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1. Einleitung

1.1 Historie

Die Historie der ovariellen Proteohormone Dbeginnt im Jahre
1932. Von McCullagh et al. wurde in diesem Jahr zum ersten
Mal postuliert, dass es einen nichtsteroidalen Einfluss
testikularen Ursprungs auf die Hypophyse gibt, welcher Inhibin
genannt wurde. In den spaten 1960er Jahren wurde erstmalig ein
RIA (radio immuno assay) entwickelt, der speziell FSH messen
konnte (Woodruff und Mather 1995). Damit hatte man ein
Instrument gefunden, um Einfliisse ovarieller oder testikuléarer
Faktoren auf die Hypophyse zu messen. Nach und nach wurde
dadurch die Definition wvon Inhibin zu einem nichtsteroidalen
Einfluss gonadalen Ursprungs {iberarbeitet, der spezifisch die
FSH-Konzentration im Serum senken konnte (Channing et al.
1985) . Im Jahre 1985 wurden zahlreiche Arbeiten
veroffentlicht, in denen Inhibine wvom Rind und Schwein
charakterisiert wurden (Burger 1992; deKretser und Robertson
1989; Franchimont et al. 1989; Vale et al. 1988; Ying 1987;
Choh et al. 1985).

1986 wurde von Vale et al. ein Protein gefunden, welches 1in
der Lage war, die Ausschittung von FSH zu stimulieren. Sie
fanden heraus, dass dieses Protein ein Homodimer von Inhibin
BA war. Im selben Jahr fanden Ling et al. ein weiteres Protein
mit FSH stimulierender Wirkung, welches ein Heterodimer wvon
Inhibin BA und Inhibin BB war. Dariliber hinaus konnten sie die

Ergebnisse von Vale et al. bestdtigen. Diese Proteine wurden
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Aktivine genannt (Vale et al. 1988). 1989 wurde der so
genannte Monash RIA verdffentlicht (Woodruff und Mather 1995;
Burger 1992; McLachlan et al. 1987 b). Mitte der 90er Jahre
wurden von Groome et al. verschiedene ELISA Kits zur Messung
von Inhibinen entwickelt, welche zum ersten Mal 1in der Lage
waren, spezifische Formen der Inhibine zu messen ohne
Kreuzreaktivitdt zu anderen Formen zu haben (Groome et al.
1995; Groome und O'Brien 1993; Groome et al. 1994; Groome et
al. 199e6).

1.2 Biochemie und Physiologie

1.2.1 Biochemie

Der Beweis der Existenz eines Proteins, welches in der Lage
war die Sekretion wvon FSH in der Hypophyse zu supprimieren,
wurde 1982 erbracht (Ramasharma et al. 1982; Ramasharma et al.
1984; Yamashiro et al. 1984). Im Jahre 1984 gelang zum ersten
Mal die chemische Charakterisierung von Inhibin (Ramasharma et
al. 1984; Seidah et. al 1984). Die Dbioaktiven Moleklle der
Inhibine bestehen aus einer o-Untereinheit, die durch
Disulfidbriicken entweder mit einer BA-Untereinheit (Inhibin A)
oder einer BB-Untereinheit (Inhibin B) verbunden sind (Burger
und TIgarashi 1988). Auch bei den Aktivinen gibt es mehrere
Formen. Aktivin A ist ein Homodimer wvon Inhibin PRA, Aktivin AB
ein Heterodimer aus den Untereinheiten Inhibin RA und Inhibin
BB (Ling et al. 1986; Vale et al. 1986) und Aktivin B ein
Homodimer wvon Inhibin 3B (Vale et al. 1988) . Die drei
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Untereinheiten von Inhibin/Aktivin werden Jjeweils durch ein
separates Gen codiert (Hillier 1991; Mason et al. 1985; Forage
et al. 1986; Mason et al. 1986; Mayo et al. 1986; Esch et al.
1987). Durch die strukturellen Ahnlichkeiten der o- und B-
Untereinheiten gehoren die Inhibine und Aktivine ZUur
Superfamilie der TGF-f (transforming growth factor-R) (Vale et
al. 1988). Aktivine und Inhibine sind Proteohormone, welche
die Ausschiittung wvon hFSH und die follikulédre Funktion mit
grundsatzlich gegensatzlicher Wirkung beeinflussen. Zum
Beispiel stimuliert Aktivin die hFSH-Ausschittung, wahrend
Inhibin diese unterdrickt (Vale et al. 1988); Inhibin dagegen
stimuliert die Androgen-Produktion in Theca-Zellen, was
wiederum von Aktivin inhibiert wird (Hsueh et al. 1987;
Hillier 1991). AuBerdem weil man heute, dass sie noch viele
verschiedene extragonadale Funktionen haben (Martens et al.
1997), wie zum Beispiel in der Differenzierung von
Erythrozyten (Yu et al. 1987), der Induktion wvon Mesoderm
(Smith et al. 1990; wvan den Eijnden-Van Raaji 1990), der
Apoptose von Leberparenchym (Hully et al. 1994) und der
Differenzierung und dem Wachstum verschiedener Zelltypen und -
linien (Hedger et al. 1989; Gonzalez-Manchon und Vale 1989;
Sakurai et al. 1994; Xu et al. 1995). Wie auch andere
Mitglieder der TGF-pB-Superfamilie (Martens et al. 1997),
vermitteln die Aktivine ihre Wirkung durch Bindungen an einen
Typ I- und einen Typ II-Rezeptor-Komplex (Welt 2002; Mathews

1994). Diese setzen sich Jjeweils aus einer extrazelluléaren,
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einer einzelnen transmembrandsen und einer intrazellularen
Serin-Threonin-Kinase-Bindungsdomd&ne zusammen (Martens et al.
1997; Lebrun und Vale 1997; Attisano et al. 1992; Mathews und
Vale 1991; Ten Dijke et al. 1993). Bis jetzt wurden zwei Typ
IT-Rezeptoren, namlich ActRII (Mathews und Vale 1991) und
ActRIIB (Attisano et al. 1992; Mathews et al. 1992), sowie

. i T I-R
Aktivin Rezeptorkomplex zwet YP ezeptoren,

namlich ActRI oder ALK2
und ActRIB oder ALK4
(Attisano et al. 1992;

a8 Tsuchida et al. 1993;

Carcamo et al. 1994),

% gefunden. Beide Subtypen

§ % des Typ II-Rezeptors

] E I I (ACtRII und ActRIIB) haben

eine hohe Affinitat zu
Aktivin (Attisano et al.
1992; Mathews und Vale
Intrazelluldre Signalverarbeitung 1991; Mathews et al. 1992;
Tsuchida et al. 1993;
Skizze 1 Mathews 1994). Der Typ I-

Rezeptor kann nicht an Aktivin binden, wenn er alleine
exprimiert wird (Ebner et al. 1993) und bendtigt die
Coexpression des Typ II-Rezeptors, um den Liganden =zu binden
(Attisano et al. 1993; Ebner et al. 1993; Tsuchuda et al.
1993). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass der Typ I-Rezeptor fir
die Signalweitergabe benodotigt wird (Carcamo et al. 1994). Aus
diesen Griinden stellte man die Hypothese auf, dass die

funktionelle Form des Aktivin-Rezeptors einen heterodimeren
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Komplex aus den beiden Typen von Aktivin-Rezeptoren darstellt
(Carcamo et al. 1994; Lebrun und Vale 1996). In verschiedenen
Studien konnte verifiziert werden, dass die beiden
Rezeptortypen zusammen mit Aktivin einen stabilen Komplex
bilden konnen (Attisano et al. 1992; Matthews und Vale 1993;
Ten Dijke et al. 1994) (s. auch Skizze 1). Wenn nun Aktivin an
den Typ II-Rezeptor bindet, so wird der Typ I-Rezeptor durch
den Typ II-Rezeptor phosphorylisiert (Mathews 1994; Attisano
et al. 1996; WwWillis et al. 1996) und gibt das Signal durch

verschiedene SMAD-Proteine an den Nukleus der Zelle weiter

Wirkung von Inhibin mit pl20 (Heldin et al. 1997) .

