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L. Jerkovic, H. Dieplinger, P. Eller, A. Vögele, L. Saria, W. Sattler, H. Moncayo, E. Sölder,
K. Illmensee

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

ZUSAMMENFASSUNG

Vitamin E wird in humanem
Plasma an Lipoproteine gebun-
den und zu den verschiedenen
Organen und Zellen transportiert.
Der Vitamin E-Transport in extra-
vaskulären Flüssigkeiten mit
geringem Lipoprotein-Gehalt ist
hingegen noch ungeklärt. In der
vorliegenden Studie wurde ein
Vitamin E-bindendes Protein über
mehrfache Chromatographie aus
humanem Plasma gereinigt und
durch partielle Aminosäure-
Sequenzierung als Afamin identi-
fiziert. Dieses 87 kDa-Protein
wurde als viertes Mitglied der
Albumin-Genfamilie kürzlich
beschrieben. Durch radioaktive
Liganden-Bindung konnten wir

zeigen, daß Afamin in der Lage
ist, Vitamin E zu binden. Die
quantitative Bestimmung von
Afamin wurde über einen von
uns entwickelten Sandwich-
ELISA durchgeführt. Vitamin E
wurde mittels HPL-Chromato-
graphie über UV-Detektion
quantitativ gemessen. Afamin
und Vitamin E wurden in der
Follikelflüssigkeit 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-
flüssigkeit bestätigte, daß Afamin
ein Vitamin E-bindendes Protein
in vivo ist. Basierend auf unseren
Resultaten folgern wir, daß
Afamin als Transportprotein für

Vitamin E in der Follikel-
flüssigkeit dienen kann, und
postulieren eine physiologische
Bedeutung beider Substanzen für
Fertilität und Reproduktion.

EINLEITUNG

Vitamin E wurde im Jahr 1922
von Evans und Bishop entdeckt,
als sie bemerkten, daß der Man-
gel einer wichtigen pflanzlichen
Substanz in lipidarmer Diät sich
negativ auf die Entwicklung von
Ratten auswirkte. Die Tiere
zeigten eine physiologisch
mangelhafte Entwicklung und
wurden zeugungsunfähig [1].
Erst in den 30er Jahren konnte
�-Tocopherol (griech. tocos =
„Leben-gebend“), die häufigste
Form von Vitamin E, aus Weizen-
keimen isoliert werden. Weitere
Untersuchungen haben gezeigt,
daß Vitamin E als wichtiges
Antioxidans im Körpergewebe
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
frühgeborenen Säuglingen, zu
erheblichen Organschäden
führen [4].

In den vergangenen Jahren wur-
de in Verbindung mit assistierter
Reproduktion die Bedeutung von
Vitamin E für die weibliche und
männliche Fertilität untersucht.
Die im Rahmen einer in-vitro-
Fertilisierung hormonell induzier-
te und vermehrte Follikelproduk-
tion ermöglicht die Gewinnung
und biochemische Analyse von
Follikelflüssigkeit bezüglich
Zusammensetzung und Konzen-
tration von Proteinen, Hormonen

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

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.
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und zahlreichen weiteren Sub-
stanzen (zusammengefaßt in [5]).
Damit ist schrittweise eine Auf-
klärung der im Ovar ablaufenden
physiologischen Vorgänge für
Entwicklung, Wachstum und
Reifung der Eizellen möglich
(zusammengefaßt in [6]). Unter
anderem wurde 1995 auch
Vitamin E in der Follikelflüssig-
keit nachgewiesen und seine
funktionelle Bedeutung als Anti-
oxidans beim Abfangen freier
Radikale, die zu einer Schädi-
gung der Eizellen führen können,
aufgezeigt und diskutiert [7, 8].
Auch im Ejakulat infertiler Män-
ner wurden vermehrt Sauerstoff-
radikale gefunden und für die
Dysfunktion der Spermien mit-
verantwortlich gemacht [9].
Unterstützt wurden diese Befun-
de durch eine prospektive Studie
an 139 Paaren, bei denen männ-
liche Partner mit überdurch-
schnittlich hohem Gehalt an
freien Radikalen im Ejakulat bis
siebenfach geringere Wahr-
scheinlichkeit für Zeugungsfähig-
keit besaßen als Partner mit
einem niedrigeren Titer an
Sauerstoffradikalen [10]. Der
schädigende Einfluß von freien
Radikalen auf die Beweglichkeit
von Spermien und ein deutlicher
Schutz vor peroxidativer Schädi-
gung durch Vitamin E wurde in
vitro nachgewiesen [11]. Die
Autoren dieser experimentellen
Studie vermuten, daß erhöhtes
Vorhandensein reaktiver
Sauerstoffradikale im Ejakulat
ursächlich mit der Infertilität
zusammenhängt. Sie postulierten
ferner, daß durch zusätzliche
Einnahme von Vitamin E mögli-
cherweise eine Verbesserung der
Spermienqualität erzielt werden
kann. Unterstützt wurden diese
Befunde durch eine weitere Stu-
die, in der Vitamin E als Antioxi-

