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Summary

In human plasma, vitamin E
is bound to lipoproteins and
transported to the various
tissues and cells. The
vitamin E transport in extra-
vascular fluids with reduced
lipoproteins remains, how-
ever, still unclear. Recently,
we have purified a new
plasma protein with vitamin
E binding capacities using
multiple chromatography
and identified it by partial
amino acid sequencing as
afamin. This 87 kDa protein
was recently described as
the fourth member of the
albumin gene family. By
means of radioactive ligand
binding we have shown that
afamin is able to bind
vitamin E. For the quantitati-
ve estimation of afamin we

/USAMMENFASSUNG

Vitamin E wird in humanem
Plasma an Lipoproteine gebun-
den und zu den verschiedenen

Organen und Zellen transportiert.

Der Vitamin E-Transport in extra-
vaskuldren Flissigkeiten mit
geringem Lipoprotein-Gehalt ist
hingegen noch ungeklart. In der
vorliegenden Studie wurde ein
Vitamin E-bindendes Protein tiber
mehrfache Chromatographie aus
humanem Plasma gereinigt und
durch partielle Aminosaure-
Sequenzierung als Afamin identi-
fiziert. Dieses 87 kDa-Protein
wurde als viertes Mitglied der
Albumin-Genfamilie kirzlich
beschrieben. Durch radioaktive
Liganden-Bindung konnten wir
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have developed a sand-
wich-ELISA. Vitamin E has
been quantitatively measu-
red by HPL-chromato-
graphy and UV-detection.
Afamin and vitamin E have
been detected in follicular
fluid of IVF- and ICSI-pa-
tients, but in lower quanti-
ties when compared with
plasma/serum concentra-
tions. Coelution of both
substances following gel-
filtration of native follicular
fluid has confirmed that
afamin is a vitamin E bin-
ding protein also in vivo.
Based on our results we
conclude that afamin is able
to serve as a vitamin E-
carrier in follicular fluid and
postulate a physiological
role for both substances in
fertility and reproduction.

zeigen, dafs Afamin in der Lage
ist, Vitamin E zu binden. Die
quantitative Bestimmung von
Afamin wurde tber einen von
uns entwickelten Sandwich-
ELISA durchgefihrt. Vitamin E
wurde mittels HPL-Chromato-
graphie tber UV-Detektion
quantitativ gemessen. Afamin
und Vitamin E wurden in der
Follikelfltssigkeit von IVF- und
ICSI-Patientinnen gefunden,
wenn auch in vergleichsweise
niedrigeren Konzentrationen als
im Plasma/Serum. Koelution
beider Substanzen nach Gel-
filtration von nativer Follikel-
flissigkeit bestatigte, dall Afamin
ein Vitamin E-bindendes Protein
in vivo ist. Basierend auf unseren
Resultaten folgern wir, daf®
Afamin als Transportprotein fir

L. Jerkovic, H. Dieplinger, P Eller, A. Vogele, L. Saria, W. Sattler, H. Moncayo, E. Solder,

AFAMIN UND VITAMIN E IN DER
FOLLIKELFLUSSIGKEIT VON IVF- UND
ICSI-PATIENTINNEN

Vitamin E in der Follikel-
flissigkeit dienen kann, und
postulieren eine physiologische
Bedeutung beider Substanzen fir
Fertilitat und Reproduktion.

EINLEITUNG

Vitamin E wurde im Jahr 1922
von Evans und Bishop entdeckt,
als sie bemerkten, dal$ der Man-
gel einer wichtigen pflanzlichen
Substanz in lipidarmer Diat sich
negativ auf die Entwicklung von
Ratten auswirkte. Die Tiere
zeigten eine physiologisch
mangelhafte Entwicklung und
wurden zeugungsunfahig [1].
Erst in den 30er Jahren konnte
o-Tocopherol (griech. tocos =
,Leben-gebend”), die haufigste
Form von Vitamin E, aus Weizen-
keimen isoliert werden. Weitere
Untersuchungen haben gezeigt,
dals Vitamin E als wichtiges
Antioxidans im Korpergewebe
die Oxidation von Lipiden ver-
hindert [2, 3]. Im Gegensatz
dazu kann Vitamin E-Mangel in
Verbindung mit niedrigen Lipo-
protein-Konzentrationen bei
Neugeborenen, insbesondere
friihgeborenen Sauglingen, zu
erheblichen Organschdden
fuhren [4].