Inhibin antagonisiert die

Wirkung von Aktivin direkt

Inhibin am Rezeptor durch
op % verschiedene Mechanismen.
E }—4 % Zum einen bindet es
§ || E - kompetitiv zu Aktivin an
den Typ ITI-Rezeptor
| (Lebrun und Vale 1997;
i Martens et al. 1997; Xu et
l al. 1995). Zum anderen
Intrazellulidre Signalverarbeitung wurden in verschiedenen
Studien spezifische
Inhibin-Rezeptoren
Skizze 2
nachgewiesen (Hertan et
al. 1999; Draper et al. 1998). Das inhibinbindende Protein

pl20 (InhBP - inhibin binding protein) konnte aus hypophysaren
Zellen vom Rind extrahiert werden (Chong et al. 2000). Dieses

membrangebundene Proteoglykan geht eine Bindung mit dem Typ I-
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Rezeptor ein, was wiederum verhindert, dass sich der Typ II-
Rezeptor anlagern kann (s. auch Skizze 2) (Chapman und
Woodruff 2001). Dadurch kann der heterodimere Komplex aus den
beiden  Aktivin-Rezeptoren nicht ausgebildet  werden, was
wiederum eine Signalweitergabe nach intrazelluldr verhindert
(Welt 2002). Das zweite Protein, welches 1in der Lage 1ist
Inhibin zu binden und damit den Aktivin-Rezeptor-Komplex zu
beeinflussen, ist das p-Glykan des Typ III-TGF-pB-Rezeptor
(Lewis et al. 2000). Inhibin bindet mit einer hohen Affinitat
an das p-Glykan, welches somit einen zweiten Inhibin Rezeptor
darstellt. Das an Inhibin gekoppelte PR-Glykan ist dann in der
Lage, an den Typ II-Aktivin-Rezeptor =zu binden und einen
Dreierkomplex auszubilden. Durch diese Bindung wird die
Anlagerung des Typ IT-Rezeptors an den Typ I-Rezeptor
verhindert. Somit kann keine weitere Signaltransduktion

stattfinden (Welt 2002).
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1.2.2 Physiologie

Die Inhibine (sowohl A als auch B) haben - wie bereits erwdhnt

- die Fahigkeit, die

Konzentration wvon hFSH

n
—

- . zu unterdricken (Vale
§+ % et al. 1988; Knight
5 i 1996a; Welt 2002). TIn
® verschiedenen Studien
3 m konnte gezeigt werden,
§+ % dass das Verabreichen
§ g von FSH-haltigen
* Prdparaten einen Anstieg
© 401 15 der Inhibin-
3 0 3 Konzentration nach sich
z L % +E z0g (McLachlan et al.

1986; Mclachlan et al.

1987a; Muttukrishna et

Days relative to mideycle LH peak

Aus Groome et al. 1996 al. 1994). Anhand dieser
Skizze 3 Daten wurde die Theorie
einer reziproken

Beziehung zwischen der Inhibin-Sekretion des Ovars und der
hFSH-Sekretion der Hypophyse etabliert (Knight 1996a). Durch
die fehlerhaften Assay Kits der ersten und zweiten Generation
(s. auch Kapitel 1) waren die Ergebnisse von
Zyklusuntersuchungen, 1in deren Rahmen Jjene Kits verwendet
wurden, nur eingeschrankt beurteilbar. Bis dahin war bekannt,
dass zum einen die Konzentration wvon Inhibin A wahrend der

frihen Follikelphase niedrig und in der Mitte der 1lutealen
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Phase maximal war, zum anderen die von Inhibin B wa&hrend der
frihen Follikelphase maximal und wahrend der lutealen Phase
niedrig war (Knight 1996). Erst in den Jahren zwischen 1994
bis 1996 wurden von Groome et al. Assay Kits entwickelt, die
keine Kreuzreaktivitat aufwiesen (Groome et al. 1994; Groome
et al. 1996) . Es wurde gezeigt, dass die Inhibin A-
Konzentrationen zu Beginn des Zyklus zunachst niedrig blieben
und erst in der spaten follikularen Phase anstiegen, um dann
einen Peak zu erreichen, der zeitgleich zum typischen LH-Peak
in der Zyklusmitte auftrat. Ein zweiter Peak =zeigte sich in
der Mitte der lutealen Phase. Danach fielen die Inhibin A-
Konzentrationen synchron mit der Progesteron-Konzentration
wahrend der lutealen Phase ab (Groome et al. 1994). Die
Inhibin B-Konzentration wverhielt sich dazu gegensatzlich: sie
war zu Beginn des Zyklus (in der frihen follikul&dren Phase)
hoch und fiel wahrend der spaten follikuldren Phase in den
Tagen vor der Ovulation ab. Es gab einen erneuten kurzen Peak
zwel Tage nach der Ovulation, bevor die Inhibin B-
Konzentration zur Mitte der lutealen Phase erneut fiel und auf
niedrigem Niveau blieb (Groome et al. 1996) (s. hierzu auch

Skizze 3).
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2. Ziel der Untersuchung

2.1 Wirkungsweise oraler Kontrazeptiva

1951 meldete Carl Djerassi als Erster ein steroidales
Kontrazeptivum zum Patent an. Bis heute haben sich die so
genannten ,Pillen™ nicht grundlegend veradndert. Es handelt
sich ganz Uberwiegend um eine Kombination aus Ethinylestradiol
und einem Gestagen. Mit der Zeit konnten die Konzentrationen
der Einzelbestandteile immer weiter gesenkt werden, so dass
gegenwartig eine Konzentration von unter 30 ug
Ethinylestradiol ausreichende kontrazeptive Wirkung hat (Baird
und Glasier 1993).

Ostrogene und Gestagene werden ebenfalls vom Korper
synthetisiert und stellen essentielle Steuerhormone im
Menstruationszyklus dar. Dabei kommt es in erster Linie auf
deren Konzentrationen und den Zeitpunkt des Auftretens
innerhalb des Zyklus an. Geringe Mengen an Ostrogen zu Beginn
des Zyklus sorgen fir die Heranreifung eines Follikels. Gegen
Mitte des Zyklus steigt die Ostrogenkonzentration an, so dass
es zu einem Anstieg von LH und FSH kommt. Dadurch wird die
Ovulation ausgeldst. Nach der Ovulation produziert das Corpus
luteum Progesteron, welches das Endometrium auf die Nidation
vorbereitet. Kommt es nicht zur Befruchtung der Eizelle und
damit nicht zur Nidation, so fallt die Progesteronproduktion
14 Tage nach der Ovulation ab und es folgt die
Menstruationsblutung (Wuttke 2000).
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Findet eine Befruchtung mit nachfolgender Nidation statt, so
bleiben die Ostrogen- und Gestagen-Konzentrationen erhdht. Die
oralen Kontrazeptiva machen sich diese natiirlichen

Verhdltnisse zu Nutze. Sie taduschen dem Korper durch erhohte

Ostrogen- und Gestagenkonzentrationen eine Schwangerschaft
vor. Unter erhdhten Ostrogenkonzentrationen wird die
Heranreifung eines Follikels verhindert. Die erhohte

Gestagenkonzentration bewirkt zum einen, das der Cervixschleim
viskdser wird und damit flir Spermien undurchlassig. Zum
anderen sorgt das Gestagen dafur, dass die
Endometriumschleimhaut aufgebaut wird und erhalten bleibt. Die
normale Einnahmedauer flir die Pille betragt 21 Tage mit
nachfolgender siebentdagiger Pause. Wahrend dieser Pause kommt
es zu einer Abbruchblutung, da der fir die Aufrechterhaltung

der Endometriumschleimhaut notwendige Gestagenspiegel abfallt.

2.2 Fragestellung

Das Ziel dieser Untersuchung 1ist, die Rhythmik der ovariellen
Proteohormone zu beschreiben und die Einflisse hormoneller
Kontrazeptiva darzustellen. Insbesondere sollen folgende

Fragen beantwortet werden:

e Gibt es einen nachweisbaren Einfluss oraler Kontrazeption
auf die Ausschiittung der ovariellen Proteohormone Inhibin A,

Inhibin B, Inhibin Pro o-C und Aktivin A?
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e Wie 4&andern sich die Sekretionsmuster der untersuchten

Proteohormone unter oraler Kontrazeption?

e Wenn es einen Einfluss der oralen Kontrazeptiva gibt, wird
dann nur die Ausschittung der Hormone verhindert oder wird

ebenfalls die Produktion der Inhibine/Aktivine gehemmt?

e Tasst sich eine statistisch auffallige Korrelation zwischen
den ovariellen Proteohormonen Inhibin A, Inhibin B, Inhibin

Pro o—-C und Aktivin A nachweisen?