dans zur Behandlung von männ-
licher Infertilität appliziert wor-
den ist [12].

Vitamin E wird, an Lipoproteine
gebunden, im Plasma transpor-
tiert [13]. Wie dieser Prozeß
allerdings in extravaskulären
Flüssigkeiten mit geringem Lipo-
protein-Gehalt abläuft, ist noch
ungeklärt [14]. Wir konnten kürz-
lich ein 87 kDa-Protein mit
Vitamin E-Bindungseigenschaf-
ten isolieren und über partielle
Aminosäuren-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 Follikelflüssig-
keit von IVF- und ICSI-Patientin-
nen und diskutieren die mögliche
Bedeutung für Fertilität und
Reproduktion.

MATERIAL UND METHODEN

Reinigung von Afamin

Die Reinigung von Afamin aus
humanem Plasma erfolgte durch
Fällung der Lipoproteine mittels
Wolframatophosphorsäure mit
MgCl2und drei anschließenden
Chromatographieschritten (hy-
drophobe-, Anionenaustausch-
und Hydroxylapatit-Chroma-
tographie). Die Reinheit des
Proteins wurde durch SDS-
Gelelektrophorese mit Silber-
färbung überprüft.
Das gereinigte Protein wurde
mittels partieller Aminosäure-
sequenzierung als Afamin identi-
fiziert (Jerkovic et al., in Vorbe-
reitung).

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 �g bzw. 1,5 �g) in 250 �l PBS
mit �-[14C] Tocopherol bei Raum-
temperatur inkubiert. Anhand
eines zweiten, parallelen Ansat-
zes mit einem zusätzlichen
500fachen Überschuß an nicht
radioaktivem Vitamin E wurde
der Anteil an spezifischer Bin-
dung ermittelt. Als Negativ-Kon-
trolle diente PBS mit Vitamin E.
Anschließend wurde nicht-ge-
bundenes von Afamin-gebun-
denem Vitamin E durch Gel-
filtration mit Hilfe einer PD-10-
Säule, 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-
dioaktivität der Fraktionen mit
einem Flüssigszintillationszähler
(�-counter) gemessen.

Produktion von rekombinantem
Afamin

1,5 x 106 COS-Zellen wurden mit
10 �g pEF neo Afamin (zur
Verfügung gestellt von H. Lichen-
stein, Amgen, Thousand Oaks,
Ca., USA), 13 �g pEF neo (leerer
Expressionsvektor) und 30 �g
Lipofectin und als Negativ-
kontrolle mit pEF neo transfiziert.
Die Zellen wurden anschließend
in 5 ml DMEM mit 20 % FCS für
24 Stunden kultiviert, mit PBS
gewaschen und in 5 ml DMEM-
F12 mit Penicillin und Streptomy-
cin für 19 Stunden weiterkulti-
viert. Das in 20 ml Zellüberstand
enthaltene Afamin wurde
schließlich auf eine Konzentrati-
on von 6 �g/ml eingeengt.

AFAMIN UND
VITAMIN E IN
DER FOLLIKEL-
FLÜSSIGKEIT
VON IVF-
UND ICSI-
PATIENTINNEN
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Antikörper-Gewinnung

Die für quantitative Analysen
(ELISA) und Immunoblotting
benötigten polyklonalen und
monoklonalen Antikörper (N13)
wurden durch Immunisierung
von Kaninchen bzw. herkömmli-
che Maus-Hybridoma-Technik
gewonnen.

