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1. Einleitung
1.1 Kinderwunschbehandlung bei unerfulltem Kinderwunsch

Ein unerflllter Kinderwunsch, auch Sterilitdt genannt, liegt laut
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) vor, wenn Uber
einen Zeitraum von einem Jahr bei regelmaligem ungeschutztem
Geschlechtsverkehr keine Schwangerschaft eintritt (Zegers-Hochschild et al.
2017). Da bis zu diesem Zeitpunkt 85 % aller Paare einen Empfangnisversuch
erfolgreich abgeschlossen haben, ist bei erfolglosen Paaren eine klinische
Untersuchung indiziert (Committee 2000). Die Ursachen fur den unerfullten
Kinderwunsch eines Paares sind vielfaltig (Smith et al. 2003). Sie liegen zu 40 %
beim mannlichen Partner, 40 % bei der weiblichen Partnerin und zu 20 % bei
beiden Partnern (Eunpu 1995). In einer zuvor publizierten Studie war die
haufigste Ursache der weiblichen Unfruchtbarkeit anatomisch bedingt: 27,4 %
der Frauen wiesen eine Storung der Eileiterfunktion auf. Bei 20 % der Frauen
waren Menstruationsstérungen die Ursache. In 24,5 % der Falle konnte keine
Ursache gefunden werden (Zoe 2009). Weiter kann die Fertilitat einer Frau durch
gynakologische Vorerkrankungen wie der Endometriose oder dem
Polyzystischen Ovarialsyndrom (PCOS) vermindert sein (Xu et al. 2006;
Marquard et al. 2011). Der psychische Zustand der Frau kann laut Cousineau &
Domar (2007) ebenso Einfluss auf ihre Fertilitit haben. Aufgrund der
verschiedenen moglichen Ursachen ist das diagnostische Spektrum sehr breit
(Smith et al. 2003). Im Rahmen der Kinderwunschbehandlung gibt es
verschiedene Therapieansatze, welche als Ziel das Herbeifuhren einer
Schwangerschaft mithilfe medizinischer MalBnahmen haben (Farquhar &
Marjoribanks 2018). Diese richten sich stets nach der Sterilitatsursache.
Anatomische Sterilitatsursachen der Frau konnen beispielsweise mittels
chirurgischen Eingriffen behandelt werden (Pandian et al. 2008). Es gibt jedoch
auch Sterilitatsursachen, die sich nicht durch Medikamente oder operative
Eingriffe beheben lassen (Strowitzki 2000). Die kunstliche Befruchtung oder
assistierte Reproduktion (assisted reproductive techniques, ART) ist eine
Methode, die verschiedene in-vitro-Verfahren einschliet, bei denen die
Befruchtung (Fertilisation) der Eizelle mit einem Spermium auferhalb des
Eileiters (Tube) erfolgt (Herrler & Beier 1998). Abhangig von den
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Samenparametern des mannlichen Partners kann eine in-vitro-Fertilisation (IVF)
oder zusatzlich eine intrazytoplasmatische Spermieninjektion (intracytoplasmatic
sperm injection, ICSI) erforderlich sein (Herrler & Beier 1998). Der Ablauf der
Kinderwunschbehandlung im Rahmen einer ART wird in sechs Schritte eingeteilt.
Der erste Schritt ist eine kontrollierte Stimulation des Eierstocks (Ovar). Zur
Kontrolle der endogenen Gonadotropinfreisetzung und um einen vorzeitigen
Eisprung (Ovulation) wahrend der kontrollierten ovariellen Stimulation (controlled
ovarial stimaulation, COS) zu verhindern, werden Gonadotropin Releasing
Hormon (GnRH) -Rezeptoren an der Hypophyse downreguliert
(Agonistenprotokoll) oder blockiert (Antagonistenprotokoll) (Depalo et al. 2012;
Die ESHRE Leitliniengruppe zur ovariellen Stimulation 2020). Daraufhin erhalten
die Patientinnen Follikel-stimulierendes Hormon (FSH) subkutan zur
supraphysiologischen Stimulation mit dem Ziel mehrere ovarielle Follikel zu
rekrutieren und im Wachstum zu stimulieren (Smacklon & Fauser 2000). Bei
ausreichendem Wachstum unter hormoneller und sonographischer Kontrolle wird
im zweiten Schritt die Ovulation ausgeldst (Castillo et al. 2014). Dazu werden
sogenannte LH-Analoga wie hCG (Agonisten- und Antagonistenprotokoll) oder
GnRH-Agonisten (Antagonistenprotokoll) appliziert. Die Induktion der Ovulation
erfolgt entweder durch die Gabe von hCG als LH-Aquivalent oder durch die Gabe
von GnRH-Agonisten, die zur endogenen LH-Ausschuttung fuhrt. (Gonen et al.
1990). Die herangereiften Eizellen (Oozyten) werden im dritten Schritt
transvaginal und ultraschallgesteuert punktiert. Die enthommenen Eizellen
werden aufgearbeitet und kdnnen im nachsten Schritt in-vitro inseminiert werden
oder Uber eine Spermieninjektion befruchtet werden (Die ESHRE-Arbeitsgruppe
fur Ultraschall in der ART 2019). Die Beurteilung der Eizellentwicklung erfolgt in
der Praxis hauptsachlich durch eine mikroskopische Begutachtung der
Morphologie der Eizellen (Die ESHRE-Leitliniengruppe fur gute Praxis in IVF-
Laboren et al. 2016). Die Eizellreifung gibt hierbei die relative Anzahl korrekt
ausgereifter Eizellen in der Metaphase-Il (MIl) an und ist die Voraussetzung fur
eine erfolgreiche Spermienbefruchtung (Humeidan & Jank 2012). Eizellen,
welche das Vorkernstadium (Pronukleusstadium, PN-Stadium) erreichen,
dokumentieren eine erfolgreiche Fertilisation (Greuner & Montag 2014). Im
funften Schritt werden die aus befruchteten Eizellen entstandenen Embryonen
zwei bis funf Tage Kkultiviert. SchlieRlich erfolgt der Embryotransfer in die
Gebarmutter (Uterus) der Frau.
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Nach zwei Wochen kann bei eingetretener Schwangerschaft hCG im Serum

nachgewiesen werden (Schwangerschaftstest) (Rebar 2019).
1.2 Motivation der Arbeit

In Deutschland bleibt fast jedes zehnte Paar mit Kinderwunsch zwischen 25 und
45 Jahren kinderlos (Zimmermann & Biakowski 2020). Gleichzeitig ist die Zahl
an Kinderwunschbehandlungen bei unerfllltem Kinderwunsch seit Jahren
steigend (Deutsches IVF-Register 2021). Die Geburtenrate pro Embryotransfer
lag 2020 bei 23,3 %, somit kdnnen bis zu einer erfolgreichen Schwangerschaft
durchaus mehrere Behandlungszyklen noétig sein (Deutsches IVF-Register
2021). Dabei belasten Kinderwunschbehandlungen die Paare psychisch,
physisch und finanziell (HOlzle 1989). Seit dem Jahr 2004 werden
Kinderwunschbehandlungen nur noch teilweise und unter bestimmten
Bedingungen von der gesetzlichen Krankenkasse ubernommen. Ein IVF-Zyklus
kostet beispielsweise bis zu 4.000 Euro inklusive der bendtigten Medikamente
(Deutsches IVF-Register 2021). Die Ursachen fur einen unerfullten
Kinderwunsch sind vielfaltig (Smith et al. 2003). Dementsprechend ist bislang
nicht genau definiert, wie Erfolgsprognosen fur Frauen, die eine ART in Anspruch
nehmen, erstellt werden (Kissin et al. 2014). Dabei ist eine moglichst genaue
Prognose seit langem ein Ziel (van Loendersloot et al. 2014). Es existieren
Modelle, die den Erfolg einer ART-Behandlung vorhersagen sollen, jedoch sind
diese meist unzureichend optimiert und schatzen die Ergebnisse entweder zu
hoch oder zu niedrig ein (Templeton et al. 1996; Nelson & Lawlor 2011; te Velde
et al. 2014).

Zunehmend gibt es Hinweise, dass Stoffwechselerkrankungen eine mogliche
Ursache der weiblichen Sterilitat darstellen (Chieri et al. 1969; Iborra et al. 2005).
Diese resultiert aus Storungen von Stoffwechselsignalen und der Ausschuttung
proinflammatorischer Botenstoffe, welche die Eizellreifung beeinflussen konnen
(Castellano et al. 2009; Boots & Jungheim 2015). Zugleich ist eine
ordnungsgemale Eizellreifung mit einer hohen Eizellqualitdt und
Fertilisationsrate assoziiert und die Voraussetzung flir eine erfolgreiche
Schwangerschaft (Navot et al. 1991; Hourvitz et al. 2009; Fang et al. 2019). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde eine Studie konzipiert, um mogliche
Zusammenhange zwischen Stoffwechselerkrankungen, niedrigschwelligen (low-
grade) Inflammationen und der Eizellqualitat systematisch zu untersuchen.
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1.3 Anmerkung zur besseren Lesbarkeit

In der Medizin werden oftmals verschiedene Synonyme flr einen medizinischen
Begriff oder eine Erkrankung verwendet. In der unten aufgefuhrten Tabelle 1
werden Synonyme regelmanig verwendeter Begriffe dieser Arbeit aufgefuhrt. Zur
besseren Lesbarkeit werden in dieser Arbeit die Begriffe der linken Spalte

genutzt.

Tab. 1: Auflistung von Synonymen regelmaBig verwendeter Begriffe

Verwendeter Begriff Synonyme

Assistierte Reproduktive kinstliche Befruchtung, In-Vitro-

Technologien (ART) als spezifischer | Fertilisation

Begriff

Ovar Eierstock

Eizelle Oozyte

Eizellqualitat Eine hohe Eizellqualitat gilt in dieser
Arbeit als Uberbegriff fiir eine hohe
Eizellreifung und Fertilisationsrate

Fertilitat Fruchtbarkeit,
Fortpflanzungsfahigkeit, im Rahmen
der Arbeit wurde das Ausmal} der
weiblichen Fertilitat anhand der
Eizellqualitat bewertet

Kinderwunschbehandlung als Medizinische MaRnahmen zur

allgemeiner Begriff Herbeiflhrung einer Schwangerschaft
inklusive Hormonbehandlungen

metabolisch stoffwechselbedingt

Metabolische Dysbalancen Stoffwechselerkrankung,
metabolische Erkrankung

Unerfullter Kinderwunsch Sterilitat, Unfruchtbarkeit
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2. Zielsetzung

Die Grunde fur einen unerfullten Kinderwunsch sind vielfaltig (Smith et al. 2003).
Gleichzeitig ist die Zahl an Kinderwunschbehandlungen bei unerfulltem
Kinderwunsch seit Jahren steigend (Deutsches IVF-Register 2021). Zunehmend
gibt es Hinweise, dass metabolische Dysbalancen und damit assoziierte
inflammatorische Zustande eine mogliche Ursache der weiblichen Sterilitat
darstellen, jedoch ist die Studienlage unzureichend (Chieri et al. 1969; Iborra et
al. 2005; Castellano et al. 2009).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, den Zusammenhang zwischen
metabolischen Dysbalancen, systemischen Inflammationen und der Eizellqualitat
im ART-Setting systematisch zu untersuchen. Dabei lautet die Fragestellung,
inwiefern  metabolisch-inflammatorische = Marker und  Fetuin-B, als
Prognoseparameter flr eine erfolgreiche Kinderwunschbehandlung der Frau
verwendet werden konnen. Zudem erfolgt erstmals eine
Zusammenhangsbetrachtung der Inflammasom-Genexpression und der

Eizellreifung und Fetuin-B.

Zur Untersuchung moglicher Zusammenhange zwischen der Eizellqualitat und
einem metabolisch-inflammatorischen Profil wurden n = 56 Patientinnen im
Zeitraum von 01.07.2019 bis 01.04.2020 zur Untersuchung eingeschlossen. Die
Patientinnen kamen zur Kinderwunschbehandlung bei unerfilltem Kinderwunsch
in die Frauenklinik flr gynakologische Endokrinologie und Reproduktionsmedizin
des UKA. Das Alter der Patientinnen betrug im Mittel 33 Jahre (25 - 40 Jahre).
Von allen Frauen liegt eine schriftliche Einwilligung in die Studie vor. Der Aufbau

der Studie ist in Kapitel 4 dargestellt.

Das Studienziel ist systemische Parameter der behandelten Patientin zu
identifizieren, die im Zusammenhang mit der Eizellqualitat stehen und die
idealerweise vor der Kinderwunschbehandlung optimiert werden konnen, um
eine hdohere Schwangerschafts- und Geburtenrate zu erlangen. Die Hypothese
lautet, dass unter aktivierter pro-inflammatorischer Konstellation und
suboptimalem metabolischem Status die Qualitat der Eizellen sinkt.
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3. Kontext und Stand der Forschung

3.1 Der weibliche Zyklus

Der weibliche Zyklus oder Menstruationszyklus dauert durchschnittlich 25-35
Tage und findet bei Frauen im gebarfahigen Alter von circa zwolf bis 51 Jahren
statt (Fillenberg 2017). Der weibliche Zyklus ist komplex und abhangig von einer
gut koordinierten Zusammenarbeit von Hypothalamus, Hypophyse und den
Ovarien (Ferin et al. 1993). Er wird hormonell unter anderem durch das
Luteinisierende Hormon (LH) und das Follikel-stimulierende Hormon (FSH)
gesteuert. LH und FSH gehdren zu den sogenannten Gonadotropinen und
werden in der Hypophyse ausgeschuttet. Das Signal dafir kommt aus dem
Hypothalamus und hei3t Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH). Die GnRH
Sekretion erfolgt pulsatil, das heilt der zeitliche Abstand der GnRH-Sekretion
bestimmt, ob LH oder FSH sezerniert wird (Jarry & Hinney 1998). Die erste
Zyklushalfte wird Follikelphase genannt und beginnt mit dem ersten Tag der
Menstruationsblutung. Im Ovar kommt es durch das FSH zum Wachstum eines
dominanten Follikels, welcher eine Eizelle enthalt. Das Hormon Ostradiol fiihrt
zudem zum Aufbau der Gebarmutterschleimhaut (Endometrium). Die erste
Zyklushalfte kann in ihrer Lange zwischen 14 und 21 Tagen variieren (Fillenberg
2017). Die fruchtbare Phase umfasst sechs Tage, diese sind fiinf Tage vor und
am Tag der Ovulation. In dieser Phase besteht die hochste Wahrscheinlichkeit
der Empfangnis (Wilcox et al. 1995). Die zweite Zyklushalfte wird Lutealphase
genannt und beginnt mit der Ovulation, welche durch einen LH-Anstieg induziert
wird. Die Follikelwand rupturiert und die herangereifte Eizelle gelangt in den
Eileiter. Aus dem Follikel bildet sich der Gelbkdrper (Corpus luteum), welcher die
Hormone Progesteron und Ostradiol produziert (Cordes 2020). Das
Endometrium wird durch den Hormoneinfluss umgebaut und es werden ideale
Einnistungsbedingungen fur eine befruchtete Eizelle geschaffen. Progesteron
hilft dabei, eine mdgliche Schwangerschaft aufrecht zu erhalten. Wird die Eizelle
nicht befruchtet, bildet sich das Corpus luteum zuriick und das aufgebaute
Endometrium wird bei der nachsten Menstruation abgestolen. Die zweite
Zyklushalfte dauert 14 Tage (Fillenberg 2017; Cordes 2020). U.a. moduliert
ovarielles Ostradiol die Aktivitat der hypophyséren Gonadotropinausschiittung.
Es kann sowohl positive als auch negative Auswirkungen auf die GnRH Sekretion

im Hypothalamus haben (Wintermantel et al. 2006).
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Hohe Ostrogenkonzentrationen stimulieren die Gonadotropinsekretion, niedrige
Ostrogenkonzentrationen wiederum hemmen die Gonadotropinsekretion (Miller-
Esterl 2018).

3.2 Adipositas und Stoffwechselstorungen

Die steigende Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas ist ein weltweites
Gesundheitsproblem. 47 % der Frauen und 62 % der Manner in Deutschland
waren im Jahr 2017 von Ubergewicht, einschlieRlich Adipositas, betroffen
(Schienkiewitz et al. 2017). Ubergewicht beschreibt eine Vermehrung des
Korperfetts, die GUber das Normalmalf} hinausgeht, und wird ab einem Body-Mass-
Index (BMI) von 25 kg/m? diagnostiziert (Hauner et al. 2013). Der Begriff BMI
existiert seit 1951 und dient der Einschatzung des Korpergewichts (Brozek &
Keys). Adipositas bezeichnet ein starkes Ubergewicht (BMI > 30 kg/m?2) und wird
von der WHO als eigenstandige Krankheit eingestuft
(Weltgesundheitsorganisation 2000). Ubergewichtige Menschen haben ein
erhohtes Risiko fur metabolische Erkrankungen (Simon-Vermot & Keller 2000).
Grund daflur ist die Zunahme von viszeralem Fett. Viszerales Fettgewebe
befindet sich in der freien Bauchhohle und ist stoffwechselaktiv, indem es eine
Reihe an Botenstoffen, unter anderem Adipokine und Zytokine, sezerniert
(Nishimura et al. 2009). Es ist bekannt, dass einige dieser Zytokine die
Insulinwirkung reduzieren und somit zur Entwicklung einer Insulinresistenz
beitragen kénnen (Li et al. 2015). Auch wenn Ubergewicht mit metabolischen
Dysbalancen assoziiert wird, bleibt ein bestimmter Anteil der Ubergewichtigen
Menschen metabolisch gesund. In einer vorherigen Studie wiesen 30 % der

Adiposen keine metabolischen Erkrankungen auf (Wildman et al. 2008).

Unter dem Begriff metabolische Dysbalancen werden Stoffwechselerkrankungen
wie Glukose- oder Fettstoffwechselstérungen zusammengefasst. Diese
resultieren in der Regel aus Ubererndhrung oder genetischer Pradisposition
(Rich 1990; Leong & Wilding 1999).