3. Material und Methoden

Bei dieser Studie handelt es sich um eine experimentelle
Untersuchung, die an Blutproben von freiwilligen Probandinnen

durchgefihrt wurde.

3.1 Material

3.1.1 Inhibin A ELISA

Inhibin A Dimer Assay Kit (Ultra Sensitive) Product Code: MCA
950KZZ der Firma Oxford BIO-INNOVATION LTD., vertrieben durch
BIOMAR Diagnostic Systems GmbH, 35043 Marburg.

e Mikrotiterplatte Inhibin A

e 6 % Natrium-Dodecylsulphat (SDS)
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e Inhibin A-Standard (2000 pg/ml)

e Fotales Kalberserum

e Verdinnungsldsung (Assay Diluent 020)
e TInhibin A-Detektionsantikorper

e Waschpuffer

e Substrat

e Verstarker (Amplifier)

e Stop Losung

3.1.2 Inhibin B ELISA

Inhibin B Assay Kit Product Code: MCA1312KZZ der Firma OXFORD
BIO-INNOVATION LTD., vertrieben durch BIOMAR Diagnostic

Systems GmbH, 35043 Marburg.

e Mikrotiterplatte Inhibin B

e 6 % Natrium-Dodecylsulphat (SDS)

e Inhibin B-Standard (2000 pg/ml)

e [Otales Kalberserum

e Verdinnungsldsung (Assay Diluent 010)
e Inhibin B-Detektionsantikorper

e Waschpuffer

e Substrat

e Verstarker (Amplifier)

e Stop Losung
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3.1.3 Inhibin Pro a-C ELISA

Inhibin Pro o-C Assay Kit (Ultra Sensitive) Product Code: MCA
1254K7Z7 der Firma OXFORD BIO-INNOVATION LTD., vertrieben durch
BIOMAR Diagnostic Systems GmbH, 35043 Marburg.

e Mikrotiterplatte Pro o-C

e Pro o-C-Standard (2000 pg/ml)

e Verdinnungsldsung (Assay Diluent 020)
e Pro oa-C-Detektionsantikorper

e Waschpuffer

e Substrat

e Verstarker (Amplifier)

e Stop Losung

3.1.4 Aktivin A ELISA

Activin A Assay Kit Product Code: MCA 1426KZZ der Firma OXFORD
BIO-INNOVATION LTD., vertrieben durch BIOMAR Diagnostic
Systems GmbH, 35043 Marburg.

e Mikrotiterplatte Aktivin A

e 6 % Natrium-Dodecylsulphat (SDS)

e Serumalbuminldsung vom Rind

e Aktivin A-Standard (50 ng/ml)

e Verdinnungsldsung (Assay Diluent 010)

e Aktivin Detektionsreagenz 1
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e Aktivin Detektionsreagenz 2

e Waschpuffer 25fach konzentriert
e Substrat

e Verstarker (Amplifier)

e Stop Losung

3.1.5 Minifuge RF

Minifuge RF Zentrifuge der Firma Kendro Laboratory Products

GmbH, Robert-Bosch-Strasse 1, 63505 Langenselbold.

3.1.6 Beckmann Access Immunoassay System

Beckmann Access Immunoassay System der Firma Beckmann Coulter

GmbH - Diagnostics, Europark Fichtenhain B13, 47807 Krefeld.

3.1.7 Denley Wellwash 4

Denley Wellwash 4 der Firma Denley Instruments Limited, Natts

Lane, Billinghurst, West Sussex, RH14 9EY, England.

3.1.8 SLT Spectra

SLT Spectra der Firma Tecan Deutschland GmbH, Theodor Storm
Strasse 17, 74564 Crailsheim.
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3.1.9 EASY

EASY Software zum Auswerten der photometrischen Daten der

ELSTIA Kits.

3.1.10 Patientenkollektiv

In die Studie wurden insgesamt n = 18 Probandinnen fir die
Zyklusuntersuchungen aufgenommen. Die teilnehmenden Frauen
befanden sich alle in der reproduktiven Phase ihres Lebens. Es
wurden keine Frauen 1in der Menopause oder vor der ersten
Menses 1in die Studie aufgenommen. Von allen Probandinnen
wurden innerhalb eines Menstruationszyklus Jjeweils 8
Vollblutproben entnommen. Alle teilnehmenden Frauen waren zum
Zeitpunkt der Studie gesund und befanden sich nicht in
arztlicher Behandlung. Auler der oralen Kontrazeption nahmen
die Frauen keine Hormonpraparate oder andere, den
Menstruationszyklus beeinflussenden, Medikamente ein. Von
diesen in die Studie aufgenommenen Frauen nahmen 9 regelmaliig
ein orales Kontrazeptivum ein, wodurch sie einen regelmalRigen
Zyklus mit einer Lange von 28 Tagen hatten. Die anderen 9
Frauen hatten einen regelmaligen Zyklus zwischen 24 und 40
Tagen Dauer. Die Probandinnen  wurden in zwel Gruppen
aufgeteilt (ohne Kontrazeption 2> Gruppe 1; mit Kontrazeption
- Gruppe 2). Gegenstand der Untersuchung waren Vollblutproben,
die nach einem im Studiendesign festgelegten Zeitplan
entnommen wurden. Es wurden ausschlieBlich nicht schwangere

Probandinnen gewahlt. Um eventuelle Erkrankungen der inneren
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Geschlechtsorgane oder andere Erkrankungen =zu erkennen, die
zum Ausschluss aus der Studie gefihrt hatten, wurde eine
ausfihrliche Anamnese erhoben. AubBerdem wurden mithilfe der
gewonnenen Proben Jjeweils auch die klinischen
Standardparameter hLH, hFSH, Progesteron, Testosteron,
Prolaktin und Estradiol bestimmt, um die anamnestisch
erhobenen Daten zu erharten und eventuelle Abweichungen der
ovariellen Proteohormone zu erkléaren.

Die Frauen wurden vor der Teilnahme iber den Zweck und Verlauf
dieser Studie sowie die Risiken einer Venenpunktion
aufgeklart. Eine schriftliche Einverstdndniserkldrung jeder

teilnehmenden Frau liegt vor.

3.1.11 Probengewinnung

Fir die Experimente wurden von den Probandinnen
Vollblutproben, mittels Punktion einer peripheren Vene
(zumeist V. mediana cubiti) nach klinischem Standard,
entnommen. Die Blutentnahmen fanden nach einem im
Studiendesign festgelegten Schema an den Tagen 1, 4, 8, 12,
16, 20, 24 und 28 des Menstruationszyklus statt, wobei der
erste Tag der Regelblutung als Tag 1 definiert wurde. Es wurde
darauf geachtet, die Proben der verschiedenen Tage jeweils zur
gleichen Uhrzeit zu entnehmen, um das Ergebnis durch
eventuelle Tagesschwankungen nicht zu verfalschen.

Alle gewonnenen Vollblutproben wurden bei 8000 U/min fir 10

Minuten zentrifugiert und das Serum im Uberstand abpipettiert.
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Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei -28 °C
eingefroren.
Bei einer Probandin wurden Proben an Jjedem Zyklustag

entnommen.