Gelfiltration

3 ml native Follikelflüssigkeit
wurde mittels Gelfiltration
(Superdex 200 prep grade-Säule,
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 affinitätsgereinig-
ter polyklonaler Antikörper als
Beschichtungsantikörper und der
monoklonale Antikörper N13 als
Detektionsantikörper verwendet
wurde. Als Primärstandard diente
gereinigtes Afamin, dessen
genaue Proteinkonzentration
durch Analyse der Aminosäuren-
sequenz ermittelt wurde. Über
diesen Primärstandard wurde
Plasma eines gesunden Spenders
als Sekundärstandard definiert
(Verdünnung 1:400 bis 1:25.000).

Quantifizierung von Vitamin E

Je 200 �l Serum und Follikel-
flüssigkeit von Patientinnen
wurden mittels eines
Extraktionskits zur Proteinfällung
(Chromosystems, München)
behandelt, anschließend über
„reversed-phased“-HPL-Chro-
matographie aufgetrennt und
über einen UV-Detektor bei 288

nm Wellenlänge quantitativ
bestimmt (verändert nach [16]).
Vitamin E-Konzentrationen in
den nach Auftrennung durch
Superdex 200 Säule eluierten
Fraktionen von Follikelflüssigkeit
wurden nach der Methode von
Sattler et al. [17] bestimmt.

Follikelflüssigkeits- und Serum/
Plasma-Gewinnung

Patientinnen für 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 über Ultraschall- und
Östradiolbestimmung individuell
angepaßt (zusammengefaßt in
[18]). Wenn mindestens zwei
Follikel einen Durchmesser von
20 mm erreicht hatten, wurde die
Ovulation mit hCG (10.000 IU;
Profasi, Serono) intramuskulär
ausgelöst. Etwa 36 Stunden nach
hCG-Applikation erfolgte trans-
vaginal die sonographisch ge-
steuerte Follikelpunktion mit
anschließender mikroskopischer
Untersuchung auf das Vorhan-
densein von Eizellen. Anschlie-
ßend wurde die Follikelflüssig-
keit zentrifugiert und der Über-
stand in Röhrchen 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 Serumüber-
standes in Röhrchen abgefüllt
und bei -196 °C aufbewahrt.

ERGEBNISSE

Aus humanem Plasma wurde ein
Vitamin E-bindendes Protein über
Lipoproteinpräzipitation, 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-
tät 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 Aminosäu-
rensequenzierung wurde das
gereinigte Protein als Afamin
identifiziert, (Jerkovic et al., in
Vorbereitung). Aufgrund seiner
Sequenzhomologie mit Albumin
ist dieses Protein kürzlich als
viertes Mitglied der Albumin-
Genfamilie charakterisiert wor-
den [15]. Die Bindungseigen-
schaften von Afamin und Vitamin
E sind zusätzlich in weiteren
Experimenten bestätigt 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 Überstand dieser
Zellkultur zu finden. Wie zuvor
beschrieben, wurde die Vitamin
E-Bindung mit radioaktiv-
markiertem Vitamin E und unter
Überschuß von nicht-
radioaktivem Vitamin E gemes-
sen (Abb. 2b). Dabei zeigte sich,

AFAMIN UND
VITAMIN E IN

DER FOLLIKEL-
FLÜSSIGKEIT
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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 (�) und (❐) zeigten, daß
keine Vitamin E-Bindung festgestellt wurde.

Abbildung 1a: Inkubation von Afamin mit Vitamin E: Gereinigtes Afamin
wurde mit [14C] Vitamin E (�) sowie parallel mit [14C] Vitamin E und 500-
fachem Überschuß 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 höchste Zerfallsrate (cpm). In
diesen Fraktionen befand sich somit der Großteil von Afamin-gebundenem
Vitamin E (Nachweis von Afamin erfolgte durch SDS-PAGE mit anschlie-
ßendem Immunoblotting). Die Differenz zwischen (�) und (❐) zeigte die
spezifische Bindung.

daß auch rekombinantes Afamin
in der Lage ist, Vitamin E zu
binden.