Die Insulinresistenz bezeichnet eine verminderte Wirkung von Insulin auf den
Stoffwechsel (Mlller et al. 2007). Sie wird diagnostiziert, wenn eine bestimmte
Menge an endogenem oder exogenem Insulin nicht zu einem Anstieg der
Glukoseaufnahme fuhrt (Lebovitz 2001). Zur Diagnostik einer Insulinresistenz

gibt es verschiedene Methoden:
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Die quantitative Bestimmung von humanem Insulin im Serum erfolgt Uber Radio-
Immunoassays (Quabbe 1969). Die Glukoseaufnahme kann Uber sogenannte
patch-clamp Verfahren gemessen werden (Matsuda & DeFronzo 1999).
Desweiteren kann die Wahrscheinlichkeit fur eine Insulinresistenz Uber die
Berechnung des Homeostasis Model Assessment (HOMA)-Index bestimmt

werden (Antuna-Puente et al. 2011).

Ursachen fiir eine Insulinresistenz konnen Ubergewicht, genetische
Pradisposition oder Stress sein (Muller et al. 2007). Die Insulinresistenz ist Teil
des metabolischen Syndroms. Das metabolische Syndrom ist eine haufige
Stoffwechselstérung und besteht aus verschiedenen Symptomen wie der
Glukoseintoleranz, Insulinresistenz, Adipositas, Dyslipidamie und Bluthochdruck
(Eckel et al. 2005). Die Dyslipidamie ist durch eine erhéhte Konzentration an LDL-
Cholesterinen und Triglyzeriden gekennzeichnet, welche zu einem erhdhten
kardiovaskularen Risiko bei Betroffenen fuhrt (Rost 1992; Parhofer & Wu 2019).
Das metabolische Syndrom st primar durch das Zusammenwirken
verschiedener Gene determiniert, wird aber signifikant durch exogene sekundare

Faktoren wie korperlicher Aktivitat und Ernahrung beeinflusst (Joost et al. 2000).

Kompensatorisch kommt es bei einer Insulinresistenz zum Anstieg der
Insulinkonzentration im Blut (Hyperinsulinamie) (Erdmann et al. 2008). Mit der
Zeit kann die Bauchspeicheldrise (Pankreas) die Insulinresistenz nicht
kompensieren und es entsteht eine relative Pankreasinsuffizienz (Pereira &
Alvarez-Leite 2014). Dies fuhrt zu einer unzureichenden hepatischen und
peripheren Glukoseverwertung und in der Folge zu héheren Glukosespiegeln.
Dieser Zustand wird als gestorte Glukosetoleranz bezeichnet und I0st die
Entwicklung eines Diabetes Typ Il (type 2 diabetes mellitus, T2DM) aus (Reaven
2005). Somit stellt die Insulinresistenz einen Risikofaktor des T2DM dar. Beim
T2DM handelt es sich um eine Gruppe von Stoffwechselerkrankungen, bei der
es zu einer Erhdhung des Blutglukosespiegels (Hyperglykamie) kommt. Ursache
ist meist eine gestorte Insulinsekretion oder eine gestorte Insulinwirkung (Nauck
et al. 2017).

Das Polyzystische Ovarialsyndrom (PCO-Syndrom, PCOS) ist die haufigste
ovarielle Funktionsstdrung bei pramenopausalen Frauen (Marquard et al. 2011).
Frauen, die vom PCOS betroffen sind, weisen eine erhohte Pravalenz fur eine

Insulinresistenz auf (Dunaif 1997). Die Insulinresistenz bei PCOS-Patientinnen
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basiert auf einem genetischen Defekt in der Insulinwirkung und tritt bereits im
jungen Alter und unabhangig vom BMI auf (Dunaif et al. 1992). Das PCOS wird
anhand der Rotterdam Kriterien diagnostiziert (ESHRE/ASRM 2004). Hierbei
mussen zur Diagnosesicherung zwei der drei folgenden Kriterien vorliegen:
chronische Anovulation, Hyperandrogenamie, polyzystische Ovarmorphologie
(ESHRE/ASRM 2004). Das PCOS wird mit einem erhdhten Risiko fir
Stoffwechselanomalien wie erhdhten Insulinwerten und der Hyperlipidamie in
Verbindung gebracht. Diese Zusammenhange bestehen unabhangig vom BMI
der Patientinnen und gehen mit einem erhohten Risiko einher, an T2DM zu
erkranken (Tsilchorozidou et al. 2004; Ghaffarzad et al. 2016).

3.3 Fetuine

Fetuin-B ist ein hepatisches Protein aus der Cystatin-Familie (Meex et al. 2015).
Es ist ein naturlicher Insulin-Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Inhibitor. Fetuine werden
von der Leber sezerniert, weswegen sie auch Hepatokine heiRen (Meex et al.
2015). Fetuin-A induziert eine Insulinresistenz und weist proinflammatorische
Eigenschaften auf (Pedersen 1944; Hennige et al. 2008; Pal et al. 2012).
Verschiedene Studien fanden erhohte Fetuin-A Serumkonzentrationen bei
metabolischen Erkrankungen wie Diabetes Mellitus oder der nicht-alkoholischen
Fettlebererkrankung (Ix et al. 2008; Ou et al. 2012). Auf struktureller Basis ist
Fetuin-B eindeutig homolog zu Fetuin-A, wie durch eine gemeinsame Anordnung

in drei Domanen (D1-3) gezeigt wird (Olivier et al. 2000).

Dietzel et al. (2013) zeigten erstmalig, dass Fetuin-B essenziell fur eine
erfolgreiche Befruchtung in Mausen ist. Fetuin-B erwies sich im Tierexperiment
als spezifischer Ovastacin-Inhibitor, einem Protein, welches die Verhartung der
Zona Pellucida nach Spermienbindung induziert. Die Zona Pellucida ist eine
Hulle aus Glykoproteinen und umgibt die Eizelle. Knock out Mause ohne Fetuin-
B waren aufgrund einer vorzeitigen Verhartung der ZP unfruchtbar (Dietzel et al.
2013). Die Assoziation von Fetuin-B zur Eizellqualitat im ART-Setting, zeigt in
bisherigen Studien kontroverse Ergebnisse. Fang et al. (2019) fanden, sowohl im
Serum als auch in der Follikelflissigkeit, erniedrigte Fetuin-B Konzentrationen

bei Patientinnen mit niedrigen Fertilisationsraten (< 30 %).
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Eine weitere Studie stellte heraus, dass Frauen mit autoimmuner Thyreoiditis
signifikant erniedrigte Fetuin-B Konzentrationen im Serum und in der

Follikelflussigkeit aufweisen.

Es wurde geschlussfolgert, dass die erniedrigten Fetuin-B Konzentrationen
Grund fur die niedrigen Fertilisationsraten seien (Zhang et al. 2022). Floehr et al.
(2016) hingegen wiesen in ihrer Studie einen Anstieg der Fetuin-B
Serumkonzentration bei erfolgreichen IVF-Zyklen nach. Ein IVF-Zyklus galt als
erfolgreich, wenn mindestens eine Eizelle befruchtet werden konnte. AuRerdem
wurde eine annahernd gleiche Fetuin-B Konzentration im Serum und in der
Follikelflussigkeit gemessen. Es wurde geschlussfolgert, dass ein freier
Austausch von Fetuin-B zwischen Serum und Follikelflissigkeit stattfindet. In
vorherigen Messungen zeigte sich im Rahmen dieser Arbeit zunachst ein Trend
zwischen hohen Fetuin-B Serumkonzentrationen und niedrigen
Fertilisationsraten im ART-Setting (Hangen et al. 2020).

In diversen kurzlich publizierten Forschungsarbeiten wurden hohe Fetuin-B
Serumkonzentrationen mit metabolischen Dysbalancen assoziiert. Fetuin-B wird
vermehrt bei Leberverfettung sezerniert und fuhrt im zellbasierten in-vitro-
Experiment zu einer Insulinresistenz, indem es die Insulinwirkung in Myotuben
und Hepatozyten vermindert (Meex et al. 2015; Peter et al. 2018). EI-Ashmawy
& Ahmed (2019) zeigten in ihrer Studie, dass die Fetuin-B Serumkonzentration
bei Patienten, die an T2DM und einer nichtalkoholischen Fettlebererkrankung
(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) erkrankt sind, hoher als bei
lebergesunden Patienten ist. Eine weitere Studie zeigte erhdhte Fetuin-B
Serumkonzentrationen bei Frauen mit PCOS. Die Fetuin-B Serumkonzentration
korrelierte hierbei signifikant mit dem HOMA-Index, welcher klinisch zur
Abschatzung einer Insulinresistenz bestimmt wird. Zhu et al. (2017) fanden
signifikant erhdhte Fetuin-B Serumkonzentrationen bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (KHK). KHK entsteht Uberwiegend durch Lipidablagerungen in der
Gefallwand, welche zu chronischen Inflammationen fihren (Barton et al. 2007).
Aulerdem zeigte die Studie positive Korrelationen zwischen der Fetuin-B
Serumkonzentration zu der Cholesterin Serumkonzentration und dem
Nuchternblutzucker (Zhu et al. 2017). In aktuell publizierten Studien wurden
zudem mehrfach positive Korrelationen zwischen Fetuin-B und dem Akut-Phase-
Protein CRP beobachtet (Meex et al. 2015; Qu et al. 2018).
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3.4 Das angeborene Immunsystem

Das Immunsystem dient sowohl der Abwehr von Krankheitserregern mit denen
der Organismus in BerUhrung kommt als auch dem Erkennen eigener
geschadigter Zellen und der Geweberegeneration (Broker et al. 2019b). Es
reagiert mit einer angeborenen und einer erworbenen oder adaptiven
Immunantwort. Die Moleklile und die Rezeptoren der angeborenen
Immunantwort sind von Geburt an vorhanden. Dieses System ist schnell
verfugbar und im Vergleich zur adaptiven Immunantwort unabhangig von einer
sich verandernden Umgebung (Koenderman et al. 2014). Die Immunantwort des
adaptiven Immunsystems hingegen folgt mit einer Latenzzeit von ein paar Tagen
und reagiert auf Pathogene und andere Erkennungsproteine mit der Bildung

spezifischer Antikorper (Rensing & Rippe 2013; Broker et al. 2019a).

Auf zellularer Ebene besteht das angeborene Immunsystem hauptsachlich aus
den sogenannten Leukozyten. Zu dieser Gruppe gehoéren phagozytierenden
Zellen wie Monozyten, Makrophagen und neutrophile Granulozyten und
zytotoxische Zellen wie natirliche Killerzellen (Yakut 2013). Neutrophile
Granulozyten werden vermehrt im Knochenmark bei Infektionen gebildet und in
grolRer Zahl an den Infektionsherd rekrutiert (Broker et al. 2019b). Naturliche
Killerzellen sind hauptsachlich fur die Erkennung und Beseitigung virusinfizierter
Zellen und Tumorzellen verantwortlich (Broker et al. 2019b). Monozyten sind die
Vorlauferzellen von Makrophagen. Sie werden im Knochenmark gebildet und
gelangen dann in den Blutkreislauf. Von da aus erreichen sie die Gewebe, wo sie
sich zu Makrophagen differenzieren und ihre Funktionen erfullen (Van Furth
1982). Makrophagen rdumen avitale Zellen ab und erkennen eingedrungene
Infektionserreger meist als eine der ersten Immunzellen (Broker et al. 2019b).
Makrophagen erkennen verschiedene Strukturen Uber keimbahnkodierte
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptor, PRR). Diese
befinden sich in der Regel aul’en an der Zellmembran oder im Zellplasma
(Agostini et al. 2004). PRRs erkennen zwei verschiedene Muster: Schaden-
assoziierte molekulare Muster (damage-associated molecular pattern, DAMP)
und Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular
pattern, PAMP). DAMPs werden durch endogenen Stress induziert und
entstehen bei einer sterilen Inflammation. PAMPs stammen von eindringenden

Pathogene (Kumar et al. 2011).



3. Kontext und Stand der Forschung 12
Die Erkennung von PAMPs oder DAMPs durch PRRs fuhrt zur Aktivierung
nachgeschalteter  Signalkaskaden, @ was zur  Hochregulierung  von
proinflammatorischen Zytokine fuhrt, die fur Immunreaktionen wichtig sind (Chen

& Nunez 2010). Einer dieser Signalwege ist die Aktivierung des Inflammasoms.

Zytokine sind Botenstoffe des Immunsystems und wichtig fur die Immunreaktion.
Zu den bekanntesten Zytokingruppen gehoren Interleukine (IL), Interferone (IFN)
Chemokine und der Tumornekrosefaktor (TNF) (Dinarello 2000). Das
proinflammatorische Zytokin IL-6 induziert unter anderem die Genexpression des
Akute-Phase-Proteins CRP (Szalai et al. 1998). CRP wird hauptsachlich in der
Leber als Reaktion auf inflammatorische Prozesse oder Infekte produziert und

spielt eine wichtige Rolle in der Wirtsabwehr (Marnell et al. 2005).

Es ist bekannt, dass diverse Organe und Gewebe, wie zum Beispiel die Leber
oder die Muskulatur, spezifische Zytokine sezernieren und so mit anderen

Organen kommunizieren (Raschke et al. 2013; Meex et al. 2015).

Zytokine sind unter anderem auch im abnormalem Glukose- und
Lipidmetabolismus involviert und konnen den metabolischen Haushalt
beeinflussen (Minokoshi et al. 2002; Shi et al. 2019).

3.5 Inflammasome

Inflammasome sind intrazellulare Proteinkomplexe, die zum angeborenen
Immunsystem gehodren und wichtige Signalfaktoren darstellen (Martinon et al.
2002). Sie bestehen aus einem PRR, einem Adapterprotein (Apoptosis-
associated Speck-like protein containing a CARD, ASC) und einer Caspase 1
(Dinarello, 2009). Inflammasome vermitteln in ihrer aktivierten Form die
Ausschuttung der Zytokine IL-1 und IL-18 (Ganz 2015). Dabei fuhrt die
Inflammasomaktivierung zunachst zur Aktivierung der Caspase 1. Diese spaltet
die biologisch inaktive Form der Interleukine (IL) pro-IL-13 und pro-IL-18
proteolytisch in ihre biologisch aktive Form IL-13 und IL-18. IL-1R und IL-18
rekrutieren weitere Immunzellen, wie zum Beispiel neutrophile Granulozyten und
verursachen einen inflammatorischen Zelltod (Pyroptose) (Latz et al. 2013).
Fehlregulationen und Mutationen in Inflammasomen sind mit
Autoimmunerkrankungen assoziiert (Agostini et al. 2004; Duncan & Canna
2018).
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Inflammasome spielen eine wichtige Rolle in der Induktion steriler
Inflammationen (lyer et al. 2009). Metabolische DAMPs, wie Fettsauren,
aktivieren PRRs und flhren zu einer langer andauernden systemischen
Inflammation mit niedriger Intensitat (Kopp et al. 2009). Sterile Inflammationen
werden durch das Vorhandensein maldig erhohter Entzindungsparametern auch

low-grade Inflammation genannt (Friedrichsen 2018).

Inflammasomkomplexe werden jeweils nach ihrem spezifischen Sensormolekiil
(PRR) benannt (Chen & Nufez 2010). Mittlerweile sind verschiedene
Rezeptorfamilien identifiziert und untersucht worden. In dieser Arbeit liegt der
Fokus auf NOD-like-Rezeptoren (NLR), insbesondere NLRP2 (NLR Family Pyrin
Domain Containing 2) -, NLRP3 (NLR Family Pyrin Domain Containing 3) -,
NLRC4 (NLR Family CARD Domain Containing 4) -, und auf den AIM2 (Absent
In Melanoma 2) -Rezeptoren, welche sich jeweils im Zytoplasma befinden
(Martinon et al. 2002; Chen & Nunez 2010). Im Folgenden wird der aktuelle

Forschungsstand zu den oben genannten Inflammasomen erlautert.

Die Aktivierung des NLRP2 Inflammasoms supprimiert proinflammatorische
Signalkaskaden, indem es die Inhibition des Transkriptionsfaktors Nuklearer
Faktor kB (nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-kB)
induziert (Tilburgs et al. 2017). NF-kB spielt eine wichtige Rolle in der Regulation
der Immunantwort (Fontalba et al. 2007). NLRP3 ist das bislang am besten
charakterisierte Inflammasom (De Nardo & Latz 2011). In-vitro-Studien haben
gezeigt, dass flr die Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms in Makrophagen zwei
getrennte Signale erforderlich sind (Bauernfeind et al. 2009). Zunachst erfolgt
das sogenannte Priming, welches essenziell fur die Aktivierung von NLRP3 ist.
Es induziert eine NF-kB abhangige Transkription von pro-IL-13 und NLRP3
(Mariathasan et al. 2006; Bauernfeind et al. 2009). Das zweite Signal erfolgt
durch Stimuli, wie Adenosintriphosphat (ATP), Kaliumausstrom und bakterielle
Toxine, die spezifisch zur NLRP3- und Caspase 1-Aktivierung fihren (Sutterwala
et al. 2014; Kelley et al. 2019). Das Low Density Lipoprotein-Cholesterin (LDL-
Cholesterin), welches bei Adipositas erhoht ist, fuhrt in vivo zum Priming bei
Makrophagen (Shi et al. 2006; De Nardo & Latz 2011). Weiter zeigten
Vandanmagsar et al. (2011) das Kalorienrestriktion und Sport bei Patienten mit
Diabetes Mellitus zu einer niedrigeren NLRP3-Expression im Fettgewebe und

weniger Inflammation fihrt.
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Sie fanden dabei heraus, dass das NLRP3-Inflammasom den mit der Lipotoxizitat
verbundenen Anstieg des intrazellularen Ceramids wahrnimmt, um die Spaltung
von Caspase-1 in Makrophagen und im Fettgewebe zu induzieren. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass das NLRP3 Inflammasom mit Adipositas verbundene
Gefahrensignale wahrnimmt, eine Inflammation verursacht und zur Entstehung
einer Insulinresistenz beitragt (Vandanmagsar et al. 2011). Frauen, die an
Endometriose erkrankt sind, zeigen eine hohere NLRP3- und Interleukin-
Expression in der Follikelflussigkeit (Fonseca et al. 2023). Ein experimentell
induziertes PCOS in Mausen fuhrt ebenso zu einer hoheren ovariellen NLRP3-
Expression und einer starken Expressionserhéhung fibrotischer Faktoren (Wang
et al. 2020). Es wurde angenommen, dass die Aktivierung des NLRP3
Inflammasoms eine Reihe von Pathologien, einschliellich einer follikularen
Dysfunktion und einer ovariellen Fibrose, verursacht. Navarro-Pando et al. (2021)
beobachteten aullerdem eine erhdhte ovarielle NLRP3-Expression im Alter.
Daraus folgerten sie, einen Zusammenhang von Inflammation und Eizellreifung
und dass eine Inflammation im Ovar zu einem vorzeitigen Altern der Eizellen
fuhren konnte. Die NLRC4-Expression wird durch proinflammatorische
Signalstoffe wie dem Tumornekrosefaktor-alfa (TNF-o) hochreguliert (Gutierrez
et al. 2004). Bakterielle Infektionen durch Salmonella typhimurium und
enteropathogene Escherichia coli (Pathogenic Escherichia coli, EPEC) fuhren
laut Franchi et al. (2012) zur NLRC4-Aktivierung und suggerieren eine wichtige
Rolle des NLRC4 Inflammasoms fur die Abwehr enterischer Krankheitserreger.
Die NLRP3- und NLRC4-Expression bei Menschen mit Autoimmunerkrankungen
wie rheumatoider Arthritis oder Multipler Sklerose ist laut aktuellem
Forschungsstand hoher als die bei gesunden Menschen. Auch reagieren die
Monozyten autoimmunerkrankter Menschen in vitro mit einer statistisch hdheren
Inflammasom-Expression auf Ausloser. Es wird angenommen, dass diese stark
erhdéhte Immunantwort aufgrund einer Dysregulation des Inflammasoms bei
Autoimmunerkrankungen entsteht (Addobbati et al. 2018; Soares et al. 2019).
AIM2 ist ein zytoplasmatischer Sensor, der bei Erkennung bakterieller oder
viraler doppelstrangiger DNA (dsDNA), die Aktivierung des Inflammasoms
induziert (Muruve et al. 2008). Eine Studie zeigte au3erdem, dass das Vorliegen
einer Steatohepatitis eine AIM2-Aktivierung ausldst (Csak et al. 2014).
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Die Akkumulation eigener dsDNA im Zytosol, beispielsweise durch den Zelltod
benachbarter Zellen, kann ebenso zur Aktivierung des AIM2 Inflammasoms
fuhren, weshalb AIM2 auch eine wichtige Rolle in der Entstehung autoimmuner

Erkrankungen spielt (Dombrowski et al. 2011).

