ist das
Oocyte derived bone morphogenetic Protein-15 (BMP-15; Motozumi et al., 2004).
Vielleicht gibt es noch weitere Mediatoren dieser Art, die die Produktion, Sekretion oder
Metabolisation von PAPP-A aus anderen Syntheseorten aul3erhalb der Follikel hemmen,
weshalb man einen Abfall im Serum nachweisen kann. Gegen einen direkten kausalen
Zusammenhang zwischen PAPP-A und der Follikelanzahl spricht allerdings die
Tatsache, dass sich bei den Vergleichsgruppen keine analoge Korrelation zwischen den
beiden Parametern darstellen lie. Moglicherweise besteht der Zusammenhang nur
scheinbar auf Grund der gegenlaufigen Veranderungen unter Hyperstimulation.

4.3.4.3 Veranderungen des Endometriums unter Hyperstimulation

Das Endometrium ist ein Syntheseort von PAPP-A (Guidice et al., 2002), das zyklischen
und hormonellen Veranderungen besonders stark unterliegt und daher als fraglicher
Ursprung der zyklusabhangig veranderten PAPP-A-Produktion, -Sekretion oder -
Metabolisation auRerhalb des Follikels in Betracht gezogen werden sollte. Da PAPP-A
von den endometrialen Stromazellen produziert wird, hatte man auf Grund der
Endometriumsproliferation unter Hyperstimulation und im Zyklusverlauf auch mit einer
parallelen Zunahme der PAPP-A-Serumspiegel gerechnet. In dieser Studie liel3 sich

jedoch wider Erwarten mit Zunahme der Stimulationsstarke und im Verlauf des Zyklus



57

ein Abfall der PAPP-A-Serumspiegel verzeichnen. Ein positiver Zusammenhang
zwischen der Endometriumsdicke und den PAPP-A-Serumspiegeln konnte sich
dementsprechend nicht bestatigen. Frihere Studien an Endometriosepatientinnen, bei
denen es zyklusabhangig ebenfalls zu einer verstarkten Endometriumsproliferation
kommt, weil sich dieses auch ektop, aul3erhalb der Uterushohle aufbaut, suggerierten
zumindest lokal (peritoneal) erhohte Konzentrationen von PAPP-A sowie eine
Korrelation zwischen der Hohe der Serumspiegel und dem Grad der Endometriose (Arici
et al., 2003). Andere Studien hingegen erwarteten auf Grund der schlechten
Eizellqualitat bei Endometriosepatientinnen verminderte PAPP-A-Konzentrationen, was
sich jedoch lokal in der Follikelflissigkeit von Endometriosepatientinnen nicht bestatigen
lie® (Wunder et al., 2005).

Eine klare Aussage daruber wie sich die lokalen PAPP-A-Spiegel im Zuge der
Proliferation des Endometriums (z.B. unter Hyperstimulation oder im Rahmen einer
Endometriose) verandern, kann im Rahmen unserer Untersuchungen nicht getroffen
werden. Zumindest eine direkte Korrelation zwischen PAPP-A im Serum und der Dicke
des Endometriums konnte jedoch widerlegt werden.

4.3.5 Einfluss zyklusunabhangiger Eigenschaften auf PAPP-A

Da sich neben relativ geringen Fluktuationen von PAPP-A im Zyklusverlauf grol3e Unter-
schiede zwischen den Serumspiegeln der einzelnen Patientinnen zeigten, wurden
neben den oben beschriebenen Einflissen zyklusabhangiger Faktoren auch andere
Eigenschaften der Frauen hinsichtlich ihre Wirkung auf PAPP-A untersucht. Dazu
wurden die Einzelwerte der Patientinnen gemittelt und anschlieRend mit bestimmten

Eigenschaften korreliert.

4.3.5.1 Einfluss von Gewicht, GroBe und Body-Mass-Index (BMI) auf PAPP-A

Ein Faktor, der sich wahrend der Schwangerschaft signifikant auf die Serumspiegel von
PAPP-A auswirkt, ist das Korpergewicht. Ein GrofRteil des gemessen PAPP-A stammt
dann aus der Plazenta und wird unabhangig von mutterlichen Faktoren sezerniert. Da
mit zunehmendem Korpergewicht das Verteilungsvolumen zunimmt, aber die

Sekretionsrate des plazentaren PAPP-A konstant bleibt (Bischof et al., 1982), werden
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bei adipésen Frauen niedrigere PAPP-A-Serumspiegel gemessen (Westergaard et al.,
1983). Bei den Frauen unseres Kollektivs, die nicht schwanger waren, liel3 sich ein
Zusammenhang zwischen Korpergewicht und PAPP-A-Serumspiegeln jedoch nicht
nachweisen. Es ist davon auszugehen, dass Uber unbekannte Regulationsmecha-
nismen eine Anpassung der Serumspiegel von PAPP-A erfolgt.