In den vergangenen Jahren wur-
de in Verbindung mit assistierter
Reproduktion die Bedeutung von
Vitamin E fur die weibliche und
mannliche Fertilitat untersucht.
Die im Rahmen einer in-vitro-
Fertilisierung hormonell induzier-
te und vermehrte Follikelproduk-
tion ermoglicht die Gewinnung
und biochemische Analyse von
Follikelflussigkeit beztiglich
Zusammensetzung und Konzen-
tration von Proteinen, Hormonen
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und zahlreichen weiteren Sub-
stanzen (zusammengefalit in [5]).
Damit ist schrittweise eine Auf-
klarung der im Ovar ablaufenden
physiologischen Vorgdnge fur
Entwicklung, Wachstum und
Reifung der Eizellen moglich
(zusammengefal’t in [6]). Unter
anderem wurde 1995 auch
Vitamin E in der Follikelflussig-
keit nachgewiesen und seine
funktionelle Bedeutung als Anti-
oxidans beim Abfangen freier
Radikale, die zu einer Schadi-
gung der Eizellen fihren kdnnen,
aufgezeigt und diskutiert [7, 8].
Auch im Ejakulat infertiler Mdn-
ner wurden vermehrt Sauerstoff-
radikale gefunden und fir die
Dysfunktion der Spermien mit-
verantwortlich gemacht [9].
Unterstiitzt wurden diese Befun-
de durch eine prospektive Studie
an 139 Paaren, bei denen mann-
liche Partner mit tGberdurch-
schnittlich hohem Gehalt an
freien Radikalen im Ejakulat bis
siebenfach geringere Wahr-
scheinlichkeit fir Zeugungsfahig-
keit besallen als Partner mit
einem niedrigeren Titer an
Sauerstoffradikalen [10]. Der
schadigende EinfluB von freien
Radikalen auf die Beweglichkeit
von Spermien und ein deutlicher
Schutz vor peroxidativer Schadi-
gung durch Vitamin E wurde in
vitro nachgewiesen [11]. Die
Autoren dieser experimentellen
Studie vermuten, dals erhohtes
Vorhandensein reaktiver
Sauerstoffradikale im Ejakulat
ursachlich mit der Infertilitat
zusammenhangt. Sie postulierten
ferner, dal’ durch zusatzliche
Einnahme von Vitamin E mogli-
cherweise eine Verbesserung der
Spermienqualitat erzielt werden
kann. Unterstiitzt wurden diese
Befunde durch eine weitere Stu-
die, in der Vitamin E als Antioxi-

dans zur Behandlung von mann-
licher Infertilitdt appliziert wor-
den ist [12].

Vitamin E wird, an Lipoproteine
gebunden, im Plasma transpor-
tiert [13]. Wie dieser Prozefs
allerdings in extravaskularen
Flussigkeiten mit geringem Lipo-
protein-Gehalt ablduft, ist noch
ungeklart [14]. Wir konnten kuirz-
lich ein 87 kDa-Protein mit
Vitamin E-Bindungseigenschaf-
ten isolieren und tber partielle
Aminosduren-Sequenz-Analyse
als Afamin [15], das vierte Mit-
glied der Albumin-Genfamilie,
identifizieren (Jerkovic et al., in
Vorbereitung). In dieser Arbeit
untersuchten wir daher qualitativ
und quantitativ Afamin und
Vitamin E in der Follikelflussig-
keit von IVF- und ICSI-Patientin-
nen und diskutieren die mogliche
Bedeutung fir Fertilitat und
Reproduktion.

