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DIE BEDEUTUNG DES VASCULAR ENDO-
THELIAL GROWTH FACTOR (VEGF)
FUR DIE ENTSTEHUNG DES OVARIELLEN
UBERSTIMULATIONSSYNDROMS

Summary

In the present study, we found signi-
ficantly elevated serum concen-
trations of Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) in patients
with a severe ovarian hyperstimul-
ation syndrome (OHSS) after
in-vitro fertilization and embryo
transfer when compared to patients
in whom the same reproductive
techniques were applied but did not
develope this syndrome. Furthermo-

re, we could demonstrate a correla-
tion between serum levels of VEGF
and estradiol as well as between
VEGF and parameters of increased
vascular permeability and haemo-
concentration such as haematocrit
values and leucocyte concentrati-
ons. Hence, we conclude that VEGF
may play an important role in the
etiology and development of OHSS
symptoms.

ZUSAMMENFASSUNG

EINLEITUNG

Die durchgefiihrten Untersuchungen
konnten signifikant erhohte VEGF-
Serumspiegel bei Patientinnen in der
akuten Phase eines ovariellen Uber-
stimulationssyndroms im Vergleich
zu Patientinnen ohne OHSS nach
derselben Vorbehandlung nachweisen.
Es konnte zudem eine signifikante
Korrelation zwischen der VEGF-
Serumkonzentration und indirekten
Parametern der gesteigerten Gefaf-
permeabilitat und Hamokonzentration
wie Hamatokritwert und Leukozyten-
bzw. Thrombozytenkonzentration
beim manifesten OHSS dargestellt
werden. Ebenso konnte ein Zusam-
menhang zwischen der Ostradiol-
Serumkonzentration und der VEGF-
Konzentration bei den Patientinnen
mit einem OHSS zu beoachtet wer-
den. Somit ergibt sich als Schluffol-
gerung, dal VEGF offensichtlich eine
bedeutende Rolle in der Entstehung
und im Verlauf eines ovariellen
Hyperstimulationssyndroms nach
Gonadotropin-Stimulation des Ovars
mit nachfolgender Ovulationsinduk-
tion mittels HCG spielt.

Das ovarielle Uberstimulationssyndrom
(OHSS) ist die haufigste und gefahr-
lichste Komplikation der assistierten
Reproduktion. Seit Schenker und
Weinstein (1978) den Begriff defi-
nierten und eine Einteilung in drei
Schweregrade vorschlugen, hat das
Problem infolge einer Intensivierung
der ovariellen Stimulationsbehand-
lungen durch den Einsatz von GnRH-
Analoga und einer weltweiten
Zunahme der Therapiezyklen an
klinischer Bedeutung gewonnen [1-4].
Wihrend das klinische Bild des OHSS
eindeutig ist, ist die Diskussion tiber
seine Pathogenese noch nicht abge-
schlossen. Pleuraergtisse und Aszites
entstehen vermutlich sowohl durch
Neoangiogenese als auch durch eine
erhohte Gefdllpermeabilitat. Dabei
kommt sowohl der Follikel-, als auch
der Peritonealflussigkeit eine wichtige
Rolle zu. Ergebnisse kirzlich publi-
zierter Studien lassen eine Rolle des
Vascular Endothelial Growth Factors
in der Pathophysiologie des ovariel-
len Uberstimulationssyndroms ver-
muten. Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) ist ein Heparin-binden-
des Glykoprotein von 40-45 kDa
mit potenten angiogenetischen, mito-
genen und die Gefalpermeabilitat
erhohenden Eigenschaften, speziell

in bezug auf Endothelzellen [5, 6].
Eine Expression von VEGF konnte u. a.
in aktivierten Makrophagen, Endothel-
zellen, glatter Muskulatur und
embryonalen Fibroblasten nachge-
wiesen werden. Der Nachweis von
VEGF in der Aszitesflussigkeit von
Patientinnen mit einem OHSS ergaben
erste Hinweise flr eine Beteiligung
dieses Wachstumsfaktors in der
Entstehung dieses Krankheitsbildes
[7]. Nur einige Arbeitsgrupppen
beschéftigten sich bisher mit dem
Verlauf der VEGF-Konzentrationen
im Serum von an OHSS erkrankten
Patientinnen [8-12]. In einigen Studien
wurde jedoch auf Untersuchungen
von Kontrollkollektiven verzichtet
[9-12] oder die Untersuchungen auf
sehr kleine Kollektive von zehn oder
weniger Patientinnen beschrankt
(Abramov et al., 1997 [8]: n = 7; Lee
etal., 1997 [9]: n = 1; Ludwig et al.,
1998 [10]: n = 10).