3.2 Methoden

3.2.1 ELISA-Kits zur Hormonkonzentrationsbestimmung

Fir diese Arbeit kamen ELISA-Kits der Firma OXFORD BIO-
INNOVATION LTD. zum Einsatz. Die hier verwendeten Inhibin Pro
a-C Kits wurden von Groome et al. 1995, die Inhibin A Kits von
Groome et al. 1994, die Inhibin B Kits wvon Groome et al. 1996
und die Aktivin A Kits wvon Knight et al. 1996b entwickelt.
Die Aktivin A Kits wurden von Muttukrishna et al. 1996
erfolgreich eingesetzt. Die Leistung der Inhibin A Kits konnte
in unabhdngigen Studien (Lambert-Messerlian et al. 1994,
Muttukrishna et al. 1994) bestatigt werden. Die Kits beruhen

alle auf dem gleichen Prinzip, welches nachfolgend vorgestellt

wird.
3.2.2 Grundprinzip des ELISA
ELISA - enzyme linked immunosorbent assay - ist ein Verfahren,

welches 1971 wvon wvan Weemen und Schuurs entwickelt wurde. Es

ermdglicht den Nachweis eines Antigens oder Antikdrpers und
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damit die Bestimmung der Konzentration eines gesuchten Stoffes
in einer Flissigkeit.
Das ELISA-Verfahren gehdort =zu den Immunosorbenttests und

beruht auf dem im Folgenden erlauterten Prinzip:

Der ELISA basiert auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Beim
hier verwendeten SOg. Sandwich-ELISA wird ein Antigen
nachgewiesen. Auf einem Festkdrper (hier: Mikrotiterplatte)
sind Antikorper (AK1l, s. Skizze 4) gegen ein Epitop eines
Antigens (AGl, s. Skizze 4) fest gebunden. Bringt man nun die
Testfliissigkeit mit dem zu bestimmenden Stoff in diese Platte,
so bilden sich zwischen den gebunden AKl und dem gesuchten AGl
Bindungen in Form von Immunkomplexen aus. Dadurch wird das AGl
an die Platte gebunden. Durch wiederholte Waschungen wird das
Uberschiissige Antigen entfernt. Man gibt nun einen zweiten
Antikorper (AK2, s. Skizze 4) hinzu, welcher zusatzlich an ein
Enzym gekoppelt ist. Dieser zweite Antikoper
(Detektionsantikdrper) besitzt eine Bindungsstelle fir ein
anderes Epitop des gesuchten Antigens. Er kann deshalb an die
bereits vorhandenen Immunkomplexe (AK1-AGl) binden. Daher wird
dieses Verfahren auch als ,Sandwich-ELISAY bezeichnet. Mit
Hilfe des an den Detektionsantikdrper gebundenen Enzyms kann
man nun eine Indikatorreaktion in Gang setzen. Meistens wird
dafir ein Substrat verwendet, welches 1in einen Farbstoff
umgewandelt wird. Die Enzymaktivitadt, und damit die Intensitat
des gebildeten Farbstoffes, sind dabei abhangig wvon der Menge
der Sandwich-Komplexe. Diese Intensitat wird quantitativ
photometrisch gemessen. Anhand einer Standardkurve, die durch

Messung von Standards bekannter Konzentrationen aufgestellt
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wird (Eichkurve), kénnen unbekannte Konzentrationen abgelesen
werden. In den hier verwendeten Kits kommt als Enzym eine
alkalische Phosphatase zum Einsatz, die ihr Substrat in einen
Farbstoff umsetzt. Dabei ist die Intensitat des Farbstoffes
direkt proportional =zur Konzentration des gesuchten Hormons.
Die 1Intensitat des Farbstoffes wird daraufhin bei einer

Wellenldnge von 490 nm photometrisch gemessen.

Prinzip des Sandwich-ELISA
Zusatz AGl
AK1 AK1-AG1 AK1-AGl-AK2-Enzym
AK1 AK1-AG1 AK1-AGl-AK2-Enzym
AK1 AK1-AG1 AK1-AGl1-AK2-Enzym

Zusatz AK2
Skizze 4
3.2.3 Inhibin A-Messung

Die Bestimmung des Inhibin A erfolgte mit dem im Abschnitt
3.1.1 genannten ELISA-Kit. Der Versuch nahm zweli Tage 1in

Anspruch. Zunachst wurde das fdtale Kalberserum vorbereitet,
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indem =zu der mitgelieferten Trockenform 5 ml destilliertes
Wasser gegeben und die Loésung 10 Minuten lang geschiittelt
wurde. Als nadchstes mussten die Standards durch Zugabe von 1,3
ml des mitgelieferten fdtalen Kalberserums vorbereitet werden.
Damit erreichte der Standard eine Konzentration wvon 2000
pg/ml. Als dritten vorbereitenden Schritt wurde der
Waschpuffer, welcher in 25 fach konzentrierter Form vorlag,
verdinnt, um eine einfache Konzentration zu erreichen.

Mit dem vorbereiteten Standard wurde nun eine Verdinnungsreihe
hergestellt, indem zunadchst 0,25 ml des Standards mit 0,75 ml
féotalem Kalberserum vermischt wurden. Diese Losung (S1) hatte
dann eine Konzentration von 500 pg/ml. Nun wurden in sieben
Reagenzgldschen je 0,3 ml des Kalberserums pipettiert. Von S1
wurden daraufhin 0,3 ml in das erste dieser Rohrchen
pipettiert (S2). Von S2 wurden anschlieRBend 0,3 ml in das
nachste RoOhrchen pipettiert (S3). Dieser Vorgang wurde solange
wiederholt, bis alle sieben Reagenzglaschen gefillt waren. So
ergab sich eine Verdiinnungsreihe mit folgenden
Konzentrationen: 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml,
31,25 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml und 3,9 pg/ml.

Daraufhin wurden Jje 100 pl der Seren, der Standards und des
Kalberserums (als Nullprobe) in 1,5 ml fassende
Mikrozentrifugenrdhrchen pipettiert. In jedes dieser RdOhrchen
wurden 50 pl 6 %-iges SDS gegeben und gemischt.

AnschlieBend wurden alle Reagenzglaschen fir 3 Minuten in ein
100 °C warmes Wasserbad gestellt.

Nachdem die Proben wieder abgekiihlt waren, wurden noch 100 ul

Assay Diluent hinzugegeben und gemischt.
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Danach wurden zUu Jjedem Roéhrchen 50 Bnl 6 %—-ige
Wasserstoffperoxydldsung (welche ZUvor frisch vorbereitet
wurde) gegeben. Die Proben wurden nun 30 Minuten Dbei
Raumtemperatur inkubiert. Diese Vorbehandlung der Proben

diente dazu, Methionin-Reste 1im Epitop durch Oxidation =zu
verandern; dadurch wurde dessen Affinitat fir den Capture-
Antikorper verbessert.

Nach der Inkubationszeit wurden 80 pl jeder Probe (auch die
Standards und das fotale Kélberserum) in doppelter Ausfiihrung
in die Kammern einer Mikrotiterplatte pipettiert.

Danach wurde die Platte abgedeckt und bei Raumtemperatur uber
Nacht inkubiert.

Am zweiten Tag wurden die Detektionsantikoérper 1in Ldsung
gebracht, indem zum Pulver 1 ml Verdiinnungslodsung gegeben
wurde. Nachdem das Pulver sich geldst hatte, wurden erneut 5
ml Assay Diluent hinzugegeben.

Die Mikrotiterplatte wurde nun gewaschen (maschinell mit dem
Denley Wellwash 4) ; dazu wurden die einzelnen Kammern
vollstandig mit Waschpuffer gefiillt und dieser dann wieder
abgesaugt. Diese Waschprozedur wurde insgesamt viermal
durchgefihrt. Danach wurden 50 pl des Detektionsantikdrpers in
jede Kammer pipettiert. Daraufhin wurde die abgedeckte Platte
eine Stunde inkubiert.

AnschlieBend wurde die Platte erneut - wie oben beschrieben -
achtmal gewaschen, wobei beim letzten Durchgang der Puffer fir
15 Minuten in den Kammern verblieb. In dieser Zeit wurde das
Substrat vorbereitet, welches ebenfalls in Pulverform vorlag.
Es wurde mit einer speziell vorgegebenen Losung vermischt. Der

Puffer wurde dann aus den Kammern abgesaugt und die Platte
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weitere dreimal gewaschen. Danach wurden 50 pl Substrat in die
Kammern pipettiert. Die Platte wurde anschlieBend erneut
abgedeckt und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
In dieser Zeit wurde der Amplifier vorbereitet. Dazu wurden
Amplifier-Pulver und Amplifier-Diluent gemischt.

Nach der Inkubationszeit wurden dann 50 pl des Amplifiers in
die Vertiefungen pipettiert.

Der Farbumschlag erfolgte recht schnell, so dass direkt mit
den Messungen bei 490 nm im Photometer (SLT Spectra) begonnen
werden konnte. Die endgliltige Messung erfolgte, als der
Standard mit der Konzentration von 500 pg/ml eine Absorption

von 2,0 erreicht hatte.