IVIATERIAL UND METHODEN

Reinigung von Afamin

Die Reinigung von Afamin aus
humanem Plasma erfolgte durch
Fallung der Lipoproteine mittels
Wolframatophosphorsaure mit
MgCl,und drei anschliefenden
Chromatographieschritten (hy-
drophobe-, Anionenaustausch-
und Hydroxylapatit-Chroma-
tographie). Die Reinheit des
Proteins wurde durch SDS-
Gelelektrophorese mit Silber-
farbung tberprift.

Das gereinigte Protein wurde
mittels partieller Aminosaure-
sequenzierung als Afamin identi-
fiziert (Jerkovic et al., in Vorbe-
reitung).
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Vitamin E-binding assay

Die Vitamin E-Bindung wurde
sowohl mit gereinigtem als auch
mit rekombinantem Afamin in
vitro untersucht. Dazu wurde
eine definierte Menge Protein
(80 ug bzw. 1,5 pg) in 250 pl PBS
mit o.-["*C] Tocopherol bei Raum-
temperatur inkubiert. Anhand
eines zweiten, parallelen Ansat-
zes mit einem zusatzlichen
500fachen Uberschul an nicht
radioaktivem Vitamin E wurde
der Anteil an spezifischer Bin-
dung ermittelt. Als Negativ-Kon-
trolle diente PBS mit Vitamin E.
Anschliefend wurde nicht-ge-
bundenes von Afamin-gebun-
denem Vitamin E durch Gel-
filtration mit Hilfe einer PD-10-
Saule, die vor dem Auftragen der
Probe mit 1 % BSA in PBS blok-
kiert und mit 30 ml 10 mM Tris,
0,9 % NaCl, pH 8,2 equilibriert
wurde, abgetrennt und die Ra-
dioaktivitdt der Fraktionen mit
einem Fliussigszintillationszahler
(B-counter) gemessen.

Produktion von rekombinantem
Afamin

1,5 x 10° COS-Zellen wurden mit
10 pg pEF neo Afamin (zur
Verfuigung gestellt von H. Lichen-
stein, Amgen, Thousand Oaks,
Ca., USA), 13 ng pEF neo (leerer
Expressionsvektor) und 30 pg
Lipofectin und als Negativ-
kontrolle mit pEF neo transfiziert.
Die Zellen wurden anschlieend
in 5 ml DMEM mit 20 % FCS fur
24 Stunden kultiviert, mit PBS
gewaschen und in 5 ml DMEM-
F12 mit Penicillin und Streptomy-
cin fur 19 Stunden weiterkulti-
viert. Das in 20 ml Zelltberstand
enthaltene Afamin wurde
schlieflich auf eine Konzentrati-
on von 6 pg/ml eingeengt.
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Antikorper-Gewinnung

Die fiir quantitative Analysen
(ELISA) und Immunoblotting
benotigten polyklonalen und
monoklonalen Antikorper (N13)
wurden durch Immunisierung
von Kaninchen bzw. herkommli-
che Maus-Hybridoma-Technik
gewonnen.

Gelfiltration

3 ml native Follikelflussigkeit
wurde mittels Gelfiltration
(Superdex 200 prep grade-Saule,
Pharmacia) aufgetrennt und der
Gehalt an Afamin und Vitamin E
in den Fraktionen mittels ELISA
bzw. HPLC bestimmt.

Quantifizierung von Afamin

Die Afamin-Konzentration wurde
mittels Sandwich-ELISA gemes-
sen, wobei ein affinitdtsgereinig-
ter polyklonaler Antikorper als
Beschichtungsantikorper und der
monoklonale Antikorper N13 als
Detektionsantikorper verwendet
wurde. Als Primdrstandard diente
gereinigtes Afamin, dessen
genaue Proteinkonzentration
durch Analyse der Aminosduren-
sequenz ermittelt wurde. Uber
diesen Primarstandard wurde
Plasma eines gesunden Spenders
als Sekundarstandard definiert
(Verdiinnung 1:400 bis 1:25.000).