Ziel dieser Studie war es, die bereits
vorliegenden Erkenntnisse durch
weitere Untersuchungen zu erganzen,
indem die VEGF-Serumkonzentra-
tionen von Patientinnen mit einer
ovariellen Uberstimulation mit den
Werten einer sorgféltig ausgewahlten
Kontrollgruppe verglichen und der
Zusammenhang mit bekannten
Risikofaktoren fiir die Entwicklung
eines ovariellen Hyperstimulations-
syndroms untersucht wurden.

PATIENTINNEN UND METHODEN

Studienpatientinnen

Zwischen 1.1.1996 und 1.11.1998
wurden insgesamt 30 Patientinnen
zwischen 24 und 38 Jahren (Mittel-
wert = Standardabweichung: 28,1

+ 3,2 Jahre) zur Behandlung eines
mittelschweren bis schweren OHSS
in der Universitats-Frauenklinik auf-
genommen. Die Einteilung in die
unterschiedlichen Schweregrade des
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OHSS erfolgte entsprechend der von
Navot et al. (1992) [13] definierten
Einteilung. Bei 18 Patientinnen wurde
ein OHSS 1. Grades, bei den tbrigen
12 ein OHSS lll. Grades diagnosti-
ziert. Das Zeitintervall zwischen
Eizellentnahme und Manifestation
des OHSS betrug zwischen 6 und 13
Tagen (Mittelwert + Standardabwei-
chung: 10,1 £ 3,4 d). Die Blutent-
nahme erfolgte am Tag der stationa-
ren Aufnahme. Es wurde ein kleines
Blutbild angefertigt und die Ostradiol-
konzentration im Serum mit Hilfe
eines kommerziell erhdltlichen Radio-
immunoassays nach den Anweisungen
des Herstellers (Fa. Biermann, Bad
Nauheim) gemessen.

Alle Patientinnen der Studiengrupppe
befanden sich zur Behandlung einer
andrologischen (n = 11), tubaren (n = 2)
oder idiopathischen Sterilitat (n = 7)
in dem IVF-Programm der hiesigen
Abteilung furr Assistierte Reproduktion
und Gynakologische Endokrinologie.
Nach hypophysérer Suppression mit
einem GnRH-Analogon (Decapeptyl
Depot®, Fa. Ferring, Kiel) wurde bei
den Patientinnen im Sinne eines
»long protocols” eine routineméaRige
Ovarstimulation mit FSH (Fertinorm®,
Fa. Ferring, Gonal F®, Fa. Serono,
Puregon®, Fa. Organon, Oberschleil3-
heim) durchgefiihrt. Bei vaginal-
sonographischem Nachweis eines
addquaten Follikelwachstums und
einem mittleren Durchmesser des
Leitfollikels von 16 bis 18 mm sowie
einer Ostradiol-Serumkonzentration
> 1500 pg/ml erfolgte die Ovulations-
induktion mit 10.000 IE HCG i.m.
(Choragon 50009, Fa. Ferring). 30
bis 34 h spater wurde eine ultra-
schallkontrollierte, vaginale Follikel-
punktion durchgefiihrt. Nach Durch-
fhrung einer konventionellen in
vitro-Fertilisation [14] oder Anwen-
dung der intrazytoplasmatischen
Spermieninjektion [15] erfolgte 44
bis 46 Stunden nach der Eizellent-
nahme der Embryotransfer im 2- bis
8-Zell-Stadium. Die Lutealphase
wurde mit Progesteron Vaginaltablet-
ten (Utrogestan®, Besins, Frankreich)
400-600 mg/d) Uber 14 Tage sowie

zumindest einer intramuskuldren
Injektion von weiteren 5.000 IE HCG
am Tag des Embryotransfers bzw. 7
Tage spater unterstiitzt.