Um die Anwesenheit sowie
Vitamin E-Bindung von Afamin in
extravaskulären Flüssigkeiten
festzustellen, wurden Follikel-
flüssigkeiten von Patientinnen
mit Kinderwunsch im Rahmen
eines IVF-Programmes unter-
sucht. Afamin wurde in der
Follikelflüssigkeit von neun
Patientinnen mittels SDS-PAGE
mit anschließendem Immuno-
blotting identifiziert (Abb. 3).
Quantitative Messungen von
Afamin mittels ELISA in der
Follikelflüssigkeit von insgesamt
89 Patientinnen ergaben einen
Mittelwert von 37,6 ± 14,4 �g/ml
im Vergleich zum Afamin-Mittel-
wert von 54,8 ± 12,1 �g/ml im
Serum. Die Regressionsanalyse
ergab eine signifikante Korrelati-
on (p < 0,0001; r = 0,63) zwi-
schen der Konzentration von
Afamin in der Follikelflüssigkeit
und im Serum von 78 Patientin-
nen (Abb. 4). Das bedeutet, daß
niedrige (hohe) Afamin-Werte in
der Follikelflüssigkeit mit niedri-
gen (hohen) Afamin-Werten im
Serum übereinstimmen. Eine
Vitamin E-Bindungsfähigkeit von
Afamin in vivo konnte außerdem
durch Gelfiltrationsanalysen von
nativer Follikelflüssigkeit bestä-
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 vorläufi-
ge Experimente durch Immuno-
blotting nach SDS-PAGE mit
anti-ApoE-Antikörper zeigten.

Quantitative Messungen von
Vitamin E in der Follikelflüssig-

AFAMIN UND
VITAMIN E IN
DER FOLLIKEL-
FLÜSSIGKEIT
VON IVF-
UND ICSI-
PATIENTINNEN
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Abbildung 2b: Negativ-Kontrolle: Anstelle von rekombinantem Afamin wurde
der Zellkulturüberstand von COS-Zellen, die mit einem Expressionsvektor
ohne Afamin-Gen transfiziert wurden, mit Vitamin E inkubiert. Die niedri-
gen Werte von (�) und (❐) zeigten, daß keine Vitamin E-Bindung festge-
stellt werden konnte.

keit haben zu einem Mittelwert
von 2,3 ± 0,9 �g/ml geführt, im
Gegensatz zu einem wesentlich
höheren Mittelwert von 12,9 ±
2,7 �g/ml im Serum. Im Verlauf
unserer Untersuchungen stellten
wir fest, daß deutliche Unter-
schiede bezüglich der Konzen-
tration von Afamin und Vitamin E
in der Follikelflüssigkeit und im
Serum verschiedener Patientin-
nen auftreten können (Tab. 1).
Einerseits wurden in der Follikel-
flüssigkeit 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-
trationsverhältnis an Vitamin E
zwischen Follikelflüssigkeit und
Serum bei den Patientinnen 3
und 10 registriert. Keine dieser
IVF- und ICSI-Patientinnen ist in
diesem Zyklus schwanger ge-
worden. Demgegenüber zeigen
die Patientinnen 1, 4, 5, 6, und 8
normale Werte für Afamin und
Vitamin E im ausgeglichenen
Verhältnis zueinander. Von
diesen fünf IVF- und ICSI-Patien-
tinnen sind drei in diesem Zyklus
schwanger geworden. Des
weiteren haben wir gefunden,
daß die jeweils von einer Patien-
tin gewonnenen Follikelflüssig-
keiten aus mehreren individuell
punktierten Follikeln keine
wesentlichen Unterschiede in
der Konzentration von Afamin
und Vitamin E zeigten (Tab. 1).

DISKUSSION

Die Kenntnis über die biochemi-
sche Zusammensetzung der
Follikelflüssigkeit hilft uns ganz
wesentlich, die molekularen
Prozesse aufzuzeigen, die für die

Abbildung 2a: Inkubation von rekombinantem Afamin mit Vitamin E: Anstelle
von gereinigtem Afamin (siehe Abb. 1a) wurde rekombinantes Afamin mit
[14C] Vitamin E und parallel dazu mit 500fachem Überschuß an nicht-
radioaktivem Vitamin E inkubiert. Rekombinantes Afamin wies dieselbe
Bindungsspezifität wie gereinigtes auf. Die im Vergleich zur Abb. 1a
niedrigeren cpm-Werte sind auf eine geringere Ausgangsmenge von
rekombinantem Afamin zurückzuführen.