Quantifizierung von Vitamin E

Je 200 pl Serum und Follikel-
flussigkeit von Patientinnen
wurden mittels eines
Extraktionskits zur Proteinfdllung
(Chromosystems, Miinchen)
behandelt, anschliefend (iber
,reversed-phased”-HPL-Chro-
matographie aufgetrennt und
tber einen UV-Detektor bei 288

J. FERTIL. REPROD. 4/1998

nm Wellenldnge quantitativ
bestimmt (verdndert nach [16]).
Vitamin E-Konzentrationen in
den nach Auftrennung durch
Superdex 200 Saule eluierten
Fraktionen von Follikelflissigkeit
wurden nach der Methode von
Sattler et al. [17] bestimmt.

Follikelfltissigkeits- und Serum
Plasma-Gewinnung

Patientinnen fir eine IVF- oder
ICSI-Behandlung wurden nach
,down regulation” mit Leupro-
relinacetat (3,75 mg subcutan;
Enantone Gyn, Takeda) am 21.
Zyklustag hormonell mit rekom-
binantem FSH (Gonal F, Serono
und Puregon, Organon) stimuliert
und die jeweils zu applizierende
Dosis tber Ultraschall- und
Ostradiolbestimmung individuell
angepalt (zusammengefaldt in
[18]). Wenn mindestens zwei
Follikel einen Durchmesser von
20 mm erreicht hatten, wurde die
Ovulation mit hCG (10.000 1U;
Profasi, Serono) intramuskular
ausgelost. Etwa 36 Stunden nach
hCG-Applikation erfolgte trans-
vaginal die sonographisch ge-
steuerte Follikelpunktion mit
anschliefender mikroskopischer
Untersuchung auf das Vorhan-
densein von Eizellen. Anschlie-
Rend wurde die Follikelfltssig-
keit zentrifugiert und der Uber-
stand in Rohrchen bei -196 °C bis
zur weiteren Untersuchung
aufbewahrt. Von den vor der
Punktion abgenommenen Blut-
proben wurde nach Zentrifuga-
tion etwa 1,5 ml des Serumiiber-
standes in Rohrchen abgefillt
und bei -196 °C aufbewahrt.

FRGEBNISSE

Aus humanem Plasma wurde ein
Vitamin E-bindendes Protein tiber
Lipoproteinprazipitation, hydro-
phobe Chromatographie, Anio-
nenaustausch- und Hydroxylapa-
tit-Chromatographie isoliert und
gereinigt. Die Vitamin E-Bindung
dieses Proteins wurde mittels
radioaktivem Liganden-Bindungs-
test nachgewiesen. Dabei zeig-
ten die Chromatographie-Fraktio-
nen 8 bis 11 hohe Bindungsaffini-
tat zwischen Protein und radio-
aktiv-markiertem Vitamin E (Abb.
1a). Als Negativ-Kontrolle wurde
Vitamin E mit PBS anstelle von
Protein inkubiert, wobei keine
Bindung beobachtet wurde (Abb.
1b). Mittels partieller Aminosau-
rensequenzierung wurde das
gereinigte Protein als Afamin
identifiziert, (Jerkovic et al., in
Vorbereitung). Aufgrund seiner
Sequenzhomologie mit Albumin
ist dieses Protein krzlich als
viertes Mitglied der Albumin-
Genfamilie charakterisiert wor-
den [15]. Die Bindungseigen-
schaften von Afamin und Vitamin
E sind zusatzlich in weiteren
Experimenten bestatigt worden
(Abb. 2a). Rekombinantes Afamin
wurde durch transiente Trans-
fektion von COS-Zellen mit
einem das Afamin-Gen enthal-
tenden Vektor synthetisiert. Als
negative Kontrolle dienten Zel-
len, die mit einem Expressions-
vektor ohne Afamin-Gen trans-
fiziert wurden; somit war kein
Afamin im Uberstand dieser
Zellkultur zu finden. Wie zuvor
beschrieben, wurde die Vitamin
E-Bindung mit radioaktiv-
markiertem Vitamin E und unter
Uberschuf8 von nicht-
radioaktivem Vitamin E gemes-
sen (Abb. 2b). Dabei zeigte sich,