3.6 Zusammenhang metabolischer Dysbalance und systemischer
Inflammation

Im Rahmen einer Inflammation detektiert das Immunsystem Pathogene oder
eigene geschadigte Zellen und induziert eine Immunantwort (Broker et al.
2019b). Inflammatorische Prozesse sind dabei auf die Unterstitzung des
Stoffwechsels angewiesen, wobei die Umverteilung von Energie, insbesondere
die Mobilisierung gespeicherter Lipide, eine wichtige Rolle spielt (Khovidhunkit et
al. 2004). Die Energieumverteilung gespeicherter Lipide wird unter anderem tber

inflammatorische Signalwege gesteuert wie TNF alfa (Feingold et al. 1989).

In jungsten Studien gibt es verschiedene Hinweise fur eine interdependente
Assoziation von metabolischer Dysbalance und low-grade Inflammation (Donath
& Shoelson 2011; Pereira & Alvarez-Leite 2014).

Eine Ursache fur diesen Zusammenhang ist viszerales Fettgewebe, welches
insbesondere bei Ubergewichtigen Menschen vermehrt vorhanden und mit
Stoffwechselstorungen assoziiert ist (de Heredia et al. 2012). Viszerales
Fettgewebe befindet sich in der freien Bauchhdhle und ist stoffwechselaktiv,
indem es eine Reihe an Botenstoffen, unter anderem Adipokine und Zytokine,
sezerniert (Nishimura et al. 2009). Die meisten Adipokine sind
entzindungsférdernd und werden von eingewanderten Entzindungszellen wie
Makrophagen produziert (Kershaw & Flier 2004; Berg & Scherer 2005). Das
Adipokin Leptin beispielsweise reguliert die Immunfunktion auf verschiedenen
Wegen, indem es unter anderem die Monozytenstimulation und -differenzierung
in Makrophagen induziert (Marti et al. 2001). Die Anzahl von Makrophagen im
Fettgewebe ist bei Adipositas deutlich erhoht und korreliert mit dem
Korperfettanteil (Weisberg et al. 2003a). Makrophagen sind fir den Grolteil der
Zytokin-Expression verantwortlich. Hierbei exprimieren sie hauptsachlich die
Botenstoffe Tumornekrosefaktor-alfa (TNF-alfa) und das Interleukin-6 (IL-6)
(Weisberg et al. 2003b). Es ist bekannt, dass einige dieser Zytokine die
Insulinwirkung reduzieren und somit zur Entwicklung einer Insulinresistenz

beitragen kdonnen (Li et al. 2015).
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Die Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Monozyten-Chemoattractant-Protein-1
(MCP-1) storen hierbei nachweislich die Insulinsignalibertragung in Fett-, Leber-
und Muskelzellen (Kolb & Mandrup-Poulsen 2005; Sell et al. 2006).

Ein weiterer erforschter Zusammenhang zwischen metabolischer Dysbalance
und low-grade Inflammation zeigt sich bei Vorhandensein einer gestorten
Glukosetoleranz im Rahmen eines beginnenden T2DM. Pickup et al. (1997)
postulierten als eine der ersten Arbeitsgruppen einen Zusammenhang zwischen
T2DM und low-grade Inflammation. Heutzutage wird eine low-grade Inflammation
als pradiktiver Marker fur das Entstehen eines T2DM diskutiert (Spranger et al.
2003). Im Rahmen der KORA-Studie S4 (1999/2001) wurde gezeigt, dass
Konzentrationen von zirkulierenden Akut-Phase-Proteinen wie CRP signifikant
mit den Serumkonzentrationen von IL-6 korrelieren und bereits bei einer
gestorten Glukosetoleranz erhoht sind (Herder et al. 2005; Kiltppelholz et al.
2015). Festa et al. (2000) fanden zudem chronisch erhdhte
Inflammationsparameter bei einer Gruppe von Nicht-Diabetikern mit
Insulinresistenz. Weiter stellten Aboeldalyl et al. (2021) in ihrer Meta-Analyse
signifikant erhohte Serumkonzentrationen des Entzindungswertes C-reaktives
Protein (CRP) bei PCOS-Patientinnen fest, die unabhangig vom BMI waren. Fur
chronische Inflammationen, die durch Ubergewicht oder metabolische
Dysbalancen ausgelost werden, wurde der Begriff Metainflammation eingefuhrt
(Kitamura et al. 2013).
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3.7 Zusammenhang zwischen metabolischer Dysbalance, Inflammation und
der Eizellqualitat

Ordnungsgemalle Inflammationsablaufe sind fur die Eizellqualitdt der Frau
essenziell, da das Ovar im Rahmen der zyklischen Follikel- und Eizellreifung
standigen Umbauprozessen unterliegt, begleitet von inflammatorischen
Prozessen (Espey 1980). Bei der Ovulation sind beispielsweise inflammatorische
Prozesse im Rahmen der physiologischen Follikelruptur beteiligt. Es wird
vermutet, dass Zytokine an diesen periovulatorischen zellularen Interaktionen
beteiligt sind (Blscher et al. 1999). Eine regelrechte Immunreaktion ist vermutlich

fur eine hohe Eizellqualitat relevant (Boots & Jungheim 2015).

Diverse Studien weisen darauf hin, dass metabolische Dysbalance und
systemische Inflammationszustadnde das Ovar und die Eizellqualitat der Frau
Uber verschiedene Mechanismen negativ beeinflussen kénnen (Chieri et al.
1969; Skaznik-Wikiel et al. 2016).

Im Rahmen der Kinderwunschbehandlung wird der weibliche Zyklus exogen
gesteuert und vorherige Zyklusstorungen, wie chronische Anovulationen, werden
ausgeschaltet (Nugent et al. 2015). Metabolische Dysbalancen und damit
verbundene low-grade Inflammationen bleiben jedoch  vorhanden.
Inflammatorische Prozesse kdnnen sich dabei auch auf das Ovar auswirken
(Robker et al. 2011).

Die vermutlichen Ursachen fir den Zusammenhang einer niedrigeren

Eizellreifung im Rahmen von metabolischen Dysbalancen sind hierbei komplex.

Zum einen konnen Zytokine und Adipokine, die bei inflammatorischen Prozessen
in den Blutkreislauf abgegeben werden, inflammatorische Antworten in
verschiedenen Geweben, einschlieRlich dem Ovar, induzieren und die

Eizellqualitat beeinflussen (Sarapik et al. 2012).

Ein anderer Pathomechanismus sind hormonelle Stérungen der Hypophysen-
Hypothalamus-Achse, welche durch metabolischen Stress, wie beispielsweise
beim T2DM oder bei einer Magersucht (Anorexia nervosa, AN), aber auch durch
akute Inflammationen verursacht werden konnen (Castellano et al. 2009; Codner
& Cassorla 2009). Durch das hormonelle Ungleichgewicht von LH und FSH
resultieren Zyklusstérungen mit gestoérter endokriner Ovarialfunktion und defekter
Eizellreifung und Sterilitat (Ma et al. 2004).
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Eine weitere Ursache ist das Vorliegen einer Insulinresistenz. Insulin ist ein
wichtiger Regulator der Hypophysen-Hypothalamus-Achse (Burcelin et al. 2003;
Salvi et al. 2006). Es hat aullerdem einen gonadotropen Effekt und kann die
Follikelreifung modulieren (Poretsky et al. 1999). Patientinnen, die an einer
Insulinresistenz erkrankt sind, weisen kompensatorisch einen Insuliniberschuss
im Blut auf (Hyperinsuliname). Hohe Insulinkonzentrationen verklrzen den
hypothalamischen GnRH-Takt und flihren zu einer LH-Dominanz. Dies resultiert
in einer Hyperandrogenamie durch ein Uberwiegen der LH gesteuerten Theca
interna Aktivitat. Die Follikelreifung und somit der gesamte ovarielle Zyklus ist
gestort (Codner et al. 2012). Wang et al. (2021) untersuchten den
Zusammenhang zwischen der Insulinresistenz und der Eizellqualitat, indem sie
bei einem Kollektiv von Frauen mit einem BMI < 25 kg/m? im IVF-Setting die
Insulinresistenz bestimmten. Frauen mit Insulinresistenz wiesen einen signifikant
geringeren prozentualen Anteil an reifen Eizellen auf als Frauen ohne
Insulinresistenz. Aus diesen Ergebnissen folgerten sie, dass die Insulinresistenz
mit der Eizellqualitdt zusammenhangen konnte. Auch wiesen im Tierexperiment
an Diabetes mellitus erkrankte Mause Abnormalitaten im Follikelwachstum und

eine schlechtere Eizellreifung auf (Chieri et al. 1969).

Es ist bekannt, dass Frauen, die vom PCOS betroffen sind, eine erhodhte
Pravalenz fur eine Insulinresistenz aufweisen (Dunaif 1997). Gleichzeitig geht
das PCOS mit einer erhdhten Pravalenz fur einen unerfullten Kinderwunsch
einher (Schmid et al. 2004). Ein Grund fur die erhdhte Pravalenz der Sterilitat ist

die chronische Anovulation (Fica et al. 2008).

Als weitere Ursache werden chronische low-grade Inflammationen diskutiert,
welche mdoglicherweise Uber metabolische Konstellationen mit Insulinresistenz
beim PCOS induziert werden (Shorakae et al. 2015). Cakiroglu et al. (2016)
wiesen nach, dass das PCOS auch unabhangig vom BMI mit erhdhten
inflammatorischen Parametern und niedrigerem ART-Erfolg einhergeht.
Marquard et al. (2011) fanden kleinere Eizellen bei Frauen mit PCOS im
Gegensatz zu Frauen ohne PCOS im ART-Setting. Sie zeigten au’erdem, dass
die Anzahl an reifen Eizellen signifikant geringer bei schlanken Frauen mit PCOS

ist als bei schlanken Frauen ohne PCOS war.

Bei verschiedenen gynakologischen Erkrankungen sowie bei Adipositas kann es

zudem zur Immuninfiltration kommen (Nteeba et al. 2014).
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Die sogenannte pelvic disease oder Endometriose konnen chronische
Inflammationen verursachen, welche zur ovariellen Immuninfiltration und
Funktionsstérung fuhren (Symons et al. 2018; Zhao et al. 2020). Maheshwari et
al. (2007) zeigten in ihrer Studie, dass Frauen mit einem BMI > 25 kg/m? im
Vergleich zu Frauen mit einem BMI < 25 kg/m? eine niedrigere

Schwangerschaftsrate nach ART-Behandlung aufwiesen.

Zuletzt kann oxidativer Stress zu Schaden an der nuklearen DNA in Eizellen
fuhren. Oxidativer Stress wird definiert als eine Storung des Gleichgewichts
zwischen der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS) und der antioxidativen Abwehrkrafte (Betteridge 2000). ROS sind an der
Modulation von physiologischen Fortpflanzungsfunktionen wie der Eizellreifung
beteiligt und spielen eine Rolle bei der Befruchtung wund der
Embryonalentwicklung (Agarwal et al. 2005). Es wird vermutet, dass ROS am
Prozess der ovariellen Alterung beteiligt sind und zum Altern der Eizellen und

einer schlechteren Eizellqualitat fihren (Sasaki et al. 2019).
3.8 Einfluss des Gewichts auf die Eizellqualitat der Frau

Die Frage, ob Uber- oder Untergewicht bei Frauen im Allgemeinen zu einer
geringeren Eizellqualitat im ART-Setting fuhrt, ist umstritten. Im Tierexperiment
fuhrte eine erndhrungsbedingte Fettleibigkeit zu einer Erhohung der
Genexpression von Entzindungsmediatoren sowohl im Ovar als auch im
umgebenden Fettdepot, welche womaoglich die Funktion der Ovarien negativ
beeinflussen (Nteeba et al. 2013). Bei Ubergewichtigen Frauen fanden sich
beispielsweise stark erhdohte CRP-Konzentrationen in der Follikelflissigkeit
(Robker et al. 2009). In einem weiteren Tierexperiment fand man einen positiven
Zusammenhang zwischen fettreicher Ernahrung, einer abnormalen Ovarfunktion
und einer erhdhten Makrophageninfiltration im Ovar bei Mausen (Skaznik-Wikiel
et al. 2016). Buyuk et al. (2017) zeigten, dass das Chemokin Monozyten-
Chemoattraktorprotein-1  (MCP-1), welches Immunzellen wie Monozyten
rekrutiert, sowohl im Serum als auch in der Follikelflissigkeit von
ubergewichtigen Frauen deutlich erhoht und mit  niedrigeren
Schwangerschaftsraten assoziiert war. Kudesia et al. (2018) fanden im ART-
Setting eine geringere Eizellzahl und weniger qualitativ hochwertige Embryonen
aufgrund schlechterer Eizellreifung bei Frauen mit Ubergewicht im Vergleich zu

normalgewichtigen Frauen.
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Fedorcsak et al. (2004) fanden eine negative Korrelation zwischen dem BMI und
der Eizellzahl und beobachteten zudem eine hohere kumulative
Lebendgeburtenrate bei Frauen mit einem BMI < 25 kg/m? verglichen mit Frauen
mit einem BMI > 30 kg/m?. Es wurde kein Zusammenhang zwischen dem BMI
und der Embryoimplantationsrate oder der Schwangerschaftsrate gefunden.
Rich-Edwards et al. (2002) fanden ein hdheres relatives Risiko fur
Ovulationsstérungen sowohl bei Gbergewichtigen als auch bei untergewichtigen
Frauen, wobei die Inzidenz von Ubergewicht in ihrer Studie deutlich héher als die

Inzidenz von Untergewicht war.

Eine aktuelle Meta-Analyse zeigt hingegen, dass es keinen signifikanten Einfluss
auf die Embryoimplantation und Schwangerschaftsrate hat, wenn die
Empfangerin einer Eizellspende im IVF-Setting Gbergewichtig (BMI > 30 kg/m?)
ist (Jungheim et al. 2013). In dieser Studie erfolgte die Gruppierung jedoch
ausschlieBlich nach BMI und es wurden keine Vorerkrankungen oder
inflammatorische Profile der Frauen erhoben. Bellver et al. (2010) zeigten in ihrer
Studie, dass das Korpergewicht der Frau keinen Einfluss auf die
Fertilisationsrate, die  Anzahl transferierter =~ Embryonen und die
Embryonenqualitdt im ART-Setting hat. Die Schwangerschaftsraten jedoch
waren signifikant niedriger bei Frauen mit Ubergewicht. Ein Grund dafiir kénnte
sein, dass eine begleitende Metainflammation auch die endometriale Funktion
schadigt und die Embryoimplantation vermindert (Hill & Gilbert 2008).
Zusammenfassend fiihrt Ubergewicht als alleiniger Parameter nicht zwingend zu
einer herabgesetzten Eizellqualitat. Komorbiditaten und Metainflammationen

scheinen ein wichtiger Einflussfaktor zu sein.
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4. Durchfuhrung der Studie

Um den Zusammenhang zwischen metabolischen Dysbalancen, systemischen
Inflammationen und der Eizellqualitat im ART-Setting systematisch zu
untersuchen, wurde eine klinische Studie konzipiert und durchgeflhrt. Das Ziel
dieser Studie war, den korrelativen Zusammenhang verschiedener metabolisch-
inflammatorischer  Parameter, darunter Fetuin-B, wund den beiden
Fertilitatsparametern Fertilisationsrate und Eizellreifung, zu untersuchen. Mittels
venoser Blutentnahme wurde den Patientinnen zu zwei Zeitpunkten im
Behandlungszeitraum vier Roéhrchen Blut entnommen (Abbildung 1). Die
Expression der Boten-Ribonukleinsaure (messenger ribonucleic acid, mRNA) der
Inflammasome NLRP2, NLRP3, NLRC4 und AIM2 wurde zur Bestimmung des
molekularen Immunstatus bestimmt. Die Messungen erfolgten mittels
quantitativer Echtzeit-PCR (real-time quantitative polymerase chain reaction, rt-
gPCR) im Neurologie Labor des UKA und werden in Kapitel 4.4 ausfuhrlich

beschrieben.