AFAMIN UND
VITAMIN E IN
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Reifung des Follikels und der
Eizelle von physiologischer
Bedeutung sind. In früheren
Untersuchungen konnte gezeigt
werden, daß die Zusammenset-
zung und Konzentration be-
stimmter Proteine in der Follikel-
flüssigkeit den funktionellen
Zustand des Follikels widerspie-
geln [19]. Anknüpfend an diese
Erkenntnisse untersuchten wir
ein weiteres wichtiges Protein
aus der Follikelflüssigkeit von
IVF- und ICSI-Patientinnen.

Abb. 3: Afamin in der Follikelflüssigkeit: Afamin wurde in Follikel-
flüssigkeiten von neun Patientinnen mittels SDS-PAGE detektiert. Oben:
Färbung des Gels mit Coomassie Brilliant Blue. Die stärkste Bande reprä-
sentiert Albumin. Unten: Immunoblotting mit N13-anti-Afamin-Antikörper.
St = Afaminstandard (aus Plasma gereinigtes Afamin). 1–9: Verschiedene
humane Follikelflüssigkeiten. In allen neun Proben ist Afamin in hohen
und unterschiedlichen Mengen detektierbar.

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 für Albumin, �-Feto-
protein, Vitamin D-bindendes
Protein und Afamin kodieren,
sind als Cluster auf dem mensch-
lichen Chromosom 4q11-22
lokalisiert [20]. Einige der viel-

seitigen physiologischen Funktio-
nen dieser Proteine der
Albumin-Genfamilie erstreckt
sich auf die Bindung und den
Transport bioaktiver, hydropho-
ber Moleküle wie Fettsäuren,
Östradiol, Progesteron und
Vitamin D sowie die Beseitigung
von Radikalen und die
Inhibierung von Kupfer-stimulier-
ter Peroxidation von Lipiden [21–
24]. Eine Funktion für Afamin
wurde bisher nicht beschrieben.

Wir zeigen hier erstmals, daß
Afamin eine Bindungsaffinität zu
Vitamin E besitzt und postulieren
eine Funktion für Afamin als
Vitamin E-Transportprotein in
extravaskulären Flüssigkeiten
wie Follikelflüssigkeit. Die
mittlere Vitamin E-Konzentration
in der Follikelflüssigkeit war
wesentlich niedriger als im
Plasma. Dies ist dadurch erklär-
bar, daß Vitamin E im Plasma
zum überwiegenden Teil durch
das Lipoproteinsystem transpor-
tiert wird, welches in der Folli-
kelflüssigkeit quantitativ stark
reduziert ist. Die fehlende Korre-
lation zwischen den Konzentra-
tionen an Vitamin E und Afamin
in der Follikelflüssigkeit könnte
durch das Vorhandensein und die
Vitamin E-Bindungsfähigkeit der
HDL-ähnlichen Partikel in der
Follikelflüssigkeit begründet sein
(siehe Abb. 5). Diese HDL-Par-
tikel müssen allerdings die Blut–
Follikel-Barriere passieren kön-
nen, um in die Follikelflüssigkeit
zu gelangen [25]. Während dieses
Prozesses werden die HDL-
Proteine durch Granulosa-Zellen
und lipolytische Enzyme verän-
dert [26]. Über die strukturellen
Veränderungen der HDL-Prote-
ine wird auch deren Konzentrati-
on in der Follikelflüssigkeit
bestimmt [27]. Keine anderen