Unerwarteter Weise zeigte sich jedoch eine signifikante, negative Korrelation zwischen
der KorpergroRe und den patientenspezifischen PAPP-A-Serumspiegeln. Dabei konnte
ausgeschlossen werden, dass dieses Ergebnis dadurch zustande gekommen ist, dass
die hyperstimulierten Patientinnen gleichzeitig niedrigere PAPP-A-Serumspiegel hatten
und zufallig groRer waren, da keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Korpergro3e der Patientinnen in den Stimulationsgruppen zu finden waren. Die
Korrelation ist jedoch relativ schwach, sodass eine Korrektur des Faktors Korpergrof3e in
dieser Studie unnétig erschien.

4.3.5.2 Einfluss des Patientenalters auf PAPP-A

Zudem wurde der Einfluss des Patientenalters auf die PAPP-A-Serumspiegel
untersucht. Da PAPP-A als Bestandteil des IGF-Systems an der Regulation von
Wachstum- und Proliferationsprozessen beteiligt ist, ware eine altersabhangige
Veranderung durchaus vorstellbar (Hammermann, 1987). Frihere Studien bestatigen,
dass beim Menschen die Konzentrationen von zirkulierendem IGF, das ja durch PAPP-A
mitreguliert wird, bis zur Geburt und im Laufe der Kindheit stetig ansteigen, um am Ende
der Pubertat ihren HOhepunkt erreichen. Eine Reduktion von IGF hingegen steht im
Zusammenhang mit einer verminderten Sekretion des Wachstumshormons, wie sie mit
dem Alter vergesellschaftet ist (Hammermann, 1987). Demnach konnte es auch bei
PAPP-A, und gerade in Anbetracht seiner Rolle als Modulator der ovariellen
Follikelreifung und weiblichen Fruchtbarkeit (Nyegaard et al., 2010) auch im Alter zu
einer Veranderung der Serumspiegel, beispielsweise im Rahmen der Menopause,
kommen. Unseren Ergebnissen zufolge liel3 sich jedoch keine signifikante Korrelation
zwischen den Serumspiegeln von PAPP-A und dem Patientenalter darstellen, obschon
die hyperstimulierten Frauen gleichzeitig signifikant alter waren und signifikant
niedrigere PAPP-A-Konzentrationen vorwiesen als die Vergleichsgruppen. Es konnte
sich jedoch durchaus lohnen, die lokalen Konzentrationen von PAPP-A im Follikel auf
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einen Zusammenhang zum Patientenalter hin zu untersuchen, zumal wir davon
ausgehen, dass kein direkter Zusammenhang zwischen den lokalen Konzentrationen
von PAPP-A im Follikel und denen im Serum besteht. Aulerdem ware ein Vergleich
zwischen Patientinnen mit groReren Altersdifferenzen sinnvoll, da wir nur Frauen im

reproduktionsfahigen Alter zwischen 25 und 45 Jahren untersucht haben.

4.3.5.3 Einfluss von Sterilitat, Graviditat, Paritat und Aborten auf PAPP-A

Unter dem Aspekt, dass PAPP-A Auswirkungen auf die Fruchtbarkeit der Patientinnen
haben konnte (Nyegaard et al., 2010), wurden Zusammenhange zwischen den
patientenspezifischen PAPP-A-Werten und der Sterilitatsform, sowie der Anzahl
vorangegangener Schwangerschaften, Geburten und Aborte untersucht.

Signifikante Unterschiede der patientenspezifischen PAPP-A-Werte je nach Form der
Sterilitat lieRen sich jedoch nicht darstellen. Ebenso schien die Anzahl vorangegangener
Schwangerschaften und Geburten keinen Einfluss auf die PAPP-A-Serumspiegel zu
haben. Dies steht im Widerspruch zu einer Studie von Westergaard et al. (1983 a) die
hohere plazentare PAPP-A-Level bei Erstgebarenden beschrieb.

Von besonderem Interesse ist auRerdem der Einfluss veranderter PAPP-A-Spiegel auf
die Abortrate der Patientinnen, zumal niedrige PAPP-A-Serumspiegel im Rahmen des
Ersttrisemester-Screenings neben einer unangemessenen Fetalentwicklung und
verschiedenen Schwangerschaftspathologien auch als Anzeichen fur einen drohenden
Abort gesehen werden konnen (Westergaard et al., 1983 b/ 1985; Smith et al., 2002;
Fialova und Malbohan, 2002). So konnten in Schwangerschaften, die nach repro-
duktionsmedizinischer Behandlung eingetreten waren, bereits in den ersten
Schwangerschaftswochen reduzierte PAPP-A-Spiegel bei den Patientinnen gefunden
werden, die anschlie3end einen Abort erlitten (Sinosich et al., 1984).