Die Fetuin-B  Serumkonzentrationen wurden mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) im Neurologie Labor des UKA ermittelt (siehe
Kapitel 4.5). Die Messung ausgewahlter zellularer inflammatorischer und
metabolischer Parameter erfolgte im Zentrallabor des UKA (siehe Kapitel 4.6).
Die Eizellreifung und die Fertilisationsrate nach Insemination im ICSI- oder IVF-
Verfahren dienten als Surrogatparameter der weiblichen Fertilitat. Die Daten
wurden im IVF-Labor des UKA erhoben (siehe Kapitel 4.7).

Die erhobenen Messdaten werden in Kapitel 5 im korrelativen Zusammenhang
betrachtet.



4. Durchfuhrung der Studie 22
4.1 Kollektiv

In diese Studie wurden n = 56 Patientinnen im Zeitraum von 01.07.2019 bis
01.04.2020 eingeschlossen. Die Patientinnen kamen zur
Kinderwunschbehandlung bei unerfilltem Kinderwunsch in die Frauenklinik fur
gynakologische Endokrinologie und Reproduktionsmedizin des UKA. Das Alter
der Patientinnen betrug im Mittel 33 Jahre (25 - 40 Jahre). Es wurden
ausschlieBBlich Frauen nach Einwilligung in die Studie eingeschlossen.
Onkologische Patientinnen wurden nicht eingeschlossen. Schwerwiegende
Erkrankungen und akute Infektionen, die eine Kontraindikation fir eine
Schwangerschaft darstellen wirden, wurden im Kollektiv bei Voruntersuchungen
ausgeschlossen. Der Studie liegt ein Votum der Ethik-Kommission der RWTH
Aachen zugrunde (EK201/14).

4.2 Ablauf der Kinderwunschbehandlung

In dieser Studie erhielten 14 Patientinnen einen GnRH-Agonisten und 42
Patientinnen einen GnRH-Antagonisten zur Downregulation. Im Mittel erhielten
die Patientinnen im Anschluss 11,4 Tage (8 - 15 Tage) exogenes FSH zur
taglichen subkutanen Applikation. Im Kollektiv wurde dafir rekombinantes
(Follitropin alfa) und urinares FSH (Urofollitropin) verwendet. Die kumulative FSH
Dosierung lag im Mittel bei 2757 |E. Zur Ovulationsinduktion erhielten 29 Frauen
hCG (Handelsname Brevactid). Von den 29 Frauen erhielten sieben Frauen eine
Dosis von 5.000 IE und 22 Frauen eine Dosis von 10.000 IE. 19 Frauen erhielten
eine zweimalige Gabe des GnRH-Agonisten Triptorelin (Handelsname
Decapeptyl) mit einer Dosierung von 0,1 mg / 1 ml. Vier Frauen erhielten ein
rekombinantes hCG (Ovitrelle) als einmalige Injektion mit einer Dosierung von
250 ug. Vier weitere Frauen erhielten eine Kombination aus GnRH-Agonisten
und hCG.
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4.3 Datenerhebung

Bei jeder Patientin wurde zu zwei Zeitpunkten im Behandlungszeitraum Blut
entnommen: t1) Zwei Tage vor medikamentoser Ovulationsinduktion (Ol),

t2) am Tag des Embryotransfers, 6,5 Tage nach t1.

Die Messzeitpunkte werden in Abbildung 1 schematisch dargestellt.

6,5 Tage
‘ 2 Tage ‘ 1,5 Tage ‘ 3 Tage
I I I iy 4
Zeit [Tage]
Blutentnahme vor Medikamentose Follikelpunktion Blutentnahme am
Ovulationsinduktion Ovulationsinduktion Tag des
Embryotransfers

Abb. 1: Graphische Darstellung der Blutenthahmezeitpunkte.

Pro Blutenthnahme wurden je zwei Serum- und zwei Ethylendiamintetraacetat
(EDTA)-Vollblutrohrchen entnommen. Die Blutentnahme erfolgte ausschlieRlich
nichtern. Die Messung von inflammatorischen und metabolischen Parametern
im Zentrallabor des UKA erfolgte am Tag der Entnahme. Fur die anschlieRenden
ELISA- und PCR-Messungen wurde je ein Serum- und ein Vollblutréhrchen bei -
80°C aufbewahrt. Da die Inflammasomdaten ausschlie3lich bei 47 Patientinnen

erhoben wurden, betragt die StichprobengrofRe dort n_2 = 47.

Zu Beginn wurde auflerdem im Rahmen einer kurzen Anamnese das

Korpergewicht und die Korpergrdlie der Patientinnen erhoben.
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4.4 Messung der mRNA-Expression der Inflammasome mittels rt-qPCR
4.4.1 Hintergrundwissen zur PCR-Methode

Die Polymerasekettenreaktion wurde in den 1980er Jahren entwickelt und dient
der in vitro Vervielfaltigung  spezifischer = Desoxyribonukleinsaure
(desoxyribonucleic acid, DNA) - Abschnitte. Die Vervielfaltigung der DNA nennt
man Amplifikation. Die spezifischen DNA-Abschnitte, die vervielfaltigt werden,
nennt man Amplikone (Mullis 1990). Der PCR-Ablauf kann in drei Schritte
eingeteilt werden. Die Reaktion besteht aus mehreren Zyklen und wird in einem
Thermocycler durchgeflhrt. Im ersten Schritt wird doppelstrangige DNA (dsDNA)
bei Temperaturen Uber 90 °C aufgetrennt. Der zweite Schritt wird Annealing
genannt. Unter Annealing versteht man das Anlagern von Oligonukleotid-
Einzelstrangen an die entsprechenden Stellen der denaturierten einzelstrangigen
Ziel-DNA bei 50 — 60 °C (Muller & Prange 2016). Diese Oligonukleotid-
Einzelstrange sind spezifisch und heillen Primer. Die optimale Annealing-
Temperatur wird fur jeden Primer bestimmt, um Messfehler zu minimieren (Maller
& Prange 2016). Die Oligonukleotid-Einzelstrange werden im dritten Schritt von
der DNA-Polymerase verlangert, indem die Polymerase komplementar zur
Matrizen-DNA DNA-Doppelstrange ausbildet. Der letzte Schritt erfolgt bei
Temperaturen von 70 — 78 °C (Mackay 2004).

Bei der Endpunkt PCR erfolgt der Nachweis der gebildeten PCR-Produkte
(Amplifikate) anhand ihrer GréRe einmalig nach der eigentlichen PCR-Reaktion

mittels Gelelektrophorese (Brandl 2006). Eine Quantifizierung erfolgt nicht.
4.4.2 Vorbereitung und Durchfiihrung der rt-qPCR

Die real time-quantitative PCR (rt-qPCR) liefert mithilfe fluoreszierender dsDNA-
Farbstoffe eine sehr genaue und reproduzierbare Quantifizierung der Genkopien
(Heid et al. 1996). Die Fluoreszenzmessung erfolgt bei jedem Zyklus in Echtzeit
und ist proportional zur Menge der vorhandenen Amplifikate (Karge et al. 1998).
Die Daten werden somit zeitgleich wahrend des gesamten PCR-Prozesses
erfasst und nicht einmalig, wie bei der Endpunkt PCR (Kearns et al. 1999). Der
Vorteil ist, dass Reaktionen anhand des Zeitpunkts, bei dem die Amplifikation
eines Ziels erstmals erkannt wird, erfasst werden (Biosystems 0.D.). Die rt-qPCR
erfordert aulerdem keine weitere Probenbearbeitung nach der PCR, wodurch
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eine mogliche Kontamination von PCR-Produkten verhindert wird und Assays mit

héherem Durchsatz durchgeflihrt werden kénnen (Heid et al. 1996).

Im Folgenden werden die Ablaufe der Messungen in einer Kurzfassung

dargestellt. Fir eine ausfuhrliche Version wird auf Bodewig (2023) verwiesen.

Am Tag der Blutentnahme wird das EDTA-R&hrchen zentrifugiert. Der Uberstand
wird abpipettiert und das Zellmaterial bleibt Gber. Es erfolgt die Zugabe von 0,25
ml peqGOLD TriFast (Trizol), was zur Zelllyse fuhrt. Das lysierte Blut wird
anschlie®end bei -80 °C aufbewahrt.

Die EDTA-Rohrchen werden zwei Tage vor Messbeginn aufgetaut. Als erster
Schritt folgt die Isolierung der Ribonukleinsauren (ribonucleic acid, RNA) durch
Phenol-Chloroform Extraktion mittels Zugabe von peqGOLD TriFast. Es wird eine
RNA Quantifizierung mittels einer Spektrophotometrie durchgefuhrt (Nanodrop
1000, PeqglLap, Deutschland). Die RNA Quantifizierung dient der Messung der
RNA Konzentration, um die weiteren Schritte anzupassen. Es folgt die reverse
Transkription der mRNA zu komplementarerer DNA (complementary DNA,
cDNA) mittels MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) - reverse Transkriptase.
Grund fur die Transkription ist, dass die cDNA fir die nachfolgende Messung

stabiler als RNA ist und die verwendeten Polymerasen DNA-abhangig sind.

Im Anschluss wird eine semi-quantitative PCR zur Uberpriifung der cDNA
durchgefuhrt. Die Amplifikationsprodukte der cDNA werden mittels
Elektrophorese auf Agarose Gel verifiziert und mit dem Farbstoff Midori Green
gefarbt. Der cDNA-Gehalt wird anschlieRend mit einem Photometer gemessen.
Durch die erste Messung wird die Ziel-cDNA quantifiziert, bevor man die

aufwendigere rt-gPCR im Anschluss durchfuhrt.

Bei der real-time quantitativen PCR wird die cDNA mit einem genspezifischen
Primer amplifiziert. Die Primer sind in Tabelle 2 mit ihrer spezifischen Annealing

Temperatur aufgelistet. Die Primer wurden im Verhaltnis 1:10 verdinnt.
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Es erfolgt die Zugabe des Mastermix nach Anleitung des Herstellers:
2 uL reversed-transcribed cDNA,
2 uL RNAse-free water (Invitrogen, Germany),
5 uL 2xSensiMix SYBR & Fluorescein (Bioline, Germany),
0.5 L primers (10 pmol/uL).

Die Proben werden auf einer 96-Well-Platte aufgebracht. Die Messung erfolgt mit
dem Thermocycler MylQ RealTime-gPCR (Biorad). Es werden stets zwei Platten
fur einen Primer verwendet. Zum Nachweis der Amplifikate, welche sich im Lauf
der PCR-Zyklen anreichern, wird der Farbstoff SYBR Green | verwendet. Dieser
bindet unspezifisch an doppelstrangige DNA (Morrison et al. 1998). Bei diesem
Verfahren werden somit nicht nur die Zielsequenz, sondern auch unspezifische
Reaktionsprodukte gebunden, weshalb die Reaktion gut optimiert sein muss.
Nach abgelaufener PCR wird daher eine Schmelzkurvenanalyse durchgeflhrt,
um die Spezifitat der Amplifikate zu bestimmen (Ririe et al. 1997). Bei einer
Schmelzkurvenanalyse wird die DNA in zwei Einzelstrange aufgeschmolzen,
indem bei kontinuierlicher Fluoreszenzmessung die Temperatur im PCR-Gefal
langsam erhoht wird. Bei der fir das spezifische Amplifikat charakteristischen
Schmelztemperatur wird der DNA-Doppelstrang wieder in zwei einzelstrangige
Molekule aufgetrennt. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und somit
eine Fluoreszenzabnahme detektiert. Da die doppelstrangige DNA von
spezifischen PCR-Produkten einen hdéheren Schmelzpunkt aufweist als
unspezifische Amplifikate, ist eine Unterscheidung moglich und es kdnnen
Verunreinigungen ausgeschlossen werden (Reed & Wittwer 2004; Schoiswohl
0.D.).

4.4.3 Schwellenwertzyklus

Die Auswertung der rt-qPCR erfolgt anhand der Schwellenwertzyklenwerte
(threshold cycle, CT). Der Ct-Wert wird als minimale Zyklusnummer definiert, bei
der die Fluoreszenz den festgesetzten Schwellenwert Uberschreitet (Brandl
2006). Wahrend der anfanglichen PCR-Zyklen veradndert sich das
Fluoreszenzsignal kaum. Dies definiert die Fluoreszenz-Baseline fur die
graphische Darstellung der Amplifikation. Ein festgesetzter Fluoreszenz-

Schwellenwert kann oberhalb der Baseline festgelegt werden.
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Ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz Uber die Baseline zeigt die Erkennung
des angereicherten Amplifikats an. Ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz wird
bei anfanglich hoher Kopienzahl des Nukleinsaureziels friher erfasst (Gibson et
al. 1996). Das Konzept der Schwellenfluoreszenz ist die Grundlage einer
genauen und reproduzierbaren Quantifizierung mit fluoreszenzbasierten PCR-
Methoden. Er ist ein relatives MaR fur die Konzentration des Ziels in der PCR-
Reaktion. Neben der Konzentration des Ziels beeinflussen viele weitere Faktoren
den Ct Wert (Thermo Fisher Scientific Inc. 2016). Daher kann man PCR-
Reaktionen, die unter unterschiedlichen Bedingungen laufen, nicht direkt

vergleichen (Higuchi et al. 1993).
4.4.4 Relative Quantifizierung

Zur Normierung der Genexpression des Nukleinsdureziels erfolgt die
Verrechnung der Rohdaten des PCR-Signals zunachst mit der delta-delta-CT-
Methode, welche auch als Livak Methode bekannt ist. Diese Methode dient der
relativen Quantifizierung der Zielgenexpression. Man bendtigt dementsprechend
keine Standardkurve wie bei einer absoluten Quantifizierung, sondern bezieht
das PCR-Signal auf das Signal der Housekeeper (Livak & Schmittgen 2001).
Housekeeper sind Gene, die in allen kernhaltigen Zelltypen vorhanden sind und
essenziell fir das Uberleben der Zelle sind. Die mRNA-Genexpression dieser
Gene gilt als stabil und auch wahrend Experimenten unbeeinflussbar (Thellin et
al. 1999; Pfaffl 2001). Zur Berechnung wird angenommen, dass die
Amplifikationseffizienz des Zielgens und des Housekeeper-Gens gleich ist. In
dieser Studie sind R2-Mikroglobulin (R2M), Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), 18S ribosomale RNA (18 Svedberg rRNA) und
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (hHPRT) die Housekeeper.

Die Pfaffl Methode bietet eine weitere Optimierung zur Quantifizierung, indem sie
zwei Modelle, u.a. auch die Livak Methode, kombiniert. Die bereits beschriebene
Livak Methode ist ausschlielBlich anwendbar, wenn die Amplifikationseffizienz
des Zielgens und der Housekeeper gleich ist. Die Pfaffl Methode berechnet das
relative  Expressionsverhaltnis auf Basis der PCR-Effizienz und
Kreuzungspunktabweichung der untersuchten Transkripte und bietet dadurch

minimale Fehlerquoten und zuverlassigere Ergebnisse (Pfaffl 2001).
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4.4.5 Primer

Tabelle 2 stellt eine Auflistung der Primer dar, die sowohl fur die PCR als auch
fur die rt-gPCR verwendet wurden. Zusatzlich wird die spezifische Annealing
Temperatur angegeben. Diese gibt die Temperatur an, bei welcher die Primer
sich wahrend der PCR an die spezifischen DNA-Abschnitte anlagern (Miller &
Prange 2016).

Tab. 2: Auflistung verwendeter Primer mit zugehériger Annealing Temperatur.

Bodewig (2023)

Primer Sequenz '.?.‘grr:]%a;:,r;?ur
h ASC as 5" CATGTCGCGCAGCACGTTA 3° i
h ASC s 5'CTTGGACCTCACCGACAA 3 o0C
h B2M as 5"AGCAAGCAAGCAGAATTTGGAA 3 .
h B2M s 5 TGGGATCGAGACATGTAAGCAG 3 b2 C
h GAPDH as 5 AGCTTCCCCTTCTCAGCCTT 3° .
h GAPDH s 5TGGTCACCAGGGCTGCTTTT 3 o0C
hiL1Bas 5 CTTCGAGGCACAAGGCACAA 3 .
hiL1Bs 5 TCCACTGGCGAGCTCAGGTA 3 o0c
h NLRP3 as 5 GCAGCAAACTGGAAAGGAAG 3 i
h NLRP3 s 5°CTTCTCTGATGAGGCCCAAG 3° o0C
h 18s as 5°"CCATCCAATCGGTAGTAGCG 3 i
h18ss 5°"GTAACCCGTTGAACCCCATT 3 o0C
h Caspase 1 as 5 TCTTCACTTCCTGCCCACAG 3° .\
h Caspase 1's 5" TTGAGCAGCCAGATGGTAGAG 3° ove
h AIM 2 as 5°"GACACTTCTGGACGGCTTCA 3° i
hAIM2s 5TGTGGCTGCTAGTAGTGAGAACC 3 o0C
h NLRC4 as 5 AGGGCTCGGCTATTGTCCTTT 3 .\
h NLRC4 s 5TGTGACCTTGCCCAGAACCC & o0C
h NLRP2 as 5"'TCCCCCACAAGGAGATGGCG 3° i
h NLRP2 s 5 AGAGGTGGTCGTTCTTTCCGT 3" o0C
h HPRT as 5" AGACGTTCAGTCCTGTCCAT 3° .

h HPRT s 5'CCTGGCGTVGTGATTAGTA 3° o0"c
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4.5 Proteinbestimmung mittels ELISA-Verfahren

Der Enyzme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein antikbrperbasiertes
Nachweisverfahren zur quantitativen Messung (Clark et al. 1986). Die
Durchfuhrung erfolgte nach Anleitung des Herstellers und wird im Folgenden
erlautert (BioVendor GmbH 2014).

Im ersten Schritt werden die Standardlésungen durch sukzessive Verdinnung
einer Stammlosung gewonnen. Die Stammlosung basiert auf dem
rekombinanten Protein Human Embryonic Kidney Cells 293 (HEK293). Die
hdchste Konzentration liegt bei 4 ng/ml und wird bis auf 0,125 ng/ml verdinnt.
Die Proben werden gemal Anleitung im Verhaltnis 1:2000 verdinnt. Im zweiten
Schritt erfolgt die Auftragung der Standards und Proben auf 96-Wells-
Mikrotiterplatten. In Abbildung 2 ist schematisch eine 96-Wells-Mikrotiterplatte
dargestellt. Die Spalten 1-12 und die Zeilen A-H stellen jeweils die Streifenplatten
dar. Die Auftragung der Standards in Spalte 1 und 2 ist gelb markiert. Der Blank
ist mit ,B“ markiert. Die schraffierten Felder stellen die unbekannten Proben eins

bis 40 dar, dabei wird jede Probe auf zwei Wells pipettiert.