Kontrollpatientinnen

Als Kontrollkollektiv dienten 30 Pati-
entinnen vergleichbaren Alters (Mit-
telwert + Standardabweichung: 30,4
+ 4,1 Jahre; Streubreite: 23 + 39
Jahre), die sich in demselben Zeit-
raum aus denselben Indikationen
ebenfalls in unserem IVF-Behand-
lungsprogramm befanden. Sie unter-
schieden sich weder in der Art der
Stimulationsbehandlung, Ovulations-
induktion, Durchfiihrung der Eizell-
entnahme, in-vitro-Fertilisation, noch
der Lutealphasenunterstiitzung von
den Studienpatientinnen. Bei einer
routinemaRigen Kontrolluntersuchung
zur Festlegung der optimalen Luteal-
phasenunterstiitzung wurden sie
sorgféltig auf mogliche Symptome
eines Uberstimulationssyndrom
befragt. Zusatzlich wurde zum
Ausschlul® eines OHSS ein Vaginal-
sonogramm zum Ausschluf freier
intraabdomineller Flissigkeit und zur
Bestimmung der Grofe der Ovarien
durchgefiihrt, sowie ein Blutbild
angefertigt und die Serum-Ostradiol-
konzentration bestimmt.

Weder die Studien- noch die Kon-
trollpatientinnen erhielten eine
prophylaktische Behandlung mit
Humanalbumin- oder Hydroxyéthyl-
starke-Infusionen.

Die Entnahme von 10 ml ventsem
Blut erfolgte bei allen Studien- und
Kontrollpatientinnen zwischen 8.00
und 10.00 Uhr im Liegen. Die Blut-
proben wurden bei 1000 x g 10 Mi-
nuten zentrifugiert und das Serum
bei —70° C bis zur Durchfiihrung der
Messungen gelagert. Die Bestimmung
der VEGF-Serumkonzentrationen
erfolgte mit Hilfe eines kommerziell
erhéltlichen quantitativen Sandwich-
Enzymimmunoassays (Quantikine®,
R&D Systems GmbH, Wiesbaden).
Der verwendete monoklonale Anti-
korper richtet sich gegen rekombinant

hergestelltes VEGF;¢5. Der Test wurde
entsprechend den Anweisungen des
Herstellers durchgefiihrt. Die untere
Nachweisgrenze des verwendeten
Nachweisverfahrens im Serum liegt
bei 0,5 pg/ml. Der Intra-Assay-
Variationskoeffizient wird mit 4,5 %,
der Inter-Assay-Variationskoeffizient
wird mit 7,0 % angegeben.

Statistische Auswertung

Fir alle VEGF-Konzentrationsbestim-
mungen wurden Doppelmessungen
durchgefiihrt und der jeweilige Mit-
telwert errechnet. Die so ermittelten
Daten wurden als Mittelwert + Stan-
dardabweichung angegeben. Bei den
statistischen Signifikanzanalysen
fanden der U-Test nach Mann-Whit-
ney sowie der Fisher’s Test Anwen-
dung. Die Bestimmung von Korrelati-
onskoeffizienten erfolgte unter
Verwendung der Spearman’schen
Rangkorrelation. P-Werte < 0,05
wurden als signifikant gewertet. Zur
Auswertung wurde das Statistik-
programm SPSS/PC-Package, Version
for Windows 95, benutzt.

ERGEBNISSE

Die Patientinnen mit einem OHSS
wiesen signifikant hohere VEGF-
Serumspiegel auf als die Patientinnen
der Kontrollgruppe (Mittelwert +
Standardabweichung: Studiengruppe:
404 £ 319 pg/ml; Kontrollgruppe:
174 £ 101 pg/ml; U-Test: p < 0,001).
Die VEGF-Konzentrationen im Se-
rum zeigten im Studienkollektiv Wer-
te zwischen 102 und 954 pg/ml, im
Kontrollkollektiv betrug die Streubreite
11 bis 323 pg/ml.Die Ostradiol-
Serumkonzentration der Patientinnen
mit einem OHSS lag signifikant ho-
her als die der Kontrollpatientinnen
(Mittelwert + Standardabweichung:
Studiengruppe: 3788 + 517 pg/ml;
Kontrollgruppe: 1548 + 491 pg/ml;
U-Test: p < 0,05). Zudem liel$ sich
bei den Patientinnen des Studien-
kollektivs, nicht jedoch bei denen
des Kontrollkollektivs, ein signifikan-



ter Zusammenhang zwischen der
Ostradiol-Serumkonzentration und
der VEGF-Konzentration darstellen
(Abb. 1).