In dieser Studie konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen den patienten-
spezifischen PAPP-A-Spiegeln und friheren Aborten gefunden werden. Die
Serumspiegel von PAPP-A aullerhalb der Schwangerschaft eignen sich demnach nicht
dazu, eine Abortanfalligkeit zu prognostizieren. Erst in Rahmen der Schwangerschaft
kann durch Bestimmung von throphoblastarem PAPP-A im Serum ein Abortgeschehen
prognostiziert und diagnostiziert werden.
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4.3.5.4 Einfluss verschiedener Erkrankungen auf PAPP-A

Die Rolle des insulindhnlichen Wachstumsfaktorensystems bei der Regulation normaler
ovarieller Funktionen wurde bereits durch zahlreiche Studien belegt. Veranderungen
dieses Systems bei Storung des ovariellen Milieus im Rahmen bestimmter
Erkrankungen stehen nun im Fokus aktueller Studien (Greisen et al., 2002; Poretsky et
al., 1999; San Roman und Magoffin, 1992). Besonders Erkrankungen, die mit einer
gestorten Follikelreifung und reduzierter Fruchtbarkeit verbunden sind, wurden in dieser
Studie auf Veranderungen der PAPP-A-Serumspiegel hin untersucht. Wirde es sich
bestatigen, dass Veranderungen im |GF-System an dem Pathomechanismus
bestimmter Erkrankung beteiligt sind, dann konnte ein therapeutisches Ziel in der

Normalisierung der Konzentrationen dieses Systems liegen (Poretsky et al. 1999).

In dieser Studie gelang es jedoch bei keiner der von uns untersuchten Erkrankungen,
signifikante  Veranderungen der patientenspezifischen = PAPP-A-Serumspiegel
darzustellen. Das gilt sowohl fur Erkrankungen des endokrinen Systems als auch fur
Storungen, die mit einer gestorten Follikelreifung und reduzierten Fruchtbarkeit
einhergehen (S.46, Tab.6). Daraus darf man jedoch nicht schliel3en, dass die lokalen
Konzentrationen von PAPP-A im Rahmen der untersuchten Erkrankungen nicht
verandert sind. Bei dem von uns untersuchten PCO-Syndrom liegen beispielsweise
mehrere Studien vor, die lokale Alterationen im IGF-Systems von polyzystischen
Follikeln nachweisen (z.B. Veranderungen der IGFBP-Profile: Greisen et al., 2002; San
Roman et al.,, 1992; Voutilainen et al., 1996). Ebenso beschrieben mehrere Studien
lokale Veranderungen einzelner Bestandteile des IGF-System im Follikel unter dem
Einfluss von Insulin (Greisen et al., 2002: Anstieg von IGFBP-2 und 4; Poretsky et al.,
1991: Zunahme von IGF-Rezeptoren). Dazu passend fanden Spencer et al. (2005) bei
Schwangeren mit Diabetes mellitus verminderte PAPP-A-Spiegel.

Trotzdem konnte in unserem Kollektiv keine Veranderungen der PAPP-A-
Serumspiegeln bei Erkrankten im Vergleich zu der Kontrollgruppe dargestellt werden.
Man kann daher nur schlussfolgern, dass die Veranderungen von PAPP-A durch die
jeweilige Krankheit nur lokal und nicht in den Serumkonzentrationen der Patientinnen
widerspiegeln lassen. Diese Ergebnisse bestatigen demnach die Annahme, dass es
keinen direkten Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von PAPP-A im Serum

und Ovar gibt (Moos et al., 2009). Durch Bestimmung der Serumkonzentrationen ist
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man daher auch nicht in der Lage, Aussagen Uber lokale Veranderungen von PAPP-A
im Follikel im Rahmen bestimmter Erkrankungen zu treffen, geschweige denn diese
Erkrankungen durch  Veranderungen der PAPP-A-Serumkonzentrationen zu
diagnostizieren. Weitere Studien sollten klaren, ob lokal im Follikel Veranderungen von
PAPP-A und den anderen Bestandteilen des IGF-System im Rahmen dieser
Erkrankungen nachgewiesen werden konnen. Daruber hinaus sollte dann getestet wer-
den, ob diese Veranderungen durch leitliniengerechte Therapie wieder behoben werden
konnen. So ist in dieser Arbeit kritisch zu bemerken, dass bei den von uns untersuchten
Patientinnen mit Diagnosestellung oft gleichzeitig die Indikation zu einer entsprechenden
medikamentosen Therapie gestellt wurde, die mdgliche Effekte der Erkrankungen auf
die PAPP-A-Spiegel verschleiert haben konnte. Jedoch war ein Ausschluss der
medikamentds therapierten Patientinnen auf Grund schwindender Fallzahlen nicht
moglich. Aus dem selben Grund wurden die Patientinnen, die neben der untersuchten