Die Mikrotiterplatten sind mit polyklonalem Anti-Fetuin B Antikorper beschichtet.
Im dritten Schritt folgt eine Inkubation fir eine Stunde bei 25 °C auf einem
orbitalem Mikroplattenschuttler bei 300 U/min. In dieser Inkubationszeit bindet
das Antigen aus dem Serum (Fetuin-B) spezifisch an die Antikdrper auf der
Platte. Die Wells werden anschlielend im vierten Schritt mit einer Pufferlédsung
gefullt, durch welche die nicht gebundenen Anteile des Serums entfernt werden.
Dieser Waschschritt wird dreimal wiederholt. Im finften Schritt wird eine Ldosung
mit Biotin markiertem Anti-Fetuin-B Antikorper auf die Mikrotiterplatte pipettiert.
Die Antikdrper binden das bereits gebundene Fetuin-B. Es folgen die erneute
Inkubation auf dem Mikroplattenschittler und drei Waschschritte analog zu
Schritt vier. Im sechsten Schritt wird Meerrettichperoxidase (Streptavidin-
Horseradish Peroxidase Conjugate, HRP) als Immunkonjugat hinzugegeben und
es erfolgt eine Inkubation von 30 Minuten und die letzten drei Waschschritte
analog zu Schritt vier. Der gebundene Anteil des Antigens wird im siebten Schritt
mittels Zugabe der Substratidsung TMB (Tetramethylbenzidin) detektiert. Es
kommt zu einer Farbreaktion zwischen TMB und HRP. Die Reaktionslosung farbt
sich blau an. Im letzten, achten Schritt erfolgt die Zugabe einer Stopplésung, um
die Reaktion zu beenden. Es kommt zu einem Farbumschlag von blau nach gelb.
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Die optische Dichte/Absorption des gelben Endprodukts wird bei definierter

Wellenlange (450nm und 630nm als Referenz) mittels Photometrie gemessen.
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Abb. 2: Darstellung der 96-Wells-Mikrotiterplatte des ELISA-Kit inklusive
Probenauftragung. In Spalte 1-2 werden die Standards, in Spalte 3-12 die
unbekannten Proben pipettiert.

Zur Auswertung der unbekannten Proben wird eine Standardkurve erstellt. In
Abbildung 3 wird diese dargestellt. Die Absorptionswerte der Fetuin-B Standards
werden aus der Differenz von Messungen mit zwei Wellenlangen ermittelt. Die
gefundenen Werte werden auf der Ordinate gegen die jeweilige Fetuin-B
Konzentration auf der Abszisse in einer logarithmischen Skala aufgetragen. Im
Experiment kann eine beliebige Absorption bestimmt werden, die zwischen den
diskreten Werten der Standards liegt. Deshalb wird der Zusammenhang
zwischen Absorption und der Fetuin-B Konzentration durch ein Polynom 4.
Ordnung beschrieben, die durch die Methode der kleinsten quadratischen
Abweichung gefunden wird (Albrecht 2022).
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Standardkurve Fetuin-B ELISA

4,5

3,5

2,5

1,5

Absorption [A450 nm - A630 nm]
N

0,5

0,000 0,000 -0,048 0,193 0,368 0,601 1,128 2,179 3,659

Fetuin-B Konzentration [ng/ml]

Abb. 3: Standardkurve des Fetuin-B ELISA.

Die Sensitivitat, in diesem Fall die Nachweisgrenze, des verwendeten ELISA Kit
betragt 0,019 ng/ml (BioVendor GmbH 2014).

Die verwendeten Fetuin-B Antikérper sind spezifisch fir humanes Fetuin-B ohne
nachweisbare Kreuzreaktivitaten zu humanem Fetuin-A bei 100 pg/mL und
humanem Cystatin C bei 10 ug/ml (BioVendor GmbH 2014).

Der Intra-Assay Variationskoeffizient des verwendeten ELISA-Kit betragt laut
Hersteller zwischen 2,18 % und 5,19 % (BioVendor GmbH 2014).

Der Inter-Assay Variationskoeffizient betragt laut Hersteller zwischen 4,4 % und
6,09 % (BioVendor GmbH 2014).
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4.6 Messung der zellularen inflammatorischen und metabolischen
Parameter und Bestimmung des Hormonstatus

Zur Erhebung des zellularen Immunstatus wurde ein grof3es Blutbild inklusive
eines Differentialblutbildes im Zentrallabor des UKA erhoben. Hierbei wurden
Leukozyten und ihre verschiedenen Untergruppen, wie Lymphozyten und

Monozyten, bestimmt (siehe Kapitel 3.4).

Zusatzlich  erfolgte die Bestimmung der Serumkonzentration der
Inflammationsmarker CRP, IL-6, IL-10 und TNF-a (siehe Kapitel 3.4). Die
Konzentration von IL-10 und TNF-alfa war im Kollektiv so niedrig, dass sie beim
Grofteil der Patientinnen im Labor unter dem niedrigsten detektierbaren Wert

lag. Daher war keine Auswertung dieser beiden Werte moglich.

Der metabolische Status wurde anhand der Serumkonzentrationen von
Triglyzeriden, Insulin, Glukose und Harnsaure bestimmt. Zur Gradeinteilung einer
moglichen Insulinresistenz wurde der HOMA-Index bestimmt. Ab einem Cut-Off
Wert von 2,5 wurde eine hohe Wahrscheinlichkeit fur das Vorhandensein einer
Insulinresistenz angenommen (Matli 2020). In dieser Studie wiesen 20 Frauen
einen HOMA-Index >2,5 auf.

Der BMI wurde zur Gradeinteilung des Ubergewichts bestimmt. Er wurde als BMI
= Gewicht / GroRe?, [BMI] = [kg/m?] berechnet und lag im Kollektiv im Mittel bei
23,5 kg/m? [18,3 - 38,7 kg/m?] (Volkert 2006).

Im Rahmen der Hormonstatuserhebung zur Uberpriifung der Medikation wurden

Ostrogen, LH, Progesteron und RHCG im Zentrallabor gemessen.
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4.7 Beurteilung der weiblichen Fertilitat

Zur Beurteilung der weiblichen Fertilitat wurden in dieser Studie zwei Parameter
aus der Reproduktionsmedizin bestimmt, die Eizellreifung und die

Fertilisationsrate.

Die Eizellreifung wird nach der Eizellentnahme bestimmt und gibt die Anzahl der
ausgereiften Eizellen in der Metaphase Il (MII-EZ) im Verhaltnis zu der
Gesamtanzahl der entnommenen Eizellen an. Sie ist ein Malk fur die
Eizellqualitat, da ausschlief3lich regular ausgereifte Mll-Eizellen unmittelbar nach
Eizellenthahme mittels in-vitro-Verfahren befruchtet werden kénnen (Berendt
2007; Humeidan & Jank 2012).

Die Fertilisationsrate wird 16 - 18 Stunden nach Eizellbefruchtung (Insemination)
bestimmt und gibt die Anzahl der Eizellen im PN-Stadium (PN-EZ) im Verhaltnis
zu der Gesamtanzahl der entnommenen Eizellen an. Eizellen, welche das PN-
Stadium erreichen, zeigen eine erfolgreiche Insemination und Entwicklung an.
Qualitatskriterien sind unter anderem die GroRe, Anzahl und Symmetrie der
Vorkerne. Ordnungsgemal entwickelte Eizellen weisen 2 Vorkerne auf und

befinden sich nebeneinander im Zentrum der Eizelle (Greuner & Montag 2014).

Schwangerschaftsraten wurden nicht bestimmt, da der Fokus in dieser Studie auf

der Praimplantationsphase und der Eizellqualitat liegt.
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4.8 Statistik

4.8.1 Statistische Methoden

FUr jede Variable wurde jeweils das arithmetische Mittel (mean) und die
Standardabweichung (SD) berechnet. Die Standardabweichung dient als Maf fur
die Streuung der Daten (Collier & Collier 1921). Das arithmetische Mittel und die
Standardabweichung sind im Ergebnisteil graphisch dargestellt (siehe Abbildung
4,5)

4.8.2 Mittel der Statistik

Der Variationskoeffizient (coefficient of variation, CV) gibt das Verhaltnis von der
Standardabweichung zum Mittelwert aller Daten einer Stichprobe an (Kihimeyer
1970). Er wird berechnet als CV = SD/mean. Die Angabe des CV erfolgt in
Prozent (Kihlmeyer 1970). In dieser Arbeit erfolgte die Berechnung des CV, um
die Reproduzierbarkeit der Fetuin-B Messergebnisse anzugeben. Der Intra-
Assay Variationskoeffizient gibt die Reproduzierbarkeit zwischen den Wells
innerhalb einer Platte an. So wird sichergestellt, dass die Ergebnisse einer
Messung vergleichbar sind. Der Inter-Assay Variationskoeffizient gibt die
Reproduzierbarkeit zwischen Messungen, die an verschiedenen Tagen
durchgefuhrt worden sind, an (Reed et al. 2002).

4.8.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und die Darstellung der Graphen werden im
Ergebnisteil (siehe Kapitel 5) dargestellt. Sie erfolgten mittels der
Statistiksoftware GraphPad Prism 8 (Version 8.4.0 (455), February 20, 2020).

Der grolere Teil der Zusammenhangsbetrachtungen erfolgte wegen grofer
Streuung der Messdaten im Quartilsvergleich. In der Regel wurden zwei
Gruppen, Q1 und Q4, miteinander verglichen. Ein kleinerer Teil der
Zusammenhangsbetrachtungen erfolgte Uber Korrelationsanalysen, dabei

wurden maximal zwei Variablen in Korrelation gesetzt (siehe Abbildung 6).

Die erhobenen Daten wurden zunachst mittels Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung gepruft (Shapiro & Wilk 1965). Der Shapiro-Wilk-Test besitzt
eine hohe Teststarke bei kleinerem Stichprobenumfang und wurde daher

gegenuber dem Kolmogorov-Smirnov-Test bevorzugt (Razali & Wah 2011).
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Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurden parametrische Tests angewandt.
Bei dem Vergleich zweier unabhangiger Gruppen, beispielsweise im
Quartilsvergleich, wurde der ungepaarte t-Test verwendet (Cleophas &
Zwinderman 2016). Lag keine Normalverteilung vor, so wurden zur statistischen
Auswertung ausschlieB3lich nichtparametrische Tests verwendet. Der Wilcoxon
matched-pairs signed rank test wurde verwendet, wenn die Messdaten derselben
Gruppe zu zwei verschiedenen Zeitpunkten verglichen wurden (t1, t2) (Woolson
2007). Beim Vergleich zweier unabhangiger Gruppen wurde der Mann-Whitney-
U-Test angewandt (Nachar 2008). Fur den Zusammenhang zwischen
inflammatorischen und metabolischen Parametern wurden Korrelationsanalysen
erstellt. Da die Parameter fur die korrelativen Vergleiche nicht normalverteilt sind,
wurde der Rangkorrelationskoeffizient Spearman‘s Rho (r) zur Beurteilung der
Signifikanz der Zusammenhange zwischen zwei Variablen genutzt (Hauke &
Kossowski 2011). Die Interpretation der Effekistarke erfolgte anhand der
Richtlinien  einer  aktuellen  Meta-Analyse. Demnach  spricht ein
Rangkorrelationskoeffizient (r) von r = 0,15 fur einen schwachen, 0,25 fur einen
mittleren und 0,35 fur einen starken Zusammenhang (Gignac & Szodorai 2016).
Zusatzlich erfolgte bei Korrelationsbetrachtungen eine Regressionsanalyse im
Sinne einer linearen Regression mit Angabe des Bestimmtheitsmal} r? (Seber &
Lee 2012).

Die Korrelations- und Regressionsanalysen sind im Ergebnisteil dargestellt
(siehe Abbildung 6, 15). Ein zweiseitiger P-Wert von p < 0,05 wurde bei allen

Tests als statistisch signifikant gewertet.
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5. Ergebnisse

Die untenstehende Tabelle 3 stellt eine Gesamtubersicht der demographischen,
klinischen und metabolischen Merkmale, sowie die Transkriptions-Level der
Inflammasome des Studienkollektivs dar. Die erste Spalte stellt die gemessenen
Variablen dar. ,n“ reprasentiert die Anzahl der Messdaten. Die Messdaten
werden in der dritten Spalte als arithmetisches Mittel (mean) =+
Standardabweichung (SD) dargestellt. Das Durchschnittsalter der Patientinnen
liegt bei 33 Jahren mit einem durchschnittlichen BMI von 24,07 kg/m2. Im Mittel
liegt die Fertilisationsrate (PN-EZ/EZ gesamt) im Kollektiv bei 62,46 % und die

Eizellreifung (MII-EZ/EZ gesamt) bei 75 %.

Die Inflammationsmarker und metabolischen Marker lagen im Durchschnitt an t1
im Normbereich sowie an t2 im leicht erhdhten Bereich. Der HOMA Index lag im
Durchschnitt bei 2,57. Es zeigen sich insgesamt hohere Fetuin-B Werte an t2 als
an t1. Die Inflammasom-Genexpression von NIrp2 und 3 zeigt sich an t2 héher
als an t1, wohingegen die Inflammasom-Genexpression von Nirc4 an t2 niedriger

ist und die von Aim2 unverandert bleibt.

Tab. 3: Ubersicht klinischer und metabolischer Merkmale im Studienkollektiv.

Variable n mean = SD

Alter [y] 56 33,16 +4,13

EZ [n] 56 10,29 +7,53
injizierte EZ [n] 56 7,8 +6,17
PN-EZ [n] 56 5,14 + 3,87
Eizellreifung [%] 56 75 +28
Fertilisationsrate [%] o6 62,46 + 30,1
Fetuin-B [ng/ml] (t1) 56 3439,66 + 999,11
Fetuin-B [ng/ml] (t2) 54 4184,20 + 761,76
Caspase-Genexpression - t1 29 1,62 + 1,45
IL-1R-Genexpression - t1 29 0,59 +0,63
NIrp2-Genexpression - t1 47 1,12 + 1,41
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NIrp3-Genexpression - t1
NIrc4-Genexpression - t1

Aim2-Genexpression - t1

Caspase-Genexpression - t2

IL-13-Genexpression - 2
NIrp2-Genexpression - t2
Nlrp3-Genexpression - t2
NIrc4-Genexpression - t2
Aim2-Genexpression - t2
Leukozyten [abs/nl] - t1
Leukozyten [abs/nl] - t2
Lymphozyten [abs/nl] - t1
Lymphozyten [abs/nl] - t2
Neutrophile [abs/nl] - t1
Neutrophile [abs/nl] - 2
Monozyten [abs/nl] - t1
Monozyten [abs/nl] - t2
CRP [mg/I] - t1

CRP [mg/I] - t2

IL-6 [pg/ml] - t1

IL-6 [pg/ml] - t2

IL-10 [pg/ml] - t1

IL-10 [pg/ml] - t2
TNF-alfa [ng/I] - t1
TNF-alfa [ng/I] - t2
Triglyzeride [mg/dI] - t1

Glucose [mg/dl] - t1

47

47

47

29

29

47

47

47

47

56

56

56

56

56

56

56

56

56

56

56

56

56

56

56

54

56

56

1,26 1,11
1,19 £ 1,02

1,34 +1,3

24,94 + 34,29

1,21 +£1,34
0,4 £0,49

0,86 + 0,91
1,21 £ 1,54
2,02 +1,79
8,15+ 2,28
9,11 +£ 2,68
2,14 + 0,61
2,26 + 0,67
5,26 +1,83
5,99 + 2,41
0,52 +0,14
0,64 +0,19
2,53 +4,16
7,32 £7,94
2,26 +1,93
4,08 +4,32
534 +1,62
519+1,12
6 £2,01

6,08 + 2,49

114,39 + 45,01

87,18 +£9,27

37
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Harnsaure [mg/dl] - t1
Insulin [mU/1] - t1
HbA1c [%] - t1

BMI [kg/m?] - t1
HOMA Index - t1
RHCG [U/] - t1
RHCG [U/] - t2
Ostrogen [ng/l] - t1
Ostrogen [ng/l] - t2
LH [u/] - t1

LH [u/] - t2
Progesteron [ng/ml] - t1

Progesteron [ng/ml] - t2

55

56

55

56

56

56

56

56

56

55

55

56

56

4,35+ 1,02
11,63 £ 8,42

514 +£0,19
24,07 £+ 4,57
2,57 + 2,08

2,34 £2,01

38,46 + 40,56
2676,51 +1783,29
1102,47 £ 1010,41
2,3+ 2,66
0,63+0,75

0,93 +0,86

62,92 + 58,55

38
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5.1 Fetuin-B Serumkonzentration und Fertilitatsparameter

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen Fetuin-B und der Eizellqualitat
darzustellen, werden im Folgenden die Fertilisationsrate und die Eizellreifung
gegen die Fetuin-B Serumkonzentration aufgetragen. Die Ergebnisse der
Korrelationsanalyse zwischen Fetuin-B und der Fertilisationsrate und
Eizellqualitat sind in der untenstehenden Tabelle 4 dargestellt. Der p-Wert und

der Rangkorrelationskoeffizient Spearman’s Rho (r) werden angegeben.

Tab. 4: Korrelation zwischen Fetuin-B und Fertilitdtsparametern.

Parameter (n = 56) Fertilisationsrate [%] Eizellreifung [%]
p r p r

Fetuin-B [ng/ml] — t1 0.84 -0.05 0.83 0.01

Fetuin-B [ng/ml] — 12 0.73 -0.08 0.95 0.01

Aufgrund des kleinen Kollektivs erfolgte die Auftragung der Fertilisationsrate und
Eizellreifung im nachsten Schritt im Quartilsvergleich. Im Quartilsvergleich der
Fertilitatsparameter mit der Fetuin-B Serumkonzentration an t1 und t2 zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede oder Trends. Eine hohe Eizellqualitat wurde in
den folgenden Abbildungen mit der Farbe Grin markiert, eine niedrigere

Eizellqualitat mit der Farbe Rot.

Das Saulendiagramm in Abbildung 4 zeigt einen Quartilsvergleich zwischen der
Eizellreifung und der Fetuin-B Serumkonzentration an t1. Statistisch lasst sich

mittels Mann-Whitney-U-Test kein signifikanter Unterschied finden (p = 0.88).