AFAMIN UND
VITAMIN E IN
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FLÜSSIGKEIT
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Lipoproteine als HDL, die Vit-
amin E binden, können aufgrund
ihrer Molekülgröße die Blut–
Follikel-Barriere passieren [28].
Wir sind uns durchaus bewußt,
daß sich aus den bisher vorlie-
genden Befunden noch keine
kausalen Zusammenhänge
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, daß bei
einigen Patientinnen deutliche
Unterschiede in der Konzentrati-
on beider Moleküle zu beobach-
ten sind. Ob unterschiedlichen
Mengen an Vitamin E und
Afamin in der Follikelflüssigkeit
einen Einfluß auf die Entwick-
lung der Follikel und Eizellen
ausüben, ist noch ungeklärt und
soll weiter untersucht werden.
Durchaus vorstellbar wäre, daß
zu geringe Konzentrationen an
Vitamin E eine suboptimale Wir-
kung bei der Beseitigung schädi-
gender Sauerstoffradikale entfal-
ten und damit auch die Fertilität
und Reproduktion beeinflussen.

Literatur
1. Evans HM, Bishop KS. On the exis-
tence of a hitherto unrecognised dietary
factor essential for reproduction. Science
1922; 56: 650–1.

2. Burton GW, Ingold KU. Vitamin E:
applications of the principles of physical
organic chemistry to the exploration of
its structure and function. Acc Chem Res
1986; 19: 194–201.

3. Ingold KU, Webb AC, Witter D, Burton
GW, Metcalfe TA, Muller DPR. Vitamin E
remains the major lipid-soluble,
chain-breaking antioxidant in human
plasma even in individuals suffering
severe vitamin E deficiency. Arch
Biochem Biophys 1987; 259: 224–5.

4. Lloyd JK. The importance of vitamin E
in human nutrition. Acta Paediatr Scand
1990; 79: 6–11.

Abbildung 5: Auftrennung nativer Follikelflüssigkeit durch Gelfiltration mit-
tels Superdex 200 Säule: Vitamin E eluiert in zwei Peaks (Fraktion 50–54
und 57–61). Letzterer koeluiert mit der Hauptmenge an Afamin.

Abbildung 4: Korrelation zwischen Afamin im Serum und in der Follikel-
flüssigkeit von 78 Patientinnen: Eine positive Korrelation zwischen den
Konzentrationen von Afamin im Serum und in den Follikelflüssigkeiten
konnte gezeigt werden.

AFAMIN UND
VITAMIN E IN

DER FOLLIKEL-
FLÜSSIGKEIT

VON IVF- UND
ICSI-PATIEN-

TINNEN



19J. FERTIL. REPROD. 4/1998

5. Illmensee K, Spitzer D, Murach KF,
Staudach A. Proteine der humanen
Follikelflüssigkeit von Patientinnen bei
in-vitro-Fertilisierung. J Fertil Reprod
1997; 1: 13–20.

6. Giudice LC, Chandrasekher YA,
Cataldo NA. The potential roles of
intraovarian peptides in normal and
abnormal mechanisms of reproductive
physiology. Curr Opin Obstet Gynecol
1993; 5: 350–9.

7. Palan PR, Cohen BL, Barad DH,
Romney SL. Effects of smoking on the
levels of antioxidant beta carotene, alpha
tocopherol and retinol in human ovarian
follicular fluid. Gynecol Obstet Invest
1995; 39: 43–6.

8. Riley JCM, Behrman HR. Oxygen
radicals and reactive oxygen species in
reproduction. PSEBM 1991; 198: 781–91.

9. lwasaki A, Gagnon C. Formation of
reactive oxygen species in spermatozoa

of infertile patients. Fertil Steril 1991; 57:
409–16.

10. Aitken RJ, Irvine DS, Wu FC.
Prospective analysis of spermoocyte
fusion and reactive oxygen species
generation as criteria for the diagnosis of
infertility. Am J Obstet Gynecol 1991;
164: 542–51.

11. de Lamirande E, Gagnon C. Reactive
oxygen species and human spermato-
zoa. Effects on the motility of intact
spermatozoa and on sperm axonemes. J
Androl 1992; 13: 368–78.

12. Kessopoulou E, Powers HJ, Sharma
KK et al. A double-blind randomized
placebo cross-over controlled trial using
the antioxidant vitamin E to treat reactive
oxygen species associated male infer-
tility. Fertil Steril 1995; 64: 825–31.