3.2.4 Inhibin B-Messung

Die Bestimmung des Inhibin B erfolgte mit dem in Abschnitt
3.1.2 genannten ELISA-Kit. Der Versuch nahm zwei Tage pro
Mikrotiterplatte in Anspruch. Im ersten Schritt wurden die
Reagenzien, die fir den ersten Versuchstag bendtigt wurden,
vorbereitet. Dazu wurde das fetale Kéalberserum mit 5 ml Aqua
dest. geldst und 10 Minuten vorsichtig gemischt. AnschlieBend
wurde der Inhibin B-Standard mit 1,1 ml des fetalen
Kélberserums geldst, um eine Konzentration von 2000 pg/ml zu
erreichen. Als dritten vorbereitenden Schritt wurde der
Waschpuffer, der in 25fach konzentrierter Form vorlag bis auf
eine einfache Konzentration mit Agqua dest. verdinnt. Danach
wurde der Assay-Standard hergestellt, indem zunadchst 0,3 ml

des fetalen Kalberserums in sieben Mikrozentrifugenrdhrchen
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(1,5 ml) gegeben wurden. AnschlieRend wurden 0,3 ml des
Standards mit der Konzentration von 2000 pg/ml in das erste
Rohrchen pipettiert. Nach grindlichem Mischen wurden daraus
wiederum 0,3 ml in das nadchste Rohrchen gegeben. Mit allen
anderen ROhrchen wurde entsprechend verfahren. Daraus ergab
sich eine Verdinnungsreihe mit folgenden Konzentrationen: 1000
pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25
pg/ml, 15,6 pg/ml.

Nun wurden Jje 100 pl der Standards und der Probandenseren in
beschriftete Mikrozentrifugenrohrchen gegeben. AuBerdem wurden
noch zweil weitere ROhrchen als ,Null“-Probe mit Jje 100 nl
fetalem Kélberserum gefiillt. Danach wurden Jje 50 nl des SDS
060 in jedes ROhrchen pipettiert.

AnschlieBend wurden die ROhrchen wverschlossen und fir drei
Minuten in ein 100 °C warmes Wasserbad gestellt.

Nach dem Abkiithlen wurden in einem weiteren Schritt 100 pl des
Assay-Diluent in jedes Rohrchen gegeben.

Danach wurden 50 pul einer frisch vorbereiteten 6 %-igen
Wasserstoffperoxydlosung in alle R&hrchen pipettiert. Die
Proben wurden 30 Minuten lang inkubiert.

Durch diese Behandlung werden Methionin-Reste 1im Epitop fir
den Capture-AntikOrpers oxidativ modifiziert, so dass eine
Affinité&tssteigerung erreicht wird.

Nun wurden Jje 80 nl der hergestellten Losung als
Doppelbestimmung 1in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte
pipettiert. Die Platte wurde dann gut verschlossen und iber
Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurden zundchst wiederum die Reagenzien des

Tages vorbereitet. Dazu wurde zum Inhibin B-
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Detektionsantikdrper 1 ml Assay-Diluent gegeben. Nach
grindlichem Mischen wurden weitere 5 ml hinzugefilgt.

Danach wurde die Mikrotiterplatte mit dem  Waschpuffer
maschinell insgesamt viermal gewaschen.

AnschlieBend wurden 50 pl des Antikdrpers in jede Vertiefung
pipettiert. Die Platte wurde dann gut verschlossen und filr
drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach dieser Zeit wurde die Platte wiederum achtmal gewaschen,
wobei beim letzten Durchgang der Puffer fir 15 Minuten in den
Vertiefungen verblieb. In der Zwischenzeit wurde das Substrat
vorbereitet, indem die Pulverform mit Substrat-Diluent geldst
wurde.

Nach Ablauf der 15 Minuten wurde der Waschpuffer verworfen und
die Platte erneut dreimal gewaschen.

AnschlieBend wurden 50 pl des Substrates in jede Vertiefung
gegeben. Die Platte wurde wieder verschlossen und flir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Am Ende dieser
Inkubationszeit wurde der Amplifier vorbereitet, indem das
Pulver wiederum mit dem Amplifier-Diluent geldst wurde. Nach
der Inkubationszeit wurden dann 50 pl des Amplifiers in die
Vertiefungen ©pipettiert. Der Farbumschlag erfolgte recht
schnell, so dass die Messungen direkt Dbeginnen konnten. Die
Messungen wurden mit einem Photometer (SLT Spectra) bei 490 nm
Wellenldnge durchgefihrt. Die endgiltige Messung erfolgte, als
der Standard mit der Konzentration wvon 1000 pg/ml eine

Absorption von 2,0 erreicht hatte.
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3.2.5 Inhibin Pro a-C-Messung

Die Bestimmung des Inhibin Pro o-C wurde mit dem in Abschnitt
3.1.3 genannten ELISA-Kit vorgenommen. Diese Bestimmung
erfolgte iber einen Zeitraum von zwei Tagen. Zunachst wurden
die Reagenzien, die flir den ersten Tag bendtigt wurden und in
Trockenpulverform wvorlagen, mit Verdinnungslosung aufgelost.
Die Patientenseren wurden vorher aufgetaut und auf
Zimmertemperatur (18 - 26 °C) erwarmt. Im ersten Schritt wurde
die Standardreihe hergestellt, indem der vorgegebene Standard
mit einer Konzentration wvon 200 pg/ml mit Hilfe einer
Verdinnungsreihe zu folgenden Konzentrationen verdinnt wurde:
100 pg/ml, 50 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,12 pg/ml, 1,56
pg/ml. Diese Standards wurden fiir die Festlegung einer
Standardkurve bendtigt. Die Patientenseren wurden im néadchsten
Schritt im Verhaltnis 1:5 mit Assay Diluent verdinnt.
Daraufhin erfolgte die Bestiickung der Mikrotiterplatte mit den
vorbereiteten Patientenseren und den Standards mit Jjeweils 50
nl pro Vertiefung in doppelter Ausfihrung. Zwei Vertiefungen
wurden als Farbstoffleerprobe (blank) nicht beflillt und in
zwel weitere wurde der Assaypuffer pipettiert, der im weiteren
Procedere wie eine normale Probe behandelt wurde.

Die Platte wurde dann luftdicht abgeschlossen und iber Nacht
bei 4 °C inkubiert.

Am zweiten Versuchstag wurden zunachst die
Detektionsantikorper vorbereitet, indem YA der im Kit
vorhandenen Pulverform 1 ml Verdinnungslosung zugegeben wurde.
AnschlieRend wurde die Losung mit weiteren 5 ml

Verdunnungsldsung verdunnt.
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Die Mikrotiterplatte wurde nun gewaschen, indem die Kammern
der Platte vollstandig mit Waschpuffer gefillt und
anschlieRBend der Puffer wieder abgesaugt wurde. Dieser Zyklus
wurde nun insgesamt viermal wiederholt. Das Waschen erfolgte
maschinell mit dem Denley Wellwash 4. ©Nach dem Iletzten
Waschvorgang wurde in die Kammern je 50 pl des vorbereiteten
Antikorpers pipettiert. Danach wurde die Platte erneut dicht
abgeschlossen und fiur eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert.

Nach dieser Inkubationszeit wurde die Platte achtmal
gewaschen, wobei beim letzten Zyklus der Puffer nicht direkt
abgesaugt wurde, sondern flir 15 Minuten in den Kammern
verblieb. In dieser Zeit wurde das Substrat vorbereitet,
welches ebenfalls in Pulverform vorlag. Dieses Pulver wurde
mit dem Substratdiluent vermischt und in LOsung gebracht.

Nach den 15 Minuten wurde der Waschpuffer abgesaugt und die
Platte ein weiteres Mal mit drei Zyklen gewaschen. Nach diesem
Waschvorgang wurde mittel LOschpapier daflir gesorgt, dass sich
kein Puffer mehr in den Kammern oder auf der Platte befand.

Es wurden nun 50 pl des Substrates in die Kammern pipettiert.
Die Platte wurde verschlossen und fir zwei Stunden inkubiert.
Wahrenddessen wurde die Verstarkerldsung vorbereitet. Auch
diese 1lag in Pulverform vor und wurde mit einer im Kit
vorhandenen LOosung vermischt.

Nach der zweistindigen Inkubationszeit wurden nun 50 pl der
Verstarkerldsung in die Kammern pipettiert.

Der Farbumschlag erfolgte recht schnell, so dass direkt mit
den Messungen begonnen werden konnte. Dazu wurde die Platte in

ein Photometer (SLT Spectra) gestellt und die Absorption der
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Kammern bei 490 nm gemessen. Die endgiiltige Messung erfolgte,
als die Kammer, die den 200 pg/ml Standard enthielt, eine

Absorption von 2,0 zeigte.