Abbildung 1a: Inkubation von Afamin mit Vitamin E: Gereinigtes Afamin
wurde mit ["*C] Vitamin E (m) sowie parallel mit ["*C] Vitamin E und 500-
fachem Uberschuf3 an nicht radioaktivem Vitamin E () inkubiert. Nach
Gelfiltration zur Abtrennung des ungebundenen von gebundenem Vitamin
E zeigten die Fraktionen 8, 9, 10 und 11 die hochste Zerfallsrate (cpm). In
diesen Fraktionen befand sich somit der GroBteil von Afamin-gebundenem
Vitamin E (Nachweis von Afamin erfolgte durch SDS-PAGE mit anschlie-
fendem Immunoblotting). Die Differenz zwischen (m) und () zeigte die
spezifische Bindung.
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Abbildung 1b: Inkubation von PBS mit Vitamin E: Als Negativ-Kontrolle
wurde Phosphat-Puffer (PBS) anstelle von Afamin mit Vitamin E inkubiert,
analog wie in Abb. 1a. Die niedrigen Werte von (m) und () zeigten, dai3
keine Vitamin E-Bindung festgestellt wurde.
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dall auch rekombinantes Afamin
in der Lage ist, Vitamin E zu
binden.

Um die Anwesenheit sowie
Vitamin E-Bindung von Afamin in
extravaskuldren Flussigkeiten
festzustellen, wurden Follikel-
flussigkeiten von Patientinnen
mit Kinderwunsch im Rahmen
eines IVF-Programmes unter-
sucht. Afamin wurde in der
Follikelfltssigkeit von neun
Patientinnen mittels SDS-PAGE
mit anschliefendem Immuno-
blotting identifiziert (Abb. 3).
Quantitative Messungen von
Afamin mittels ELISA in der
Follikelflissigkeit von insgesamt
89 Patientinnen ergaben einen
Mittelwert von 37,6 + 14,4 ug/ml
im Vergleich zum Afamin-Mittel-
wert von 54,8 = 12,1 pg/ml im
Serum. Die Regressionsanalyse
ergab eine signifikante Korrelati-
on (p < 0,0001; r=0,63) zwi-
schen der Konzentration von
Afamin in der Follikelflussigkeit
und im Serum von 78 Patientin-
nen (Abb. 4). Das bedeutet, daf’
niedrige (hohe) Afamin-Werte in
der Follikelflissigkeit mit niedri-
gen (hohen) Afamin-Werten im
Serum Ubereinstimmen. Eine
Vitamin E-Bindungsfahigkeit von
Afamin in vivo konnte auBerdem
durch Gelfiltrationsanalysen von
nativer Follikelfltssigkeit besta-
tigt werden. Vitamin E und
Afamin koeluierten dabei in
Fraktionen 57-61 (Abb. 5).
Hingegen ist das in den Fraktio-
nen 50-54 eluierte Vitamin E
sehr wahrscheinlich an Lipo-
proteine gebunden, wie vorlaufi-
ge Experimente durch Immuno-
blotting nach SDS-PAGE mit
anti-ApoE-Antikorper zeigten.

Quantitative Messungen von
Vitamin E in der Follikelflussig-
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Abbildung 2a: Inkubation von rekombinantem Afamin mit Vitamin E: Anstelle
von gereinigtem Afamin (siehe Abb. 1a) wurde rekombinantes Afamin mit
[*C] Vitamin E und parallel dazu mit 500fachem Uberschuf3 an nicht-
radioaktivem Vitamin E inkubiert. Rekombinantes Afamin wies dieselbe
Bindungsspezifitat wie gereinigtes auf. Die im Vergleich zur Abb. 1a
niedrigeren cpm-Werte sind auf eine geringere Ausgangsmenge von
rekombinantem Afamin zurtickzufuhren.
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Abbildung 2b: Negativ-Kontrolle: Anstelle von rekombinantem Afamin wurde
der Zellkulturtiberstand von COS-Zellen, die mit einem Expressionsvektor