Das Saulendiagramm in Abbildung 5 zeigt einen Quartilsvergleich zwischen der
Fertilisationsrate und der Fetuin-B Serumkonzentrationen an t1. Statistisch lasst

sich mittels ungepaartem t-Test kein signifikanter Unterschied finden (p = 0.84).

Im  Quartilsvergleich  der  Fertilitatsparameter und der  Fetuin-B
Serumkonzentration an t2 liegt der zweiseitige p-Wert fur die Eizellreifung bei p
= 0.54 und fur die Fertilisationsrate bei p = 0.76. Die statistische Signifikanz

wurde mittels Mann-Whitney-U-Test ermittelt.
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Abb. 4: Quartilsvergleich der Eizellreifung und der Fetuin-B Serumkonzentration an t1.
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Abb. 5: Quartilsvergleich der Fertilisationsrate und der Fetuin-B Serumkonzentration an
t1.
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Die in Tabelle 5 prasentierten Ergebnisse zeigen einen Quartilsvergleich von
Fetuin-B im Zusammenhang mit den Charakteristika der Studienteilnehmerinnen.
Die erste Spalte stellt die erhobenen metabolischen und klinischen Variablen dar.

Das erste und vierte Quartil der Messdaten werden jeweils in der dritten Spalte

als mean + SD dargestellt. Es werden die Daten zum Messzeitpunkt t1 dargestellt.
Der p-Wert wurde bei gegebener Normalverteilung mittels ungepaartem t-Test
berechnet. Bei Verletzung der Normalverteilung wurde der Mann-Whitney-U-Test

angewandt.

Es zeigt sich, dass Frauen im obersten Quartil (Q4) fur Fetuin-B signifikant
héhere Werte in mehreren biologischen Markern aufweisen. Insbesondere ist zu
beobachten, dass Frauen mit hohem Fetuin-B (Q4) eine signifikant hohere
Anzahl an Eizellen aufweisen. Dies betrifft sowohl die Gesamtzahl der Eizellen
als auch die Anzahl der injizierten Eizellen und der Eizellen im PN-Stadium.
Dartber hinaus wurde festgestellt, dass diese Frauen erhdhte Werte flir CRP,
Triglyceride und NLRP3-Expression haben. Auch der HOMA-Index war in dieser
Gruppe signifikant hoher.

Zwischen dem Alter der Patientinnen und der Eizellzahl ergibt sich ein negativer
Trend (p = 0.057, r = -0,26).
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Tab. 5: Charakteristika der Studienteilnehmerinnen entsprechend der Fetuin-B
Serumkonzentration im Quartilsvergleich zum Messzeitpunkt t1.

Fetuin-B Quatrtile [ng/ml]

42

Variable 1. Quartil (n=14) 4. Quartil(n=14) p-Wert
Alter [y] 32,6 + 3,96 33,79 +3,8 0.52
BMI [kg/m?] 22,68 +3,43 26,26 + 5,82 0.33
EZ gesamt [n] 6,29 +4,04 12,64 + 5,68 0.006**
Inj. EZ [n] 4,64 +3,13 10,54 +4,92 0.004**
PN-EZ [n] 3,14 +2,39 6,92 + 3,81 0.01*
Eizellreifung [%] 80,45 + 18,49 82,73 +13,62 0.91
Fertilisationsrate [%)] 66,49 + 30,16 66,96 + 19,54 0.45
Leukozyten [abs/nl] 6,88 +1,63 9,25 +2,81 0.29
Monozyten [abs/nl] 0,47 + 0,09 0,55 +0,17 0.71
CRP [mg/dl] 0,79 +0,55 4,13 + 5,09 0.01*
IL-6 [pg/ml] 1,53 +0,09 3,1+238 0.12
HOMA-IR 1,93 +0,65 3,89 +2,8 0.03*
Triglyzeride [mg/dl] 86,29 + 27,69 91 +11,24 0.002**
Nuchtern-Insulin [mU/1] 8,87 +2,93 17,12 +10,98 0.14
Nuchtern-Glukose [mg/dl] | 83,93 + 6,31 91 +11,24 0.01*
HbA1c [%] 512 +0,15 5,22 +0,09 0.29
NIrp2-Genexpression 0,53 +0,62 1,36 + 1,42 0.59
NIrp3-Genexpression 0,77 + 0,67 1,48 + 0,94 0.047*
NIrc4-Genexpression 0,76 + 0,54 1,31 +1 0.54
Aim2-Genexpression 1+0,84 1,44 + 0,70 0.42

*p < 0.05, **p < 0.01
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5.2 Fetuin-B Serumkonzentration und Anzahl enthommener Eizellen

Im Folgenden wird die Fetuin-B Serumkonzentration gegen die Anzahl bei der
Follikelpunktion enthommener Eizellen aufgetragen. Es resultiert ein positiver
Zusammenhang zwischen Fetuin-B  und der Eizellzahl an beiden

Messzeitpunkten.

Abbildung 6 zeigt ein Streudiagramm, das den positiven Kkorrelativen
Zusammenhang zwischen der Fetuin-B Serumkonzentration an t2 und der
Anzahl entnommener Eizellen darstellt. In der Punktewolke liegt die
Regressionsgerade einer linearen Einfachregression [r> = 0,13]. Die statistische
Signifikanz wurde mit dem Spearman Test ermittelt (Spearman r = 0,44, p =
0.0008). Der Rangkorrelationskoeffizient spricht fur eine starke Korrelation. Zum
Messzeitpunkt t1 ist der korrelative Zusammenhang zwischen der Fetuin-B
Serumkonzentration und der Anzahl enthommener Eizellen ebenso statistisch
signifikant (r = 0,3, p = 0.02).
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Abb. 6: Korrelation zwischen der Fetuin-B Serumkonzentration an t2 und der Anzahl
entnommener Eizellen.
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5.3 Metabolisch-inflammatorischer Status im Zusammenhang mit
Fertilitatsparametern

In diesem Kapitel werden die Fertilisationsrate und die Eizellreifung sowohl mit
den zellularen und molekularen inflammatorischen Parametern als auch mit den

metabolischen Parametern im Zusammenhang betrachtet.
5.3.1 Eizellreifung und NLRC4-Genexpression

In der untenstehenden Tabelle 6 werden zunachst die Ergebnisse der
Korrelationsanalyse zwischen der Inflammasomexpression und der Eizellreifung
dargestellt. Der p-Wert (p) und der Rangkorrelationskoeffizient Spearman’s Rho

(r) werden angegeben.

Tab. 6: Korrelation zwischen der Eizellreifung und der Inflammasomexpression.

Parameter (n_2 = 47) Eizellreifung [%]

p r
NLRP2-Genexpression - t1 0.44 -0.056
NLRP3-Genexpression - t1 0.12 -0.10
NLRC4-Genexpression - t1 0.44 -0.29
AIM2-Genexpression - t1 0.55 -0.16

Abklrzungen: r = Spearman’s Rho, *p < 0.05, **p < 0.01
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Die Eizellreifung und die Genexpression der vier Inflammasome NLRP2, NLRP3,

NLRC4 und AIM2 werden im Folgenden im Quartilsvergleich betrachtet.

Abbildung 7 zeigt vier Saulendiagramme, welche jeweils die Quartilsvergleiche
von der Eizellreifung (MII-EZ/EZ gesamt) zu NLRP2 (A), NLRP3 (B), NLRC4 (C)
und AIM2 (D) zum Messzeitpunkt t1 darstellen. Statistisch zeigt sich mittels
Mann-Whitney-U-Test ein signifikanter Quartilsunterschied bei NLRC4 (C) (p =
0.02). Im Quartilsvergleich weisen Frauen mit einer niedrigen Eizellreifung (Q1 <
70 %) eine hohere NLRC4-Genexpression auf als Frauen mit einer hohen
Eizellreifung (Q4 = 100 %). AulRerdem lasst sich ein allgemeiner negativer Trend
von einer hoheren Inflammasom-Expression bei einer niedrigeren Eizellreifung
(< 70 %) beobachten.

Zum Messzeitpunkt t2 zeigt sich kein Trend. Da die Inflammasomdaten
ausschlieBBlich bei n_2 = 47 Patientinnen erhoben wurden, betragt die

GruppengrofRe der Quartile jeweils n_2q = 12.
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Abb. 7: Verteilung von gereiften Eizellen und Inflammasom: Vergleich der Quartile Q1
und Q4 im Saulendiagramm.

Die Hohe der Saulen gibt die Starke der Inflammasom-Expression an t1 an.
Q1 steht fur die Gruppe von Frauen mit einer niedrigen Eizellreifung (Q1 < 70 %),
Q4 steht fiir die Gruppe mit einer hohen Eizellreifung (Q4 = 100 %).



5. Ergebnisse 47

5.3.2 Fertilitatsparameter und metabolisch-inflammatorischer Status

Im Folgenden wird die Fertilisationsrate gegen metabolische und
inflammatorische Parameter aufgetragen. Die Ergebnisse der
Korrelationsanalyse zwischen der Fertilisationsrate (PN-EZ/ EZ gesamt) und
dem HOMA-Index und der Monozytenzahl sind in der untenstehenden Tabelle 7
dargestellt. Der p-Wert (p) und der Rangkorrelationskoeffizient Spearman’s Rho

(r) werden angegeben.

Tab. 7: Korrelation zwischen der Fertilisationsrate und dem HOMA-Index und der

Monozytenzahl.
Parameter (n = 56) Fertilisationsrate [%]
p r
HOMA-Index 0.87 -0.16
Monozyten [abs/nl] — t1 0.07 -0.14
Monozyten [abs/nl] — t2 0.01* -0.22

*p < 0.05, **p < 0.01
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Im darauffolgenden Quartilsvergleich zeigt sich ein negativer Trend zwischen der
Fertilisationsrate und dem HOMA-Index. AuRerdem zeigt sich ein negativer

Trend zwischen der Fertilisationsrate und der Monozytenzahl an t2.

Das Saulendiagramm in Abbildung 8 stellt den Quartilsvergleich der
Fertilisationsrate mit dem HOMA-Index am Messzeitpunkt t1 dar. Es lasst sich
ein negativer Trend erkennen, welcher eine hohere Fertilisationsrate mit einem
niedrigeren HOMA-Index assoziiert. Statistisch lasst sich mittels Mann-Whitney-

U-Test kein signifikanter Unterschied erkennen (p = 0.2).

Zwischen BMI und Fertilisationsrate zeigt sich kein statistisch signifikanter

Unterschied im Quartilsvergleich (p = 0.99).
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Abb. 8: Quartilsvergleich der Fertilisationsrate und des HOMA Index an t1.
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Abbildung 9 =zeigt ein Saulendiagramm, das den Quartilsvergleich der
Fertilisationsrate mit der Monozytenzahl an t2 darstellt. Es Iasst sich ein negativer
Trend erkennen. Frauen mit niedriger Monozytenzahl zeigen hohere
Fertilisationsraten. Statistisch lasst sich mittels Mann-Whitney-U-Test jedoch

kein signifikanter Unterschied erkennen (p = 0.06).
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Abb. 9: Quartilsvergleich der Fertilisationsrate und der Monozytenzahl an t2.

Es findet sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den
Fertilitatsparametern Eizellreifung und Fertilisationsrate und zellularen
inflammatorischen (Leukozyten, CRP) und metabolischen Parametern (HOMA.-

Index, Triglyzeride).
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5.4 Inflammatorischer Status und Fetuin-B
5.4.1 Inflammatorische Parameter auf molekularer Ebene und Fetuin-B

Die  Ergebnisse der Korrelationsanalyse zwischen der Fetuin-B
Serumkonzentration und der Genexpression der vier Inflammasome NLRP2,
NLRP3, NLRC4 und AIM2 zu t1 werden zunachst in der untenstehenden Tabelle
8 dargestellt. Der p-Wert (p) und der Rangkorrelationskoeffizient Spearman’s
Rho (r) werden angegeben. Anschlielend erfolgt die Betrachtung oben

genannter Parameter im Quartilsvergleich.

Tab. 8: Korrelation zwischen der Fetuin-B und der Inflammasomexpression.

Parameter (n_2 = 47) Fetuin-B [ng/ml]

p r
NLRP2-Genexpression - t1 0.63 0.14
NLRP3-Genexpression - t1 0.11 0.33
NLRC4-Genexpression - t1 0.52 0.13
AIM2-Genexpression - t1 0.64 0.13

*p < 0.05, **p < 0.01

Abbildung 10 zeigt vier Saulendiagramme, welche jeweils die Quartilsvergleiche
von Fetuin-B zu NLRP2 (A), NLRP3 (B), NLRC4 (C) und AIM2 (D) zum
Messzeitpunkt t1 darstellen. Im Quartilsvergleich zu NLRP3 (B) zeigt sich eine
erhohte Genexpression bei hoheren Fetuin-B Serumkonzentrationen (Q4 > 4170
ng/ml). Mittels ungepaartem t-Test findet sich ein statistisch signifikanter
Unterschied (p = 0.046). Der Quartilsvergleich zwischen Fetuin-B und der
Genexpression der Inflammasome NLRP2, NLRC4 und AIM2 zeigt einen Trend
von hohen Fetuin-B Serumkonzentrationen zu einer hohen Genexpression. Es
lasst sich mittels Mann-Whitney-U-Test und ungepaartem t-Test jedoch kein
weiterer signifikanter Unterschied finden. Im Quartilsvergleich von Zytokin IL-13
(p = 0.44) und Caspase-1 (p = 0.27) mit der Fetuin-B Serumkonzentration zeigt

sich mittels Mann-Whitney-U-Test kein statistisch signifikanter Unterschied.
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Abb. 10: Quartilsvergleich der Inflammasom-Genexpression (NLRP2, NLRP3, NLRC4,
AIM2) und der Fetuin-B Serumkonzentration an t1.
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5.4.2 Inflammatorische Parameter auf zellularer Ebene und Fetuin-B

Im Folgenden werden die Fetuin-B Serumkonzentration und die zellularen
inflammatorischen Parameter CRP und Leukozytenzahl gegeneinander

aufgetragen.

Abbildung 11 zeigt ein Streudiagramm, das den positiven Kkorrelativen
Zusammenhang zwischen der Fetuin-B Serumkonzentration und der
Leukozytenzahl zum Messzeitpunkt t1 darstellt. In der Punktewolke liegt die
Regressionsgerade einer linearen Einfachregression (r? = 0,09). Die statistische
Signifikanz wurde mit dem Spearman Test ermittelt (Spearman r = 0,35). Der
Rangkorrelationskoeffizient spricht flr eine starke Korrelation. Der zweiseitige p-
Wert liegt bei p = 0.005. Zum Messzeitpunkt t2 ist der korrelative Zusammenhang
zwischen der Fetuin-B Serumkonzentration und der Leukozytenzahl ebenso
statistisch signifikant (r = 0,35, p = 0.009).
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Abb. 11: Korrelation zwischen der Fetuin-B Serumkonzentration und der
Leukozytenzahl an t1.

Eigene Darstellung nach Hangen et al. (2020)
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Abbildung 12 =zeigt ein Streudiagramm, das den positiven Kkorrelativen
Zusammenhang zwischen der Fetuin-B Serumkonzentration und der CRP-
Serumkonzentration zum Messzeitpunkt t1 darstellt. In der Punktewolke liegt die
Regressionsgerade einer linearen Einfachregression (r? = 0,16). Die statistische
Signifikanz wurde mit dem Spearman Test ermittelt (Spearman r = 0,28). Der
Rangkorrelationskoeffizient spricht flr eine mittelstarke bis starke Korrelation.
Der zweiseitige p-Wert liegt bei p = 0.04. Zum Messzeitpunkt t2 ist der korrelative
Zusammenhang zwischen der Fetuin-B Serumkonzentration und der CRP-

Serumkonzentration ebenso statistisch signifikant (r = 0,58, p < 0.0001).

Auch das Zytokin Interleukin-6 korreliert zu beiden Messzeitpunkten signifikant
positiv mit der Fetuin-B Serumkonzentration [t1: r = 0,38, p = 0.004; t2: r = 0,55,
p < 0.0001]. Je hoher die Fetuin-B Serumkonzentration, desto hoher die
Inflammationsmarker CRP, Leukozytenzahl und IL-6. Am Messzeitpunkt t2
korreliert aullerdem die Monozytenzahl schwach positiv mit der Fetuin-B

Serumkonzentration [r = 0,28].
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Abb. 12: Korrelation zwischen der Fetuin-B und der CRP Serumkonzentration an t1.

Eigene Darstellung nach Hangen et al. (2020)
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5.5 Metabolischer Status und Fetuin-B

Im Folgenden erfolgt die Betrachtung des metabolischen Status und der Fetuin-
B Serumkonzentration. Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse zwischen Fetuin-
B und dem HOMA-Index und dem BMI werden in der untenstehenden Tabelle 9
dargestellt. Der p-Wert (p) und der Rangkorrelationskoeffizient Spearman’s Rho

(r) werden angegeben.

Tab. 9: Korrelation zwischen Fetuin-B und dem HOMA-Index und dem BMI.

Parameter (n = 56) Fetuin-B [ng/ml]

p r
HOMA-Index 0.002** 0.34
BMI [kg/m?] 0.06 0.25

*p < 0.05, **p < 0.01
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Abbildung 13 zeigt ein Saulendiagramm, das den Quartilsvergleich zwischen
dem HOMA-Index und der Fetuin-B Serumkonzentration zum Messzeitpunkt t1
darstellt. Die Gruppe mit niedrigeren HOMA-Indices (Q1 < 1,4) weist im Vergleich
signifikant niedrigere Fetuin-B Werte auf als die Gruppe mit hdheren HOMA-
Indices (Q4 > 2,8). Die statistische Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test ermittelt (p = 0.004).
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Abb. 13: Quartilsvergleich der Fetuin-B Serumkonzentration und des HOMA Index an
t1.
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Abbildung 14 zeigt ein Saulendiagramm, das den Quartilsvergleich der BMI und

Fetuin-B Werte zum Messzeitpunkt t1 darstellt. Es zeigt sich ein positiver Trend
zwischen hoheren BMI Werten und hoheren Fetuin-B Serumkonzentrationen.