3.2.6 Aktivin A-Messung

Zur Aktivin A Bestimmung wurde das in 3.1.4 genannte Kit
verwendet. Diese Messung beanspruchte eine Versuchsdauer von
zwel Tagen. Zunachst wurden die Proben und Reagenzien des
ersten Tages vorbereitet. Fir dieses Kit mussten alle
Serumproben und Standards im Verhaltnis 1:2 mit
Serumalbuminldsung vom Rind (BSA) verdinnt werden.

Zundchst wurde der Aktivin A-Standard, welcher in Pulverform
(gefriergetrocknet) wvorlag, in 1 ml 5 %-igem BSA geldst, um
damit eine Konzentration von 50 pg/ml zu erreichen. Nun wurde
die Standardverdiinnungsreihe hergestellt, indem zuerst 0,1 ml
des Standards mit der Konzentration von 50 pg/ml in ein
Reagenzrohrchen gegeben wurden. Dann wurden 0,9 ml BSA
hinzugefiigt, um eine Konzentration von 5 ng/ml zu erhalten. Es
wurden nun 0,2 ml BSA in sechs weitere R&hrchen gegeben. Aus
dem ersten (5 ng/ml Standard) wurden dann 0,2 ml in das zweite
Rohrchen transferiert und gut geschiittelt. Dieses Verfahren
wurde bei allen weiteren ROhrchen wiederholt. Es ergab sich
eine Standardreihe mit folgenden Konzentrationen: 5 ng/ml, 2,5
ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,625 ng/ml, 0,312 ng/ml, 0,156 ng/ml,
0,078 ng/ml.
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Der Waschpuffer musste ebenfalls verdinnt werden, da er 25fach
konzentriert vorlag. Er wurde bis auf eine einfache
Konzentration mit Aqua dest. verdinnt.

Nun wurden Jje 125 pl von jedem Standard und Jjeder Serumprobe
in 1,5 ml fassende Mikrozentrifugenrdhrchen pipettiert.
Zusatzlich wurde 1in ein weiteres RoOhrchen 125 pul BSA als
~Null“-Probe gegeben.

AnschlieRBend wurden 125 pl 6 %-iges SDS zu Jjedem RoOhrchen
gegeben. Die ROhrchen wurden verschlossen und flir drei Minuten
in ein 100 °C warmes Wasserbad gestellt.

Nach dem Abkiithlen der ROhrchen wurden Jjeweils 20 pl einer 30
%—-igen Wasserstoffperoxydldsung in Jjedes ROhrchen pipettiert.
Die Proben  wurden dann 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

In dieser Zeit wurden 25 pl Assay Diluent in Jjede Vertiefung
einer Mikrotiterplatte gegeben. Nach der Inkubationszeit
wurden Jje 100 pl der Proben und Standards als Doppelwerte in
die Vertiefungen pipettiert. Die Platte wurde verschlossen und
eine Stunde, ebenfalls bei Raumtemperatur, inkubiert.

In dieser Zeit erfolgte die Vorbereitung des Detektionsreagenz
1, indem zum mitgelieferten Reagenz (in Pulverform) 1 ml Assay
Diluent gegeben wurde. Nachdem das Pulver sich geldst hatte,
wurden weitere 3 ml Assay Diluent hinzugegeben.

Nach der Inkubationszeit wurden nun 25 pl des Reagenz in jede
Vertiefung der Platte pipettiert.

Die Platte wurde dann wiederum verschlossen und iber Nacht
inkubiert.

Am zweiten Tag wurde zundchst das Detektionsreagenz 2

vorbereitet, indem es wiederum zundchst in 1 ml Assay Diluent
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geldst wurde und anschlieBend eine Verdinnung mit weiteren 5
ml Assay Diluent erfolgte.

Nach der viermaligen Reinigung der Platte mithilfe des Denley
Wellwash 4 (s. oben), wurden 50 nl des zwelten
Detektionsreagenz in jede Vertiefung der Platte gegeben. Die
Platte wurde verschlossen und eine Stunde inkubiert. Danach
wurde die Platte insgesamt achtmal gewaschen, wobei beim
letzten Durchgang der Waschpuffer fir 15 Minuten in den
Vertiefungen verblieb. In dieser Zeit wurde das Substrat mit
dem Substrat Diluent geldst. Nach den 15 Minuten wurde die
Platte erneute dreimal gewaschen.

Nun wurden 1in Jjede Vertiefung 50 pl des Substrates gegeben.
Die Platte wurde erneut verschlossen und zwei Stunden lang
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde der Amplifier
vorbereitet, durch Losung in Amplifier Diluent.

Nach der Inkubationszeit wurden 50 pl des Amplifiers in Jjede
Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert. Der Farbumschlag
erfolgte recht schnell, so dass direkt mit den Messungen im
Photometer (SLT Spectra, 490 nm) begonnen werden konnte. Die
endgiltige Messung erfolgte, als der Standard mit der
Konzentration von 5 ng/ml eine Absorption von 2,0 erreicht

hatte.

3.2.7 Messung der klinischen Standardparameter (hFSH, hLH,

Progesteron, Estradiol, Testosteron, Prolaktin)

Die Messung der klinischen Standardparameter wurde mit Hilfe

des Beckmann Access Immunoassay System der Firma Beckmann
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Coulter GmbH - Diagnostics vorgenommen. Da dieses System im
klinischen Alltag eingesetzt wird und der European Union In
Vitro Diagnostic Medical Device Directive 98/79/EC entspricht,

wird hier auf eine nadhere Beschreibung verzichtet.

3.2.8 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte am Institut filr
medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik der
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz auf einem PC unter
Verwendung des Softwaresystems SPSS Version 9.

Fir die deskriptive Darstellung wurden flir die stetigen
Variablen der Median sowie die 25%- und die 75%-Perzentile
angegeben und in Grafiken verwandt.

Zur Untersuchung der stetigen Variablen (Hormonwerte) wurde
der Wilcoxon-Test flir unverbundene Stichproben herangezogen.
Die Auswertung der stetigen Variablen im zeitlichen Verlauf
wurde mit dem Friedman-Test flir mehr als zwei abhangige
Stichproben durchgefihrt.

Fiir die Korrelation =zwischen einzelnen Hormonen wurde der
Spearman Korrelations-Koeffizient herangezogen.

Es erfolgte fir den Vergleich der zwei Gruppen fir Jjedes

ausgewertete Hormon eine Korrektur der p—-Werte nach
Bonferroni, so dass p-Werte wvon p < 0,00625 als statistisch
signifikant zum multiplen Niveau o = 5 % angesehen wurden.

Alle anderen statistischen Tests wurden im Sinne einer

deskriptiven Datenanalyse verwendet.
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4. Ergebnisse

Es wurden insgesamt n = 18 Frauen in die Zyklusuntersuchung

eingeschlossen und, wie in Kapitel 3.1.10 dargestellt in

Gruppen aufgeteilt. Von jeder dieser Frauen lagen
Vollblutproben vor, die entsprechend dem Studiendesign
abgenommen wurden (s. auch Kapitel 3.1.11). Nachdem die Daten
statistisch - wie bereits 1in Kapitel 3.2.8 erlautert -
ausgewertet wurden, ergaben sich die im Folgenden

dargestellten Ergebnisse.

4.1 Vergleich beider Gruppen im Zyklusverlauf

4.1.1 Inhibin A
Inhibin A Gruppenvergleich der Mediane
70
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Abb. 1: Inhibin A im Gruppenvergleich (Gruppe 1 ohne Kontrazeption, Gruppe 2 mit

Kontrazeption),; angegeben sind Mediane sowie 25%- und 75%-Quartile.
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n=18 InAl | InA4 | InA8 | InA12 | InA16 | InA20 | InA24 | InA28
Gruppe 1 39 39 39 20,6 27,3 29,05 17,5 11,6
Gruppe 2 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9
p-Werte | 0,931 | 0,387 | 0,931 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,027 | 0,019

Datentabelle 1: Mediane in Zahlen sowie p-Werte aus der statistischen Auswertung

Die Inhibin A-Werte 1liegen in Gruppe 2 auf einem niedrigen
Niveau (s. Abb. 1, blau gestrichelte Kurve), wobei die in der
Datentabelle 1 angegebenen Werte von 3,9 pg/ml der unteren
Messgenauigkeit der Inhibin A-Kits entsprechen. Daher kann an
dieser Stelle keine Aussage dariiber gemacht werden, ob die
gemessenen Werte den tatsdchlichen Werten entsprechen oder ob
es unterhalb dieses Niveaus noch Schwankungen der realen Werte
gibt.