ohne Afamin-Gen transfiziert wurden, mit Vitamin E inkubiert. Die niedri-

gen Werte von (m) und (3) zeigten, daB keine Vitamin E-Bindung festge-

stellt werden konnte.
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keit haben zu einem Mittelwert
von 2,3 + 0,9 pg/ml gefihrt, im
Gegensatz zu einem wesentlich
hoheren Mittelwert von 12,9 +
2,7 pug/ml im Serum. Im Verlauf
unserer Untersuchungen stellten
wir fest, daRR deutliche Unter-
schiede beztiglich der Konzen-
tration von Afamin und Vitamin E
in der Follikelfltssigkeit und im
Serum verschiedener Patientin-
nen auftreten konnen (Tab. 1).
Einerseits wurden in der Follikel-
flissigkeit reduzierte Afamin-
Werte bei den Patientinnen 7 und
9 sowie geringere Vitamin
E-Werte bei den Patientinnen 2,
9 und 10 gefunden. Andererseits
wurden auch deutliche Abwei-
chungen vom normalen Konzen-
trationsverhéltnis an Vitamin E
zwischen Follikelfltssigkeit und
Serum bei den Patientinnen 3
und 10 registriert. Keine dieser
IVF- und ICSI-Patientinnen ist in
diesem Zyklus schwanger ge-
worden. Demgegeniiber zeigen
die Patientinnen 1, 4, 5, 6, und 8
normale Werte ftir Afamin und
Vitamin E im ausgeglichenen
Verhdltnis zueinander. Von
diesen funf IVF- und ICSI-Patien-
tinnen sind drei in diesem Zyklus
schwanger geworden. Des
weiteren haben wir gefunden,
dafS die jeweils von einer Patien-
tin gewonnenen Follikelfltssig-
keiten aus mehreren individuell
punktierten Follikeln keine
wesentlichen Unterschiede in
der Konzentration von Afamin
und Vitamin E zeigten (Tab. 1).

DISKUSSION

Die Kenntnis tber die biochemi-
sche Zusammensetzung der
Follikelfltssigkeit hilft uns ganz
wesentlich, die molekularen
Prozesse aufzuzeigen, die fur die



Abb. 3: Afamin in der Follikelflussigkeit: Afamin wurde in Follikel-
flussigkeiten von neun Patientinnen mittels SDS-PAGE detektiert. Oben:
Farbung des Gels mit Coomassie Brilliant Blue. Die starkste Bande reprd-
sentiert Albumin. Unten: Immunoblotting mit N13-anti-Afamin-Antikorper.
St = Afaminstandard (aus Plasma gereinigtes Afamin). 1-9: Verschiedene
humane Follikelfliissigkeiten. In allen neun Proben ist Afamin in hohen
und unterschiedlichen Mengen detektierbar.
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Reifung des Follikels und der
Eizelle von physiologischer
Bedeutung sind. In fritheren
Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dall die Zusammenset-
zung und Konzentration be-
stimmter Proteine in der Follikel-
flissigkeit den funktionellen
Zustand des Follikels widerspie-
geln [19]. Ankniipfend an diese
Erkenntnisse untersuchten wir
ein weiteres wichtiges Protein
aus der Follikelflussigkeit von
IVF- und ICSI-Patientinnen.