Erkrankung weitere Erkrankungen hatten, nicht aus der Wertung ausgeschlossen.
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5. Zusammenfassung

Pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A) ist ein Bestandteil des Insulin-like
growth factor (IGF)-Systems. In verschiedenen biologischen Systemen ist es an der
Regulation der lokalen |GF-Verfugbarkeit beteiligt, da es als Protease des
inhibitorischen Insulin-like growth factor binding protein (IGFBP)-4 zu einer Freisetzung
von IGF fuhrt. Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass dieser Mechanismus an der
hormonellen Regulation der Follikelreifung, Follikelselektion und der Do-

minanzentwicklung eines Follikels eine entscheidende Rolle einnimmit.

In dieser Studie wurden retrospektiv die Serumspiegel von PAPP-A bei 120 Patientinnen
im  Zyklusverlauf  untersucht, die durch die  Sterilitditsambulanz  der
Universitatsfrauenklinik Bonn betreut wurden. Die Bestimmung von PAPP-A erfolgte
sowohl im Spontanzyklus (n= 31), als auch unter leichter (n= 45) und starker (n= 59)
Stimulation mit FSH im Rahmen verschiedener reproduktionsmedizinischer Verfahren
(VZO, IUl, IVF, ICSI). Die Messung von PAPP-A aus den Serum-Reihen der
Patientinnen erfolgte mit Hilfe eines neuen, hochsensitiven Immunoassays, das im

Gegensatz zu fruheren Testsystemen auch freies PAPP-A bestimmt.

PAPP-A konnte in Uber 90 % (490/540) der Serumproben mit einer grol3en Bandbreite
zwischen den Patientinnen von 0,08 mIU/L bis 3,98 mlIU/L nachgewiesen werden
(Median: 1,06 mlU/L). Im Gegensatz zu den groflen Schwankungen zwischen den
Patientinnen, waren die individuellen Veranderungen von PAPP-A im Zyklusverlauf
klein. In den untersuchten Zyklen von Patientinnen, die nicht oder nur leicht stimuliert
wurden, konnten dem entsprechend keine signifikanten Unterschiede im Zyklusverlauf
gefunden werden. Es stellte sich lediglich eine Tendenz zu niedrigeren PAPP-A-
Serumspiegeln unter leichter Stimulation mit FSH um die Zyklusmitte dar (p= 0,07). In
den Hyperstimulationszyklen hingegen zeigte sich im Vergleich dazu ein deutlicher
periovulatorischer Abfall von PAPP-A (p= 0,019). Ein Zusammenhang zwischen PAPP-A

und anderen zykluskonstanten Parametern lieR3 sich jedoch nicht darstellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass es im naturlichen Zyklus zu keinen
signifikanten Schwankungen der PAPP-A-Serumspiegel kommt. Im Gegensatz dazu
stellte sich unter Hyperstimulation mit FSH ein deutlicher Abfall von PAPP-A im
Zyklusverlauf und im Vergleich zu den nicht oder gering stimulierten Patientinnen dar.
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Neben der direkten Wirkung von FSH kommen als Ursachen dafur Veranderungen der
Estradiolkonzentration und der Follikelanzahl in Frage. Da die beobachteten
Veranderungen von PAPP-A im Zyklusverlauf nicht mit dem zu erwarteten
Produktionsanstieg in wachsenden Follikeln Ubereinstimmen, muss davon ausgegangen
werden, dass PAPP-A nicht vom Follikel sezerniert wird und das gemessene PAPP-A im
Serum von Nicht-Schwangeren Frauen aus anderen Produktions- und Sekretionsorten
von PAPP-A stammen muss, die bislang noch unbekannt sind. PAPP-A scheidet
demnach als Serummarker fur die Follikelreifung aus. Eine Korrelation zwischen PAPP-
A und anderen von uns untersuchten, zyklusunabhangigen Eigenschaften der Patien-
tinnen, die die groRe Bandbreite der Serumspiegel erklaren konnten, liel3 sich nicht

finden.
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