Mittels Mann-Whitney-U-Test zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied
(p = 0.26).
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Abb. 14: Quartilsvergleich der Fetuin-B Serumkonzentration und des BMI an t1.
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Die Insulin- und die Triglyzerid Serumkonzentrationen weisen signifikant positive

Korrelationen zum Zeitpunkt t1 mit der Fetuin-B Serumkonzentration auf.

Abbildung 15 zeigt ein Streudiagramm (A), das den positiven korrelativen
Zusammenhang zwischen der Fetuin-B und der Insulin Serumkonzentration zum
Messzeitpunkt t1 darstellt. In der Punktewolke liegt die Regressionsgerade einer
linearen Einfachregression (r> = 0,18). Die statistische Signifikanz wurde mit dem
Spearman Test ermittelt (Spearman r = 0,35). Der Rangkorrelationskoeffizient

spricht fUr eine mittlere bis starke Korrelation. Der zweiseitige p-Wert liegt bei p
= 0.0083.

Aulerdem ist ein Saulendiagramm (B) abgebildet, das den Quartilsvergleich
zwischen der Fetuin-B und der Insulinkonzentration an t1 darstellt. Mittels Mann-

Whitney-U-Test Iasst sich ein statistisch signifikanter Unterschied berechnen (p
=0.004).
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Abb. 15: Fetuin-B und Insulin Serumkonzentration im korrelativen Zusammenhang
(links) und im Quartilsvergleich (rechts) an t1.
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Abbildung 16 zeigt ein Streudiagramm (A), das den positiven korrelativen
Zusammenhang zwischen der Fetuin-B Serumkonzentration und der
Triglyzeridzahl zum Messzeitpunkt t1 darstellt. In der Punktewolke liegt die
Regressionsgerade einer linearen Einfachregression (r? = 0,15). Die statistische
Signifikanz wurde mit dem Spearman Test ermittelt (Spearman r = 0,4). Der
Rangkorrelationskoeffizient spricht flr eine starke Korrelation. Der zweiseitige p-
Wert liegt bei p = 0.0024.

Zudem ist ein Saulendiagramm (B) abgebildet, das den Quartilsvergleich
zwischen Fetuin-B und der Triglyzeridzahl zu t1 darstellt. Mittels ungepaartem t-

Test lasst sich ein statistisch signifikanter Unterschied berechnen (p = 0.0024).
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Abb. 16: Fetuin-B und Triglyzerid Serumkonzentration im korrelativen Zusammenhang
(links) und im Quartilsvergleich (rechts) an t1.

Eigene Darstellung nach Hangen et al. (2020)
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5.6 Fetuin-B im zeitlichen Verlauf

Im Mittel liegen die Fetuin-B Serumkonzentrationen am Messzeitpunkt t1 bei
3440 ng/ml mit einer Standardabweichung von 999 ng/ml und einem
Variationskoeffizienten von 28,6 %. Der Mittelwert der Fetuin-B Werte an
Messzeitpunkt t2 liegt bei 4184 ng/ml mit einer Standardabweichung von 762

ng/ml und einem Variationskoeffizienten von 18,5 %.

Abbildung 17 zeigt einen Box-Plot. Die Median-Differenz der Fetuin-B
Serumkonzentrationen des Kollektivs unterscheiden sich vor und nach
Follikelpunktion statistisch signifikant (p < 0.001). Die statistische Signifikanz

wurde mittels Wilcoxon matched-pairs signed rank test ermittelt.
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Abb. 17: Vergleich der Fetuin-B Serumkonzentrationen an t1 und t2.

Eigene Darstellung nach Hangen et al. (2020)
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5.7 Korrelationsanalyse zwischen HOMA-Index und metabolisch-
inflammatorischen Parametern

Die unten aufgefuhrte Tabelle 10 stellt eine Korrelationstabelle dar. Es werden
korrelative Zusammenhange zwischen der abhangigen Variable HOMA-Index
und den unabhangigen Variablen BMI, CRP-Serumkonzentration, Triglyzerid-
Serumkonzentration, Leukozyten- und Monozytenzahl zum Messzeitpunkt t1
dargestellt. Die unabhangigen Variablen werden in der ersten Spalte dargestellt.
Die zweite Spalte gibt das arithmetische Mittel (mean) und die dritte Spalte die
Standardabweichung (SD) der unabhangigen Variablen an. In der vierten Spalte
,HOMA-Index“ werden die Ergebnisse der Korrelationsanalyse angegeben. Die
obere Zahl gibt den Rangkorrelationskoeffizienten Spearman’s Rho (r) an. Ein
zweiseitiger p-Wert von p < 0.001 wird mit ,** hinter dem
Rangkorrelationskoeffizient gekennzeichnet, ein zweiseitiger p-Wert von p <
0.005 wird mit ,**“ gekennzeichnet. In eckigen Klammern ist das 95%-
Konfidenzintervall angegeben. Alle dargestellten Rangkorrelationskoeffizienten

sprechen fur einen starken korrelativen Zusammenhang (r > 0,35).

Tab. 10: Korrelationstabelle zwischen HOMA-Index und metabolisch-inflammatorischen

Parametern.

Unabhéngige Variable (mean) SD HOMA-Index

BMI [kg/m?] 24,1 4,6 42
[17,.62]

CRP [mg/1] 4,1 6 45
[21, .64]

Triglyzeride [mg/dI] 114 45 .38**
[12,.59]

Leukozyten [abs/nl] 9,2 2,6 43***
[18, .63]

Monozyten [abs/nl] 0,6 0,2 .40**

[14, .61]



5. Ergebnisse 61

5.8 Korrelationsanalyse zwischen BMI und metabolisch-inflammatorischen
Parametern

Es resultieren signifikante Zusammenhange zwischen dem BMI und
inflammatorischen Parametern. Die CRP-Serumkonzentration (Spearman r =
0,72, p < 0.0001) und die Leukozyten- (Spearman r = 0,4, p = 0.0025) und
Monozytenzahl (Spearman r = 0,29, p = 0.0068) korrelieren an Messzeitpunkt t1

statistisch signifikant mit dem BMI.

Abbildung 18 =zeigt ein Streudiagramm, das den positiven Kkorrelativen
Zusammenhang zwischen dem BMI und der CRP Serumkonzentration zum
Messzeitpunkt t1 darstellt. In der Punktewolke liegt die Regressionsgerade einer
linearen Einfachregression (r? = 0,63). Die statistische Signifikanz wurde mit dem
Spearman Test ermittelt (Spearman r = 0,72). Der Rangkorrelationskoeffizient

spricht fur eine starke Korrelation.
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Abb. 18: Korrelation zwischen dem BMI und der CRP Serumkonzentration an t1.
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Abbildung 19 =zeigt ein Streudiagramm, das den positiven Kkorrelativen
Zusammenhang zwischen dem BMI und der Leukozytenzahl zum Messzeitpunkt
t1 darstellt. In der Punktewolke liegt die Regressionsgerade einer linearen
Einfachregression (r*> = 0,15). Die statistische Signifikanz wurde mit dem
Spearman Test ermittelt (Spearman r = 0,4). Der Rangkorrelationskoeffizient

spricht fur eine starke Korrelation.
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Abb. 19: Korrelation zwischen dem BMI und der Leukozytenzahl an t1.

Auch zwischen BMI und metabolischen Parametern zeigen sich signifikante
Korrelationen. Insulin (p = 0.0016) und Harnsaure (p = 0.0012) weisen am

Messzeitpunkt t1 positive Korrelationen mit dem BMI auf.



6. Diskussion 63
6. Diskussion

6.1 Zusammenhang zwischen Fetuin-B und Fertilitaitsparametern

Eine ordnungsgemalie Eizellreifung ist die Voraussetzung flr eine erfolgreiche
Befruchtung und wird mit einer hohen Eizellqualitdt und Fertilisationsrate
assoziiert (Navot et al. 1991; Hourvitz et al. 2009; Fang et al. 2019). Metabolische
Dysbalancen kdnnen Storungen von Stoffwechselsignalen und die Ausschuttung
proinflammatorischer Botenstoffe induzieren und somit die Eizellqualitat negativ
beeinflussen (Shorakae et al. 2015; Wang et al. 2021).

Fetuin-B ist ein hepatisches Zytokin, welches als Akut-Phase-Protein im
metabolisch-inflammatorischen Kontext diskutiert wird und im in vitro Experiment
die Glukosetoleranz beeinflusst (Meex et al. 2015). Daher bestand die
Hypothese, dass hohe Fetuin-B Serumkonzentrationen durch ihren Einfluss auf
den metabolischen Haushalt in negativem Zusammenhang mit den
Fertilitatsparametern stehen. Die Ergebnisse der Studie zeigten jedoch keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Fertilisationsrate und der
Eizellreifung zur Fetuin-B Serumkonzentration im Quartilsvergleich (Abbildung 4,
5). Zu Beginn dieser Studie war in der Reproduktionsklinik des UKA die
Beobachtung gemacht worden, dass hohe Fetuin-B Konzentrationen mit
niedrigen Fertilisationsraten auftraten (Hangen et al. 2020). Dieser Trend konnte
jedoch in der finalen Auswertung der Daten nicht bestatigt werden. Weiter wurde,
im Gegensatz zu den Forschungsergebnissen von Fang et al. (2019), auch kein
Zusammenhang zwischen niedrigen Fetuin-B Konzentrationen und niedrigen
Fertilisationsraten beobachtet. Es ist moglich, dass die metabolischen und
inflammatorischen Dysbalancen im Patientenkollektiv zu gering waren, um
deutliche Effekte zu sehen. Der durchschnittliche BMI lag im Kollektiv mit einem
Wert von 23 kg/m? im Normbereich. Auch die zellularen inflammatorischen
Parameter lagen im Mittel zu beiden Zeitpunkten im Normbereich. Zudem ware
eine erneute Uberprifung mit groRerer Kohorte oder zuséatzlichen
Fertilitatsparametern bei der hohen Streuung der Daten denkbar. Die
Verwendung von Fetuin-B als Prognoseparameter fur einen ART-Erfolg ist bis

dahin bei dem aktuellen Stand der Forschung nicht indiziert.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Fetuin-B Serumkonzentration nach Follikelpunktion (t2) und der Anzahl
entnommener Eizellen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 6). Dieses
Ergebnis wirde die These von Floehr et al. (2016) unterstitzen, dass nicht die
absoluten Fetuin-B Konzentrationen entscheidend sind, sondern dass der
Anstieg von Fetuin-B zu Beginn der Stimulationstherapie aus (eher) niedrigen
Werten in hohe Konzentrationen kurz vor der Ovulation (Follikelpunktion), auf
eine gute Fertilisation hinweist. Der Anstieg der Fetuin-B Konzentrationen
zwischen t1 und t2 zeigte in diesem Kollektiv keinen korrelativen Zusammenhang
zur Eizellqualitat, was vermutlich daran liegt, dass der Messzeitpunkt t1 kurz vor

Ende der Stimulation liegt.

In dieser Studie zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Fetuin-B
Serumkonzentrationen im Behandlungsverlauf zwischen Ovulationsinduktion
und Embryotransfer (siehe Abbildung 17). Im Rahmen der Stimulation steigt
Estradiol und somit auch Fetuin-B an. Periovulatorisch ist somit die maximale

Konzentration zu erwarten (Orellana-Guerrero et al. 2022).
6.2 Niedrige NLRC4-Genexpression bei hoher Eizellreifung

Inflammasome sind intrazellulare Proteinkomplexe, die zum angeborenen
Immunsystem gehodren und wichtige Signalfaktoren darstellen (Martinon et al.
2002). Sie kdonnen unter anderem durch metabolische Ausloser aktiviert werden

und systemische Metainflammationen induzieren (Skeldon et al. 2014).

Erstmals erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine gemeinsame Betrachtung der
Inflammasome NLRP2, NLRP3, NLRC4 und AIM2 und der Eizellreifung. Hierbei
konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang der NLRC4-Genexpression
im Serum zu der Eizellreifung (MII-EZ/EZ gesamt) im Quartilsvergleich gezeigt
werden (siehe Abbildung 7). Frauen mit einer niedrigen Eizellreifung (Q1 <70 %)
wiesen eine hohere NLRC4-Genexpression auf als Frauen mit einer hohen
Eizellreifung (Q4 = 100 %). Bei den restlichen Inflammasome (NLRP2, NLRP3,
AIM2) stellte sich ein Trend zwischen einer hohen Eizellreifung und niedriger
Inflammasom-Genexpression heraus. In Bezug auf die Fertilisationsrate zeigte
sich kein Zusammenhang zu der Inflammasom-Genexpression. Es ist bekannt,
dass die NLRC4-Expression durch proinflammatorische Stimuli wie TNF-o

hochreguliert wird (Gutierrez et al. 2004).
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AuRerdem wird NLRC4 zunehmend mit autoimmunen Erkrankungen assoziiert
(Romberg et al. 2017). Hierbei wird unter anderem eine Dysregulation des
Inflammasoms, im Sinne einer Uberexpression, als Ursache der Pathogenese
von Autoimmunerkrankungen diskutiert (Addobbati et al. 2018; Soares et al.
2019). Es ware interessant zu uberprufen, wie Inflammasome, insbesondere
NLRC4, im Ovar wirken und wodurch sie aktiviert werden. Zum Zeitpunkt der
Anfertigung dieser Arbeit konnte keine Publikation gefunden werden, in welcher
ein Zusammenhang zwischen der NLRC4-Genexpression und der Eizellreifung
beschrieben wurde. Eine erhohte NLRP3-Genexpression wurde beispielsweise
bei chronischen Erkrankungen wie der Endometriose oder dem PCOS in der
Follikelflussigkeit gefunden und mit einer schlechteren Eizellqualitat assoziiert
(Wang et al. 2020; Fonseca et al. 2023). Navarro-Pando et al. (2021)
beobachteten auRerdem eine erhdhte ovarielle NLRP3-Genexpression im Alter.
Sie schlussfolgerten, dass die damit verbundene Inflammation im Ovar zu einem

vorzeitigen Altern der Eizellen fuhrt.

Da die Ergebnisse dieser Studie keine kausalen Zusammenhange darstellen,

sollten zukiinftige Studien eine Uberpriifung erbringen.
6.3 Trends von Fertilisationsrate mit HOMA-Index und Monozytenzahl

Die Insulinresistenz beschreibt eine verminderte Wirkung von Insulin auf den
Stoffwechsel und wird klinisch anhand des HOMA-Index diagnostiziert (Muller et
al. 2007; Matli 2020). Mehrere Studien haben den Einfluss einer bestehenden
Insulinresistenz auf die Fertilitdt der Frau untersucht (Sakumoto et al. 2010;
Diamanti-Kandarakis & Dunaif 2012; Saleh et al. 2020; Wang et al. 2021). Dieser
Forschungsbereich hat durch die Assoziation der Insulinresistenz mit dem
PCOS, welches 5-10 % der Frauen betrift und mit verminderten
Fertilisationsraten einhergeht, eine hohe Relevanz in der Reproduktionsmedizin
(Fica et al. 2008). Im Vergleich der Fertilisationsrate mit metabolischen
Parametern zeigt sich ein negativer Trend mit dem HOMA-Index im
Quartilsvergleich. Der Trend geht von niedrigen HOMA-Indices (Q1 < 1,4) zu
hohen Fertilisationsraten (siehe Abbildung 8). Dieser Trend korrespondiert mit
den Forschungsergebnissen von Wang et al. (2021). Sie verglichen die
Eizellqualitdt von schlanken Frauen im [VF-Setting mit vorhandener

Insulinresistenz und ohne PCOS mit einer Kontrollgruppe.
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Frauen mit Insulinresistenz wiesen dabei einen signifikant geringeren
prozentualen Anteil an reifen Eizellen auf. Der hier angedeutete Zusammenhang

ist jedoch statistisch nicht signifikant und sollte daher in Zukunft Gberprift werden.

Monozyten sind Zellen des angeborenen Immunsystems. Erhohte
Monozytenzahlen im Blut werden unter anderem bei chronischen Inflammationen
beobachtet (Van Furth 1982; Fenyo & Gafencu 2013). Im Vergleich der
Fertilisationsrate mit inflammatorischen Parametern zeigt sich ein negativer
Trend mit der Monozytenzahl an t2. Der Trend geht von einer niedrigen
Monozytenzahl im Blut (Q1 < 0,52 abs/nl) zu hohen Fertilisationsraten (siehe
Abbildung 9). Dieses Ergebnis impliziert einen Zusammenhang von geringer
Inflammationsreaktion und hoher Eizellqualitdt und ahnelt damit den
Forschungsergebnissen von Buyuk et al. (2017). Letztere wiesen in ihrer
Forschung eine Korrelation zwischen einer erhdhten Monozytenrekrutierung in
Serum und Follikelflissigkeit und niedrigen Schwangerschaftsraten nach.
Daneben findet sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den
beiden Fertilitatsparametern und  zellularen inflammatorischen  oder
metabolischen Parametern. Weiter zeigt sich zwischen dem BMI und der
Fertilisationsrate  kein  statistisch  signifikanter =~ Zusammenhang im
Quartilsvergleich. In diesem Themenbereich ist die Studienlage ohnehin
kontrovers. Auf der einen Seite existieren Studien, die eine niedrigere
Eizellgewinnung und Eizellreifung vermehrt bei Ubergewichtigen im ART-Setting
beobachteten (Fedorcsak et al. 2004; Kudesia et al. 2018). Andere Studien
wiederum fanden keinen Zusammenhang zwischen Ubergewicht und
Fertilisationsrate im ART-Setting (Bellver et al. 2010; Jungheim et al. 2013).
Grund dafiir ist, dass ein Ubergewicht zum einen verschieden stark ausgepragt
sein kann und zum anderen nicht zwingend mit Folgeerkrankungen wie
metabolischen Erkrankungen auftritt (Weltgesundheitsorganisation 2000;
Wildman et al. 2008). Daher ist der BMI in dieser Arbeit als Prognoseparameter
einer ART-Behandlung nicht ausreichend. Es ist bekannt, dass Untergewicht
ebenso wie Ubergewicht zu einer verminderten Fertilitat fihrt (Rich-Edwards et
al. 2002). Untergewicht besteht definitionsgeman ab einem BMI von < 18,5 kg/m?
(Weltgesundheitsorganisation 2000). In diesem Kollektiv gab es eine Frau mit
einem BMI von 18,3 kg/m?, die anderen Frauen wiesen einen BMI > 18,5 kg/m?

auf. Deshalb ist diese Gruppe nicht reprasentativ.
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6.4 Positiver Zusammenhang von NLRP3 und Fetuin-B

NLRP3 ist eins der bislang am besten charakterisierten Inflammasome (De Nardo
& Latz 2011). Mehrere Studien assoziierten bereits eine erhohte NLRP3-
Expression mit Adipositas, Inflammation und zuletzt Insulinresistenz, ahnlich wie
bei dem Hepatokin Fetuin-B (Shi et al. 2006; De Nardo & Latz 2011,
Vandanmagsar et al. 2011). Erstmals erfolgte im Rahmen dieser Arbeit eine

gemeinsame Betrachtung von Fetuin-B und dem Inflammasom NLRP3.