Die Tabelle 1 zeigt die Leukozyten-
bzw. Thrombozytenkonzentrationen
sowie die Hamatokritwerte bei den
Patientinnen mit einem OHSS bzw.
den Kontrollpatientinnen. Es liefen
sich zwischen den beiden Kollektiven
signifikante Unterschiede beobachten.
In der Studiengruppe, nicht jedoch
in der Kontrollgruppe, konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen
den VEGF-Serumspiegeln und der
Leukozytenkonzentration (r = 0,959,
p < 0,05) bzw. den Hamatokritwer-
ten (r = 0,839, p < 0,01) nachgewie-
sen werden (Abb. 2 und 3).

In der Studiengruppe wurden zwi-
schen 6 und 22 Oozyten aspiriert
(Mittelwert + Standardabweichung:
12,7 £ 4,6 Oozyten), bei den Kon-
trollpatientinnen zwischen 4 und 14
Eizellen (Mittelwert + Standardab-
weichung: 8,4 + 3,1 Oozyten).Diese
Differenz war statistisch signifikant
(U-Test: p < 0,05). Bei den Patientin-
nen beider Kollektive konnte ein
Zusammenhang zwischen der An-
zahl der entnommenen Eizellen und

Tabelle 1: Mittlere Leukozyten- bzw. Thrombozytenkonzentrationen sowie die Hamatokrit-
Werte bei Patientinnen mit einem ovariellen Hyperstimulationssyndrom (n = 30)
und Kontrollpatientinnen (n = 30) (Mittelwert = Standardabweichung; Streubreite)

Studien-Patientinnen Kontroll-Patientinnen

Leukozyten 9117 + 4064
(pl/-1) 4200 — 18000
Thrombozyten 279653 = 75970
(ul/-1) 147000 — 501000
Hamatokrit 45,8 £ 15,6
(%) 38,5 —54,2

der VEGF-Serumkonzentration dar-
gestellt werden (Abb. 4 und 5).

Das Zeitintervall zwischen Eizellent-
nahme und Manifestation des OHSS
rangierte zwischen 6 und 13 Tagen
(Mittelwert + Standardabweichung:
10,3 = 3,4 Tage). Es liel sich keine
Korrelation zwischen early- und late-
onset OHSS (Krankheitsbeginn < bzw.
> 7 Tage nach Embryotransfer) und
der VEGF-Serumkonzentration beob-
achten (early-onset OHSS: n = 5,
389 + 322 pg/ml, late-onset OHSS
n=25; 423 = 302 pg/ml; U-Test:

p > 0,05).

Die durchschnittliche Fertilisierungs-
rate der entnommenen Eizellen von

U-Test (p-Wert)

5438 + 1748 p < 0,05
3400 — 8600
236859 + 63960 p>0,05
152000 — 416000
37,1+ 12,5 p> 0,05
35,8 — 45,1

74,8 + 18,9 % in der Studiengruppe
unterschied sich nicht von der in der
Kontrollgruppe mit 69,6 + 23,5 %
(U-Test: p > 0,05).

Die Streubreite der transferierten
Embryonen lag bei Studien- und
Kontrollpatientinnen zwischen ei-
nem und drei Embryonen. Die Mit-
telwerte beider Kollektive waren
nahezu identisch (Studiengruppe:
2,8 = 0,9 Embryonen; Kontrollgruppe:
2,4 £ 1,2 Embryonen; U-Test > 0,05).
Die VEGF-Serumspiegel waren in
beiden Kollektiven unabhangig von
der Befruchtungsquote (Studienkol-
lektiv: r = 0,264, p > 0,05; Kontroll-
kollektiv: r = 0,382, p > 0,05).