Der Zyklusverlauf wvon Inhibin A in Gruppe 1 stellt sich vollig
anders dar (s. Abb. 1, rote Kurve). Zu Beginn des Zyklus
bleiben die Werte an den Tagen 1 bis 8 auf einem tiefen
Niveau, um dann an Tag 12 von 3,9 pg/ml auf 20,6 pg/ml und an
Tag 20 weiter auf ein Maximum von 29,05 pg/ml zu steigen. Nach
dem 20. Zyklustag fallen die Werte zum Ende des
Menstruationszyklus hin wieder ab und erreichen am 28. Tag
einen Wert von 11,6 pg/ml.

Im Vergleich der beiden Gruppen zeigt sich in der Gruppe ohne
Kontrazeption ein eingipfliger Verlauf der Kurve, die ab dem
8. Tag stetig ansteigt, bis sie am 20. Zyklustag ein Maximum
erreicht. Beil Frauen, die unter der Wirkung oraler
Hormonpraparate stehen, zeigen sich keine Zyklusschwankungen.
Es lieB sich statistisch beweisen, dass die Schwankungen der

Gruppe 1 statistisch signifikant im zeitlichen Verlauf sind (p

Seite 34 von 78



Ergebnisse

< 0,001 im Friedman-Test). Es konnte in Gruppe 2 entsprechend
gezeigt werden, dass es keine signifikanten Unterschiede im
zeitlichen Verlauf gibt (p = 0,069 im Friedman-Test). Inhibin
A wird hier durch die Hormongaben unterdriickt. An den Tagen 12
(p £ 0,001; s. auch Datentabelle 1), 16 (p £ 0,001; s. auch
Datentabelle 1) und 20 (p £ 0,001; s. auch Datentabelle 1) ist
der Unterschied zwischen beiden Gruppen hochsignifikant. An
den Tagen 24 (p = 0,027; s. auch Datentabelle 1) und 28 (p =
0,019; s. auch Datentabelle 1) =zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede mehr, dennoch kann man deutlich eine Tendenz hin
zum signifikanten Unterschied erkennen. Zu Beginn des Zyklus
(Tag 1 bis 8) liegen beide Kurven im selben Niveau, woraus
sich keine signifikanten Unterschiede ergeben (Tag 1l: p =
0,931; Tag 4: p = 0,387; Tag 8: p = 0,931; s. auch
Datentabelle 1). Auch hier kann keine Aussage getroffen
werden, ob es nicht doch einen Niveauunterschied vorliegt, da

die Messgenauigkeit der Inhibin A-Kits unterschritten wurde.
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4.1.2 Inhibin B
Inhibin B Gruppenvergleich der Mediane
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Abb. 2: Inhibin B im Gruppenvergleich (Gruppe 1 ohne Kontrazeption, Gruppe 2 mit

Kontrazeption); angegeben sind Mediane sowie 25%- und 75 $-Quartile.

n=18 InB1 InB4 InB8 | InB12 | InB16 | InB20 | InB24 | InB28
Gruppe 1 | 42,6 84,4 85,9 68,6 65,4 16,05 15,6 20
Gruppe2 | 434 | 12432 | 394 18,4 15,6 15,6 15,6 24,6
p-Werte | 1,000 | 0,094 | 0,094 | 0,004 | 0,031 | 0,236 | 0,370 | 0,833

Datentabelle 2: Mediane in Zahlen sowie p-Werte aus der statistischen Auswertung

Die Inhibin B-Werte wvon Gruppe 1 steigen innerhalb der ersten
vier Zyklustage zundchst schnell von 42,6 pg/ml auf 84,4 pg/ml
an (s. Abb. 2, rote Kurve). Danach wird die Kurve flacher und
die Werte halten sich iUber den 8. Tag (an welchem das Maximum
mit 85,9 pg/ml erreicht wird) hinaus auf diesem Niveau, um
dann langsam 1im weiteren Verlauf bis zum 16. Zyklustag auf
65,4 pg/ml zu fallen. Hier gibt es nun einen steileren Knick
und die Werte sinken innerhalb der nachsten vier Tage auf ein

Niveau von 16,05 pg/ml ab. Am 24. Tag fallen die Werte auf das
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Minimum wvon 15,6 pg/ml, wobei hier die untere Grenze der
Messgenauigkeit des Inhibin B-Kits erreicht oder sogar
unterschritten wird. In den letzten vier Tagen steigt der
Spiegel dann wieder auf 20 pg/ml an.

In Gruppe 2 (s. Abb. 2, blau gestrichelte Kurve) liegt der
Inhibin B-Spiegel =zu Beginn nahezu auf derselben HOhe wie 1in
Gruppe 1 (Tag 1: 43,4 pg/ml). Bis zum 4. Zyklustag steigt der
Spiegel Jjedoch rasant auf 124,32 pg/ml an, um bis zum 8. Tag
ebenso schnell wieder auf 39,4 pg/ml abzufallen. Die Werte
fallen danach weiter und erreichen am 16. Zyklustag den
Tiefstwert, wobei sie hier die untere Messgenauigkeit des
Inhibin B-Kits unterschreiten. Die Werte bleiben bis zum 24.
Tag auf diesem niedrigen Niveau und steigen zum Ende des
Zyklus (Tag 28: 24,6 pg/ml) wieder an.

In Gruppe 1 zeigt sich ein eingipfliger Verlauf der Kurve mit
einem Maximum am 8. Zyklustag (85,9 pg/ml). Insgesamt ist der
Kurvenverlauf eher flach und die Anstiege bzw. Abfalle der
Werte verlaufen langsam. Trotzdem zeigte die statistische
Untersuchung eine signifikanten zeitlichen Verlauf in dieser
Gruppe (p = 0,003 nach Friedman). In der Gruppe Frauen mit
oraler Kontrazeption hingegen steigt die Kurve zunachst steil
an und hat einen Peak am 4. Zyklustag. In weiteren Verlauf
jedoch fallen die Werte schnell ab und unterschreiten am 16.
Tag die Messgenauigkeit der Kits. Die Untersuchung des
zeitlichen Verlaufs zeigte auch hier ein eindeutig
signifikantes Ergebnis (p < 0,001 in der Auswertung nach
Friedman) .

Im Vergleich Dbeginnen die Verldufe der beiden Gruppen auf

demselben Niveau (Tag 1l: p = 1,000; s. auch Datentabelle 2),
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wobei Gruppe 2 zundchst steil wund Gruppe 1 eher flach
ansteigt (Tag 4: p = 0,094; s. auch Datentabelle 2). Am
vierten Tag liegen die Werte der Gruppe 2 hoher als die Werte
von Gruppe 1. Bis zum 8. Tag liegen die Werte von Gruppe 1
wieder hoher als die von Gruppe 2 (Tag 8: p = 0,094; s. auch
Datentabelle 2). Im weiteren Verlauf wird der an den Tagen 4
und 8 nur tendenziell erkennbare Unterschied immer deutlicher
und wird am 12. Zyklustag statistisch signifikant (p = 0,004).
Uber den 16. Tag mit einem p-Wert von 0,031 erreichen die
beiden Gruppen ab dem 20. Zyklustag bis zum Ende des Zyklus
(Tag 20: p = 0,236; Tag 24: p = 0,370; Tag 28: P = 0,833; s=s.
auch Datentabelle 2) wieder identische Level.