13. Bjomeboe A, Bjomeboe G, Drevon
C. Absorption, transport and distribution
of vitamin E. J Nutr 1990; 120: 233–42.

14. Schweigert FJ, Zucker H. Concentra-
tions of vitamin A, beta-carotene and
vitamin E in individual bovine follicles of
different quality. J Reprod Fertil 1988; 82:
575–9.

15. Lichenstein HS, Lyons DE, Wurfel
MM et al. Afamin is a new member of the
albumin, �-fetoprotein, and vitamin
D-binding protein gene family. J Biol
Chem 1994; 269: 18149–54.

16. Arnaud J, Fortis I, Blachier S, Kia D,
Favier A. Simultaneous determination of
retinol, alpha-tocopherol and beta-caro-
tene in serum by isocratic high-perfor-
mance liquid chromatography. J.
Chromatogr. 1991; 572: 103–16.

17. Sattler W, Levak-Frank S, Radner H,
Kostner GM, Zechner R. Muscle-specific
overexpression of lipoprotein lipase in
transgenic mice results in increased
alpha-tocopherol levels in skeletal
muscle. Biochem J 1996; 318: 15–19.

18. Edwards RG, Brady SA. Principles
and practice of assisted human repro-
duction. Philadelphia, USA: W.B.
Saunders Company, 1995

19. Spitzer D, Murach KF, Lottspeich F,
Staudach A, Illmensee K. Different
protein patterns derived from follicular
fluid of mature and immature human
follicles. Hum Reprod 1996; 11: 798–807.

20. Harper ME, Dugaiczyk A. Linkage of
the evolutionarily-related serum albumin
and alpha-fetoprotein genes within
q11-22 of human chromosome 4. Am J
Hum Genet 1983; 565–72.

21. Peters TJ. Serum albumin. Adv
Protein Chem 1985; 161–245.

22. Holt ME, Ryall ME, Campbell AK.
Albumin inhibits human polymorpho-
nuclear leucocyte luminol-dependent
chemiluminiscence: evidence for oxygen
radical scavenging. Br J Exp Pathol 1984;
65(2): 231–41.

23. Nathan C, Xie Q, Halbwachs-Me-
carelli L, Jin WW. Albumin inhibits
neutrophil spreading and hydrogen
peroxide release by blocking the
shedding of CD43 (sialophorin, leuko-
sialin). J Cell Biol 1993; 122(1): 243–56.

24. Brodersen R, Andersen S, Vorum H,
Nielsen SU, Pedersen AO. Multiple fatty
acid binding to albumin in human blood
plasma. Eur J Biochem 1990; 189: 343–
49.

Afamin-Konzentration Vitamin E-Konzentration
�g/ml �g/ml

Pat. Behandlung Serum FF Serum FF

  1 IVF 59,0 38,9 (a) 13,9 3,7 (a)
39,7 (b) 3,1 (b)

  2 IVF 56,9 49,1 (a) 11,1 1,6 (a)
40,6 (b) 2,5 (b)

  3 ICSI 40,3 20,1 (a) 7,3 3,3 (a)
30,0 (b) 2,3 (b)

  4 IVF 47,1 31,8 (a) 12,2 3,0 (a)
30,7 (b) 2,4 (b)

  5 ICSI 61,3 40,3 (a) 15,6 3,1 (a)
  6 ICSI 46,7 24,8 (a) 11,9 2,1 (a)

14,8 (b) 2,4 (b)
21,4 (c) 2,1 (c)
21,0 (d) 2,3 (d)

  7 IVF 38,9 16,8 (a) 13,8 3,1 (a)
20,6 (b) 2,9 (b)
15,5 (c) 2,9 (c)
17,4 (d) 3,4 (d)
18,9 (e) 4,1 (e)

  8 ICSI 66,3 60,8 (a) 15,5 3,9 (a)
51,9 (b) 2,9 (b)
46,9 (c) 2,2 (c)

  9 IVF 41,4 11,9 (a) 15,5 1,5 (a)
10 IVF 58,8 27,9 (a) 17,2 1,5 (a)

26,5 (b) 1,4 (b)

Tabelle 1: Afamin und Vitamin E in Follikelflüssigkeit (FF) und Serum von
zehn IVF- und ICSI-Patientinnen. Die bei FF gelisteten, in Klammer ange-
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