Abbildung 1: Zusammenhang zwischen der VEGF-Serum-
konzentration in pg/ml und der Serum-Ostradiolkonzentration
in pg/ml bei Patientinnen mit einem ovariellen Hyper-
stimulationssyndrom (n = 30) (Rangkorrelationskoeffizient
nach Spearman r = 0,897, p < 0,01)
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Abbildung 2: Zusammenhang zwischen der VEGF-Serum-
konzentration in pg/ml und der Leukozytenkonzentration (nl/
-1) bei Patientinnen mit einem ovariellen Hyperstimulations-
syndrom (n = 30) (Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearmanrt = 0,959, p < 0,05)
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DISKUSSION

In der Pathogenese des ovariellen
Uberstimulationssyndroms spielt die
Neoangiogenese eine zentrale Rolle.
Daher wird der tiberschiellenden
Produktion des Endothel-spezifischen
Wachstumsfaktors VEGF nach Gona-
dotropin-induzierter Follikelreifung
eine pathogenetische Bedeutung
beim ovariellen Uberstimulations-
syndrom beigemessen. Die durch-
gefiihrten Untersuchungen konnten
signifikant erhohte VEGF-Serum-
spiegel bei Patientinnen in der akuten
Phase eines ovariellen Uberstimula-
tionssyndroms nachweisen. Damit
lassen sich die Beoachtungen von
Agrawal et al. (1998) [11] bestatigen,
die bei 20 Patientinnen mit einem
OHSS nach einer IVF-Behandlung im
Vergleich zu 87 Patientinnen ohne
OHSS nach derselben Vorbehand-
lung signifikant hohere VEGF-Serum-
spiegel demonstrieren konnten. Zu-
satzlich kénnen mit den vorgestellten
Resultaten die vorlaufigen Ergebnisse
von Abramov et al. (1997) [8] und
Lee et al. (1997) [9] untermauert
werden, die nach Untersuchungen
sehr kleiner Studienkollektive publi-

ziert wurden. Der in der vorgestellten
Untersuchung nachweisbare Zusam-
menhang zwischen der Ostradiol-
Serumkonzentration und der VEGF-
Konzentration bei den Patientinnen
mit einem OHSS, unterstitzt die
bereits veroffentlichten Resultate von
Ludwig et al. (1998) [10] und Agrawal
et al. (1999) [16]. Damit konnten
verschiedene in vitro-Untersuchungen

in vivo bestdtigt werden. Die Arbeits-
gruppen Hyder et al. [17] und Karas
et al. [18] wiesen bereits 1996 eine
vermehrte Expression von VEGF-
mRNA in Myometrium-Zellkulturen
unter dem EinfluR von 17-B-Ostradiol
nach. MclLaren et al. (1996) [19]
konnten in vitro zeigen, dafs 17-p-
Ostradiol die VEGF-Produktion von
Makrophagen in Peritonealfltssigkeit

Abbildung 3: Zusammenhang zwischen der VEGF-Serum-
konzentration in pg/ml und den Hamatokrit-Werten (%) bei
Patientinnen mit einem ovariellen Hyperstimulationssyndrom
(n = 30) (Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman r =
0,839, p < 0,01)
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Abbildung 4: Zusammenhang zwischen der VEGF-Serum-
konzentration in pg/ml und der Anzahl aspirierter Qozyten
bei Patientinnen mit einem ovariellen Hyperstimulations-
syndrom (n = 30) (Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
r= 0,866, p < 0,01)
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Abbildung 5: Zusammenhang zwischen der VEGF-Serum-
konzentration in pg/ml und der Anzahl aspirierter Oozyten
bei Kontrollpatientinnen (n = 30) (Rangkorrelationskoeffizient
nach Spearmanr = 0,861, p < 0,01)
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stimulieren kann. Im Gegensatz dazu
fanden Pellicer et al. (1999) [20]
einen reziproken Zusammenhang
zwischen VEGF- und Ostradiol-Se-
rumkonzentrationen bei Patientinnen
mit polycystischen Ovarien, bei
denen ein erhohtes Risiko fur die
Entwicklung eines OHSS bestand.