Dieses Protein wurde von
Lichenstein und Mitarbeitern in
humanem Plasma entdeckt und
aufgrund seiner Sequenzhomolo-
gie zu Albumin als viertes Mit-
glied der Albumin-Genfamilie
mit dem Namen Afamin be-
schrieben [15]. Die vier Gene,
welche fiir Albumin, o-Feto-
protein, Vitamin D-bindendes
Protein und Afamin kodieren,
sind als Cluster auf dem mensch-
lichen Chromosom 4q11-22
lokalisiert [20]. Einige der viel-
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seitigen physiologischen Funktio-
nen dieser Proteine der
Albumin-Genfamilie erstreckt
sich auf die Bindung und den
Transport bioaktiver, hydropho-
ber Molekiile wie Fettsauren,
Ostradiol, Progesteron und
Vitamin D sowie die Beseitigung
von Radikalen und die
Inhibierung von Kupfer-stimulier-
ter Peroxidation von Lipiden [21-
24]. Eine Funktion fur Afamin
wurde bisher nicht beschrieben.

Wir zeigen hier erstmals, daf8
Afamin eine Bindungsaffinitat zu
Vitamin E besitzt und postulieren
eine Funktion fiir Afamin als
Vitamin E-Transportprotein in
extravaskuldren Flussigkeiten
wie Follikelfltssigkeit. Die
mittlere Vitamin E-Konzentration
in der Follikelfltssigkeit war
wesentlich niedriger als im
Plasma. Dies ist dadurch erklar-
bar, da® Vitamin E im Plasma
zum Uberwiegenden Teil durch
das Lipoproteinsystem transpor-
tiert wird, welches in der Folli-
kelflissigkeit quantitativ stark
reduziert ist. Die fehlende Korre-
lation zwischen den Konzentra-
tionen an Vitamin E und Afamin
in der Follikelflissigkeit konnte
durch das Vorhandensein und die
Vitamin E-Bindungsfahigkeit der
HDL-dhnlichen Partikel in der
Follikelflissigkeit begriindet sein
(siehe Abb. 5). Diese HDL-Par-
tikel mussen allerdings die Blut—
Follikel-Barriere passieren kon-
nen, um in die Follikelflussigkeit
zu gelangen [25]. Wahrend dieses
Prozesses werden die HDL-
Proteine durch Granulosa-Zellen
und lipolytische Enzyme verdn-
dert [26]. Uber die strukturellen
Verdnderungen der HDL-Prote-
ine wird auch deren Konzentrati-
on in der Follikelflussigkeit
bestimmt [27]. Keine anderen
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konnte gezeigt werden.

Abbildung 4: Korrelation zwischen Afamin im Serum und in der Follikel-
flissigkeit von 78 Patientinnen: Eine positive Korrelation zwischen den
Konzentrationen von Afamin im Serum und in den Follikelflissigkeiten
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Abbildung 5: Auftrennung nativer Follikelflissigkeit durch Gelfiltration mit-
tels Superdex 200 Sdule: Vitamin E eluiert in zwei Peaks (Fraktion 50-54
und 57-61). Letzterer koeluiert mit der Hauptmenge an Afamin.
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Lipoproteine als HDL, die Vit-
amin E binden, kénnen aufgrund
ihrer Molektlgrofe die Blut—
Follikel-Barriere passieren [28].
Wir sind uns durchaus bewul3t,
daf sich aus den bisher vorlie-
genden Befunden noch keine
kausalen Zusammenhédnge
zwischen optimaler Vitamin E-
und Afamin-Konzentration einer-
seits und einer erfolgreichen IVF-
und ICSI-Behandlung anderer-
seits ableiten lassen. Desweite-
ren ist von Bedeutung, da8 bei
einigen Patientinnen deutliche
Unterschiede in der Konzentrati-
on beider Molekiile zu beobach-
ten sind. Ob unterschiedlichen
Mengen an Vitamin E und
Afamin in der Follikelflussigkeit
einen Einfluf® auf die Entwick-
lung der Follikel und Eizellen
austiben, ist noch ungeklart und
soll weiter untersucht werden.
Durchaus vorstellbar ware, dald
zu geringe Konzentrationen an
Vitamin E eine suboptimale Wir-
kung bei der Beseitigung schadi-
gender Sauerstoffradikale entfal-
ten und damit auch die Fertilitat
und Reproduktion beeinflussen.
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