In dieser Arbeit konnte ein schwach positiver signifikanter Zusammenhang
zwischen der NLRP3-Genexpression und der Fetuin-B Serumkonzentration
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 10). Frauen mit héheren Fetuin-B
Serumkonzentrationen (Q4 > 4170 ng/ml) wiesen eine signifikant hohere NLRP3-
Genexpression auf als Frauen mit niedrigen Fetuin-B Serumkonzentrationen (Q1
< 2740 ng/ml). Der nachgewiesene Zusammenhang zwischen NLRP3 und
Fetuin-B stimmt mit dem bisherigen Forschungsstand Uberein, da beide
Parameter im metabolischen Kontext diskutiert werden (De Nardo & Latz 2011;
Meex et al. 2015). Der Zusammenhang in dieser Studie ist jedoch nur schwach
signifikant und unsere StichprobengréRe war im Vergleich zu anderen Studien
klein. Hier koénnen zukinftige Studien mit grélkeren Stichproben eine
Uberprifung unseres Ergebnisses erbringen. Die Genexpression der
Inflammasome NLRP2, NLRC4 und AIM2 inklusive IL-13 und Caspase 1 zeigten
keinen statistisch  signifikanten = Zusammenhang mit der Fetuin-B

Serumkonzentration.

6.5 Erhohte Fetuin-B Konzentrationen bei metabolisch-inflammatorisch
suboptimalem Status

Die Ergebnisse dieser Studie suggerieren einen positiven Zusammenhang

zwischen Fetuin-B und metabolischen und inflammatorischen Markern.

Es zeigte sich ein stark signifikanter Zusammenhang zwischen Fetuin-B und
inflammatorischen Parametern. Das Akut-Phase-Protein CRP und die
Leukozytenzahl korrelierten zu beiden Messzeitpunkten signifikant mit Fetuin-B
(siehe Abbildung 11, 12). Zuvor belegten Meex et al. (2015) in ihrer Arbeit, dass
Fetuin-B in vitro keine proinflammatorischen Signalwege induziert. Sie
beobachteten dennoch positive Assoziation zwischen der Fetuin-B und der CRP
Konzentration (Meex et al. 2015; Qu et al. 2018).
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Sowohl Fetuin-B als auch CPR sind Akut-Phase-Proteine der Leber. Die
Ergebnisse konnen daher verschieden interpretiert werden. Zum einen konnte
die starke Assoziation ein Hinweis daflr sein, dass die Fetuin-B Sekretion durch
Inflammationszustande induziert wird. Zum anderen ware es bei dem aktuellen
Forschungsstand wahrscheinlicher, dass die inflammatorischen Parameter und
die Fetuin-B Serumkonzentration durch ahnliche Ausldser, wie metabolische
Dysbalancen, ansteigen (Pereira & Alvarez-Leite 2014; EI-Ashmawy & Ahmed
2019). Letztere wurden die Assoziation zwischen Fetuin-B und
inflammatorischen Parametern als Storvariablen beeinflussen. Inwiefern die
Follikelpunktion, die vor dem zweiten Messzeitpunkt stattfindet, sowohl den
Anstieg inflammatorischer Parameter als auch von Fetuin-B verursachen kénnte,
ist unklar (Sarhan & Muasher 2007).

Bei Frauen mit hdherem HOMA-Index (Q4 > 2,8) wurden signifikant hohere
Fetuin-B Serumkonzentrationen als bei Frauen mit niedrigem HOMA-Index (Q1
< 1,4) zum Zeitpunkt t1 gemessen (siehe Abbildung 13). Hierbei liegt bei einem
HOMA-Index von > 2,5 eine hohe Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer
Insulinresistenz vor (Matli 2020). Diese Ergebnisse lassen sich mit den
Forschungsergebnissen von Meex et al. (2015) erklaren, der im in-vitro
Experiment nachweisen konnte, dass Fetuin-B eine Insulinresistenz in Leber-
und Muskelzellen induziert und die Glukosetoleranz beeinflusst. In vivo fuhrte die
Injektion von Fetuin-B bei Mausen zu einer Glukoseintoleranz, aber nicht zur
Insulinresistenz. Auch fand die Forschungsgruppe erhéhte Fetuin-B Werte, die
unabhangig vom Gewicht waren, bei Diabetikern. Der BMI zeigte im
Quartilsvergleich keinen signifikanten Zusammenhang zu Fetuin-B (siehe
Abbildung 14). Eine mogliche Erklarung dafur ware, dass in der Berechnung des
BMI lediglich Kérpergewicht und KorpergrofRe miteinbezogen wird, so dass er als
metabolischer Marker nicht ausreicht. Die Korperfettverteilung und
kardiovaskulare Risikofaktoren werden beim BMI nicht miteinbezogen (Hall &
Cole 2006). Dies ist auch konsistent mit den Beobachtungen von Wildman et al.
(2008). Sie fanden heraus, dass ein solider Anteil der Ubergewichtigen
metabolisch gesund bleibt. Dies spricht dafir, dass die funktionellen
Veranderungen im Fettgewebe, und nicht nur die Erhéhung der Fettmasse,
bestimmen, inwiefern sich eine lokale Inflammation mit metabolischen

Erkrankungen wie einer Insulinresistenz entwickelt.
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Die metabolischen Parameter Triglyzeride, Nuchtern-Insulin, Harnsaure und
Nuchtern-Blutzucker korrelierten zum Zeitpunkt t1 statistisch signifikant mit
Fetuin-B (siehe Abbildung 15, 16). Ahnliche Ergebnisse publizierte bereits El-
Ashmawy & Ahmed (2019). In seiner Studie zeigte er, dass erhdhte Fetuin-B
Werte ein unabhangiger Marker fur eine NAFLD bei an Diabetes Mellitus
erkrankten Patienten sind. Zhu et al. (2017) wiesen zudem positive Korrelationen
zwischen der Fetuin-B  Serumkonzentration und der Cholesterin
Serumkonzentration und dem Nuchternblutzucker nach. Zusammenfassend
bedeutet das, dass bei metabolisch gesunden Frauen zu Beginn des Zyklus

(relativ) niedrige Fetuin-B Werte gefunden werden.

Bereits bekannte Zusammenhange wie der Zusammenhang zwischen dem BMI
und inflammatorischen Parametern korrelieren auch in dieser Studie (siehe
Abbildung 18, 19) (Kershaw & Flier 2004; Berg & Scherer 2005). Diese
Ergebnisse korrespondieren mit der vorhandenen Literatur und lassen sich durch
die systemische Aktivierung des Immunsystems und die anschlieRende
Infiltration der Immunzellen in das Fettgewebe interpretieren (siehe Kapitel 3.6).
Auch resultierten stark signifikante Zusammenhange zwischen dem HOMA-
Index und metabolischen und inflammatorischen Parametern (siehe Tabelle 10).
Diese Ergebnisse unterstutzen die Hypothese, dass das Vorliegen einer
Insulinresistenz  Einfluss auf den systemischen metabolischen und
inflammatorischen Status hat (Howard 1999; Shi et al. 2006). Die
Korrelationsanalysen bekannter Zusammenhange dienen unter anderem zur

Uberprifung der Genauigkeit der Messergebnisse.
6.6 Beurteilung der Studie

Diese Studie zeigt trotz moderater Stichprobengrofe einige der erwarteten
Interaktionseffekte zwischen inflammatorischer Regulation, metabolischer
Disposition und Eizellqualitat. Zum Messzeitpunkt t1 sind die Messwerte und die
verschiedenen  Korrelationen bis auf die vorher stattgefundene
Hormonbehandlung unbeeinflusst und es hat noch kein Gewebstrauma
(Follikelpunktion) stattgefunden, welches die inflammatorischen Parameter
beeinflussen kdnnte. Schwerwiegende Erkrankungen und akute Infektionen, die
eine Kontraindikation flr eine Schwangerschaft darstellen wirden, wurden im

Kollektiv bei Voruntersuchungen ausgeschlossen.
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Es handelt sich demnach bei erhohten Inflammationsparametern mit grofl3er
Wahrscheinlichkeit um sterile, low-grade Inflammationen, die klinisch zunachst
nicht auffallen (Friedrichsen 2018). Beim Auswerten der Ergebnisse sollten
dennoch einige Einschrankungen der Studie beachtet werden. Die gemessenen
Fetuin-B Serumkonzentrationen zeigen eine hohe Streuung und Effekte lassen
sich nicht deutlich zeigen. Die Fetuin-B Konzentrationen wurden im Labor
anhand des ELISA nachgewiesen. Hier wurde vorausgesetzt, dass die Antikorper
keine Kreuzreaktivitaten mit anderen Proteinen aufweisen. Laut Hersteller sind
die Fetuin-B Antikorper spezifisch fur Fetuin-B und zeigen keine
Kreuzreaktivitaten zu den beiden ahnlichen Proteinen humanem Cystatin-C und
Fetuin-A (BioVendor GmbH 2014). Es ware gegebenenfalls interessant, die
Proben mit einem Western Blot zu Uberprifen, um das Protein Fetuin-B Uber eine
Gelelektrophorese spezifisch nachzuweisen. In vorherigen Studien zu Fetuin-B
erfolgte die Proteinbestimmung jedoch ebenso ausschlieBlich tber die ELISA-
Methode. Auch wenn die Messungen stets nach Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt wurden, sind Messfehler nicht auszuschlielRen (BioVendor GmbH
2014). Far die umfangreiche Vergleichbarkeit dieser Studie mit anderen Studien
des Forschungsbereiches ware es nitzlich gewesen, die Inflammasome und das
Interleukin IL-113 zusatzlich zur Genexpression uber

Proteinbestimmungsverfahren nachzuweisen.

Die Datenerhebung in dieser Studie erfolgte grofitenteils aus Blutproben. Grund
dafur war, dass der Fokus auf systemischen Erkrankungen lag und nicht nur auf
dem Ovar. Zukulnftige Forschungen kdnnten als Erganzung eine Bestimmung der
metabolischen und inflammatorischen Parameter aus Gewebeproben oder der
Follikelflussigkeit anstreben, um mogliche systemische, nicht metabolische

Storeinflisse des Korpers auf die Laborwerte zu minimieren.

Insgesamt gibt es viele Korrelationsstudien, die sich mit dem Einfluss
metabolischer Dysbalancen und Ubergewicht auf die Fertilitat der Frau befassen
(siehe Kapitel 3.7, 3.8). Hierbei ist anzumerken, dass Korrelationen keine
kausalen Mechanismen darstellen, was wiederum die Aussagekraft der
Ergebnisse mindert (Gehrau et al. 2022). In diese Studie wurden verschiedene
Parameter miteinbezogen, da der unerfillte Kinderwunsch einer Frau viele

Ursachen haben kann (siehe Kapitel 1.1).
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Die durchgefuhrte Studie kann demnach auch als eine grundlegende Exploration
des Zusammenhangs zwischen metabolisch-inflammatorischen Dysbalancen
und der Eizellqualitat verstanden werden. Weitere Studien mit einer héheren
Fallzahl, die eine differenzierte Bewertung von Einfluissen wie der
Hormonbehandlung, Follikelpunktion oder Vorerkrankungen ermoglichen,

werden gebraucht.
6.7 Klinische Relevanz der Arbeit

Insgesamt muss man positiv bewerten, dass der Zusammenhang zwischen
Fetuin-B und der erfolgreichen Kinderwunschbehandlung in der untersuchten
Gruppe der Frauen nicht korreliert. Aus dem Ergebnis folgt, dass diese
Korrelation bei dem untersuchten Kollektiv mit einem durchschnittlichen BMI von
23 kg/m? nicht relevant fiir die Qualitat der Eizellen ist. Jedoch widersprechen die
Ergebnisse auch nicht dem Therapieansatz und der klinischen Erfahrung Frauen
mit hoéherem BMI zunachst durch Gewichtsreduktion auf den Eingriff

vorzubereiten und so den Behandlungserfolg positiv zu beeinflussen.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit signifikante Zusammenhange
zwischen Fetuin-B  und  metabolisch-inflammatorischen Parametern
nachgewiesen werden. Der metabolische Einfluss auf Fetuin-B konnte auch in
dieser Studie bestatigt werden. Ein immunmodulatorischer Einfluss von Fetuin-B
konnte in dieser Arbeit weder nachgewiesen noch ausgeschlossen werden. Nach
aktuellem Forschungsstand ist es wahrscheinlicher, dass der Anstieg von Fetuin-
B und den inflammatorischen Parametern durch &hnliche Ausloser, wie

metabolische Dysbalancen, ausgeldst wird.

Erstmalig konnte gezeigt werden, dass Frauen mit einer niedrigen NLRC4-
Genexpression im Serum eine signifikant hdéhere Eizellreifung aufweisen. In
Zukunft kann dies als AnknlUpfungspunkt fur weitere Forschungsprojekte dienen
und so einen neuen Ansatz flir eine mdogliche Prognosevorhersage von
Kinderwunschbehandlungen darstellen. WeiterfUhrende  Untersuchungen
konnten helfen, neue Therapiestrategien und prognostische Marker zu
entwickeln. Fehlregulierte Inflammasome in Autoimmunerkrankungen spielen in
der Forschung eine immer grofliere Rolle (Addobbati et al. 2018; Soares et al.
2019).
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Dabei gibt es bereits Forschungen, die sich mit der spezifischen Inhibition
verschiedener Inflammasome als Therapieoption beschaftigen (Sebastian-
Valverde et al. 2021). Aulerdem konnte ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der NLRP3-Genexpression und der Fetuin-B Serumkonzentration
nachgewiesen werden. Zukunftige Forschungen konnten sich mit der
Fragestellung beschaftigen, ob Fetuin-B und das NLRP3 Inflammasom lediglich
durch dieselben Ausloser aktiviert werden, oder ob sie auch einen gemeinsamen

Signalweg besitzen.

Die Untersuchung der Fetuin-B Serumkonzentration konnte in der Praxis weiter
standardisiert vorgenommen werden und der in dieser Studie entwickelte
Arbeitsablauf dafir verwendet werden, um mit Zeit und mehr Patientinnen
letztendlich eine statistisch besser abgesicherte Aussage zu machen. Es kann
empfohlen werden, den BMI vor der Kinderwunschbehandlung weiterhin zu
senken und maogliche metabolische Dysbalancen zu therapieren. Die Fetuin-B
Serumkonzentration, die zu den Zeitpunkten dieser Studie (vor der
Eizellenthahme, nach dem Embryotransfer) gemessen wird, ist als Parameter zur

Vorhersage eines Behandlungserfolgs dann nicht notig.
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7. Zusammenfassung

In Deutschland bleibt etwa jedes zehnte Paar zwischen 25 und 45 Jahren mit
Kinderwunsch kinderlos. Dabei koénnen die Ursachen fur unerfullten
Kinderwunsch bei beiden Geschlechtern liegen. Wie man den Erfolg einer ART-
Behandlung (assistierte Reproduktionstechnologie) bei Frauen vorhersagen
kann, ist bislang unklar. Es gibt Hinweise, dass Stoffwechselerkrankungen und
entzundliche Zustande die Eizellqualitat im ART-Setting beeintrachtigen konnen.
Fetuin-B, ein Protein aus der Leber, spielt eine wichtige Rolle bei der
Spermienbindung an die Zona pellucida in Mausen und kénnte auch im
entzundlich-metabolischen Kontext von Bedeutung sein. Ziel dieser Arbeit war
es, den Zusammenhang zwischen metabolischen Dysbalancen, systemischen
Entzindungen und der Eizellqualitat im ART-Setting zu untersuchen.
Insbesondere wurde geprift, ob Fetuin-B als Prognoseparameter fur den Erfolg
einer ART-Behandlung verwendet werden kann. Die Studie umfasste 56 Frauen,
die zwischen Juni 2019 wund April 2020 aufgrund eines unerfullten
Kinderwunsches die Reproduktionsklinik des Universitatsklinikums Aachen
(UKA) aufsuchten. Blutproben wurden jeweils zwei Tage vor der
Ovulationsinduktion (t1) und am Tag des Embryotransfers (t2) entnommen. Die
Genexpression von Inflammasomen (NLRP2, NLRP3, NLRC4, AIM2) wurde
mittels real-time PCR analysiert, die Fetuin-B-Serumkonzentrationen mittels
ELISA gemessen. Weitere Parameter wurden im Zentrallabor des UKA bestimmt.
Eizellreifung und Fertilisationsrate dienten als Fertilitatsindikatoren. Die
Ergebnisse zeigten keine direkte Korrelation zwischen Fetuin-B und
Fertilitatsparametern, jedoch eine signifikante positive Korrelation zwischen der
Gesamtzahl entnommener Eizellen und Fetuin-B [t1: p = 0.02, t2: p = 0.0008].
Frauen mit einer Eizellreifung von 100% (MII-EZ/EZ gesamt) wiesen eine
signifikant niedrigere NLRC4-Expression auf als Frauen mit einer Eizellreifung
unter 70% [p = 0.02]. Fetuin-B korrelierte positiv mit CRP, Leukozyten, HOMA-
Index und Triglyzeriden. Die periovulatorische Messung von Fetuin-B als
Prognoseparameter fiur den ART-Erfolg scheint nicht indiziert. Es wird weiterhin
empfohlen, metabolische Stdérungen vor einer ART-Behandlung zu therapieren
und den BMI zu senken. Der Zusammenhang zwischen NLRC4-Expression und

Eizellreifung kénnte fur zuklnftige Forschungsprojekte relevant sein.
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KONZEPTION
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DER PROBANDEN
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TUNG ELISA
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TUNG REAL TIME
PCR
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IVF-BEHANDLUNG +
DATENERFASSUNG
FERTILITATSPARA-
METER

STATISTISCHE 100 100
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VON MATERIALIEN
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DER
DATENAUSWERT-
UNG
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