In der vorgestellten Untersuchung
wurde eine signifikante Korrelation
zwischen der VEGF-Serumkonzen-
tration und indirekten Parametern
der gesteigerten Gefdllpermeabilitat
und Hamokonzentration wie Hama-
tokritwert und Leukozyten- bzw.
Thrombozytenkonzentration beim
manifesten OHSS nachgewiesen.
Dies entspricht den von Pellicer et
al. (1999) [20] publizierten Ergebnis-
sen bei Untersuchungen von Patien-
tinnen mit einem erhohten Risiko fuir
die Ausbildung eines OHSS. Ludwig
et al. (1998) [10] konnten bei Unter-
suchungen eines deutlich kleineren
Kollektivs von nur 10 Patientinnen
mit einem OHSS diesen Zusammen-
hang nicht nachvollziehen. Ergénzend
dazu beschrieben Chen et al. (1999)
[21] eine Beziehung zwischen
Hamatokrit bzw. Leukozytenzahl
und der VEGF-Konzentration in der
Peritonealflussigkeit von Patientin-
nen mit einem OHSS.

Mit den vorgestellten Untersuchungen
konnte eine Korrelation zwischen
der Anzahl der entnommenen Eizel-
len und der VEGF-Serumkonzentra-
tion nach Entwicklung des OHSS
dargelegt werden. Dies steht im Ein-
klang mit den Ergebnissen der von
Pellicer et al. (1999) [20] publizier-
ten Studie, in der ebenfalls ein Zu-
sammenhang zwischen Anzahl der
aspirierten Oozyten und der VEGF-
Serumkonzentration beschrieben
wurde. Inwieweit es sich jedoch um
einen kausalen Zusammenhang
handelt, ist nicht abschliefend zu
beurteilen.

Die prognostische Aussagekraft von
VEGF-Konzentrationen im Serum,
Follikel- oder Peritonealflissigkeit
beztiglich der Entwicklung oder des
Verlaufs eines OHSS kann aufgrund

der zu diesem Thema bislang publi-
zierten Studien noch nicht bewertet
werden. Pellicer et al. (1999) [20]
ordneten der VEGF-Konzentration in
der Follikelflussigkeit zum Zeitpunkt
der Eizellentnahme die grolite Vor-
hersagekraft bezlglich der Entwick-
lung eines OHSS zu und wiesen eine
Korrelation zwischen VEGF-Plasma-
konzentrationen und klinischer Sym-
ptomatik nach, die jedoch von den
Arbeitsgruppen Ludwig et al. (1998)
[10] und Geva et al. (1999) [12]
nicht nachvollzogen werden konnte.
Agrawal et al. (1999) [16] kamen
aufgrund ihrer Untersuchungen zu
der SchluBfolgerung, daB8 durch den
Anstieg der VEGF-Serumkonzentra-
tion zwischen HCG-Gabe und Eizell-
entnahme 40 % aller OHSS-Fille
vorhergesagt werden konnten. Chen
et al. (1999) [21] fanden eine Korre-
lation zwischen der VEGF-Konzen-
tration in Aszitesfltssigkeit und dem
klinischen Verlauf des OHSS.

Neben der Neoangiogenese spielt
die Veranderung der Gefallpermeabi-
litdt eine weitere bedeutsame Rolle
in der Pathogenese des ovariellen
Uberstimulationssyndroms. Golds-
man et al. (1995) [22] konnten in
vivo bei bovinen Endothelzellen aus
der Aorta nach Inkubation mit Folli-
kel- oder Peritonealflissigkeit von
Patientinnen mit einem OHSS eine
Zunahme der Gefdlpermeabilitdt
nachweisen. Diese Beobachtung 146t
vermuten, da die fiir den weiteren
Verlauf des OHSS verantwortlichen
Faktoren im Ovar gebildet werden.
McClure et al. (1994) [7] gelang der
tierexperimentelle Nachweis, daf®
VEGF entscheidend fiir diese Zunah-
me der Kapillarpermeabilitat im Rah-
men eines OHSS verantwortlich ist.

Prophylaktische Behandlung von
Patientinnen mit einem hohen Risiko
fur die Entwicklung eines OHSS mit
Humanalbumin oder Hydroxyathyl-
starkelosungen werden noch kontro-
vers diskutiert und haben bislang
keine klinische Verbreitung gefunden
[23-26]. Eine kiirzlich von Doldi et
al. (1999) [27] publizierte Studie, in
der nachgewiesen werden konnte,

dall Humanalbumin in der Lage ist,
in Granulosazellkulturen die Expres-
sion von VEGF-mRNA zu stimulie-
ren, bestitigte Zweifel am Nutzen
dieser Behandlungskonzepte.
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