Ob es am Ende des Zyklus zwischen den beiden Gruppen noch
Unterschiede auf einem sehr niedrigen Niveau gibt, kann man
anhand der vorliegenden Daten nicht sagen, da in Gruppe 2 die
Messgenauigkeit der Kits an den Tagen 16, 20 und 24 und in

Gruppe 1 am Tag 24 unterschritten wurde.
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4.1.3 Inhibin Pro a-C

Inhibin Pro-alphaC Gruppenverlgeich der Mediane
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Abb. 3: Inhibin Pro a-C im Gruppenvergleich (Gruppe 1 ohne Kontrazeptivum, Gruppe 2 mit

Kontrazeptivum),; angegeben sind Mediane sowie 25%- und 75%-Quartile.

n=18 Proa-C1 | Proa-C4 | Proa-C8 | Proa-C12 | Proa-C16 | Proa-C20 | Proa-C24 | Proo-C28
Gruppe 1 121,2 106,6 130,5 249,1 3774 436,65 292,95 297,1
Gruppe 2 89,9 126,8 89,1 78,9 84,8 75,8 66,1 92,05
p-Werte 0,387 0,730 0,190 0,011 0,024 0,008 0,027 0,093

Datentabelle 3: Mediane in Zahlen sowie p-Werte aus der statistischen Auswertung

Der Verlauf in Gruppe 2 (s. Abb. 3, blau gestrichelte Kurve)
unterliegt wahrend des gesamten Zyklus nur wenigen
Schwankungen. Die Werte steigen zunadchst diskret wvon 89,9
pg/ml (Tag 1, s. auch Datentabelle 3) auf 126,8 pg/ml (Tag 4,
S. auch Datentabelle 3) an. Im weiteren Verlauf fallt der
Spiegel dann wieder auf 89,1 pg/ml am Tag 8 ab und bleibt nun
bis zum 20. Tag auf diesem Niveau. Am 24. Tag wird das Minimum
mit 66,1 pg/ml erreicht. Zum Ende des Zyklus steigen die Werte

dann erneut auf 92,05 pg/ml (Tag 28, s. auch Datentabelle 3).

Seite 39 von 78



Ergebnisse

In Gruppe 1 (s. Abb. 3, rote  Kurve) schwanken die
Hormonspiegel 1in den ersten 8 Tagen des Zyklus nur gering
(zwischen 106,6 pg/ml an Tag 4 und 130,50 pg/ml an Tag 8, s.
auch Datentabelle 3). Im weiteren Verlauf steigen die Werte
drastisch an (Tag 12: 249,1 pg/ml; Tag 16: 377,4 pg/ml) und
erreichen am 20. Tag das Maximum mit 436,65 pg/ml (s. auch
Datentabelle 3) . Zum  Ende des Zyklus hin fallt der
Hormonspiegel dann wieder auf Werte um 300 pg/ml ab (Tag 24:
292,95 pg/ml; Tag 28: 297,1 pg/ml).

In Gruppe 2 (unter dem Einfluss oraler Kontrazeptiva) wird der
Inhibin Pro o-C-Gehalt des Blutes auf ein einheitlich
niedriges Niveau supprimiert. Die Werte unterliegen dabei, im
Vergleich zu den Unterschieden in Gruppe 1, nur geringen
Schwankungen (Minimum an Tag 24: 66,1 pg/ml; Maximum an Tag 4:
126,8 pg/ml), die sich jedoch im zeitlichen Verlauf
statistisch signifikant unterscheiden (p =0,001 nach
Friedman) . Im Gruppe 1 =zeigt sich ein zundchst niedriger
Hormonspiegel, der ab dem 8. Tag ansteigt. Die Kurve =zeigt
insgesamt einen eingipfligen Verlauf mit einem Maximum am 20.
Tag (436,65 pg/ml; s. auch Abb. 3). Auch in dieser Gruppe lieB
sich mit Hilfe des Friedman-Testes nachweisen, dass die
zeitlichen Unterschiede nicht zufdllig entstehen (p = 0,001).
Die Dbeiden Gruppen =zeigen 1im Vergleich v&llig verschiedene
Verlaufsmuster. Beide Gruppen liegen zundchst in den ersten 8
Tagen des Zyklus auf fast gleichem Niveau (s. Abb. 3). Daher
kommt es auch an diesen Tagen zu keinem signifikanten
Unterschied in der statistischen Auswertung (Tag 1: p = 0,387;
Tag 4: p = 0,730; Tag 8: p = 0,190). Bis =zum nachsten

Messpunkt an Tag 12 steigen die Werte in Gruppe 1 stark an,
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wobei statistisch gesehen nur eine Tendenz zu erkennen ist
(Tag 12: p = 0,011). Diese Tendenz hin zu einem signifikanten
Unterschied setzt sich im Verlauf fort (Tag 16: p = 0,024) und
wird am 20. Zyklustag mit einem p-Wert von p = 0,008 am
deutlichsten. Ein signifikanter Unterschied wird durch eine
groRe Streubreite der Werte wadhrend des gesamten Zyklus nicht
erreicht (Tag 20: p = 0,027; Tag 28: p = 0,093; =s. auch
Datentabelle 3).

Durch die groRe Streubreite der Inhibin Pro o-C-Werte kann
hier kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen herausgearbeitet werden. Die Tendenz ist aber
in durch die p-Werte insgesamt deutlich 2zu sehen, so dass
davon ausgegangen werden muss, dass ein signifikanter

Unterschied mit gréBeren Fallzahlen nachzuweisen ware.
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4.1.4 Aktivin A

Aktivin A Gruppenvergleich der Mediane
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Abb. 4: Aktivin A im Gruppenvergleich (Gruppe 1 ohne Kontrazeptivum, Gruppe 2 mit

Kontrazeptivum),; angegeben sind Mediane sowie 25%- und 75%-Quartile.

n=18 Aktl | Akt4 | Akt8 | Aktl2 | Aktl6 | Akt20 | Akt24 | Akt28
Gruppel | 0,48 0,56 0,44 0,52 0,52 0,44 0,46 0,5
Gruppe 2 0,5 0,48 0,47 0,36 0,47 0,52 0,53 0,52
p-Werte | 1,000 | 0,541 | 0,815 | 0,074 | 0423 | 0,721 | 0,505 | 0,876

Datentabelle 4: Mediane in Zahlen sowie p-Werte aus der statistischen Auswertung

Die Aktivin A-Werte der Gruppe 1 (s. Abb. 4, rote Kurve)
schwanken wahrend des gesamten Zyklus nur geringfiigig. Die
Daten erreichen am 4. Zyklustag ein Maximum von 0,56 ng/ml
(von 0,48 ng/ml am 1. Tag angestiegen). Dieses Maximum wird
gefolgt von einem Abfall des Spiegels auf 0,44 ng/ml am darauf
folgenden Messpunkt (Tag 8). Zum 12. Tag hin steigen die Werte
dann wieder an und bilden einen erneuten Peak (0,52 ng/ml) mit
einer leichten Plateauphase, die bis zum 16. Zyklustag anhalt.

Danach fallt der Spiegel wieder auf 0,44 ng/ml am 20. Tag des
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Menstruationszyklus ab, um anschlieBend erneut auf die
Ausgangswerte anzusteigen (Tag 24: 0,46 ng/ml; Tag 28: 0,5
ng/ml) .

In Gruppe 2 (s. Abb. 4, blau gestrichelte Kurve) ergibt sich
ein sehr &dhnliches Bild. Der Spiegel f&llt hier zunachst wvon
0,5 ng/ml am 1. Zyklustag auf ein Minimum von 0,36 ng/ml am
12. Tag ab. Bis zum Ende des Monatszyklus steigen die Werte
dann erneut wieder bis auf das Ausgangsniveau an (s. auch
Datentabelle 4).

In Gruppe 1 zeigt sich ein Kurvenverlauf mit einer geringen
Schwankungsbreite (zwischen 0,44 ng/ml (2 Tag 8, Tag 20) und
0,56 ng/ml (2 Tag 4)). Durch diese ergibt sich ein fast
konstanter Aktivin A-Spiegel 1Uber den gesamten Zyklus, der
auch statistisch keinen signifikanten Schwankungen unterworfen
ist (p = 0,110 im Friedman-Test). In Gruppe 2 fallt der
Kurvenverlauf &hnlich aus. Auch hier unterliegen die Daten nur
geringen Schwankungen (Minimum: Tag 12 mit 0,36 ng/ml;
Maximum: Tag 24 mit 0,53 ng/ml). Wie auch schon fir Gruppe 1
beschrieben, ergibt sich fliir die Gruppe 2 ebenfalls ein fast
konstanter Hormonspiegel wahrend des gesamten Zyklus, der
allerdings 1im Gegensatz zu Gruppe 1 noch signifikanten
Schwankungen im zeitlichen Verlauf unterworfen ist (p = 0,029
nach Friedman) .

Statistisch kann kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen
nachgewiesen werden. Die p-Werte lassen auch keine Aussage
iber eine Tendenz 2zu, da der niedrigste p-Wert mit p = 0,074
bei einem Signifikanzniveau von p < 0,00625 dies nicht

zulasst.
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Den Daten dieser Studie =zufolge gibt es an keinem Messpunkt
einen signifikanten Unterschied der Hormonspiegel. Die Daten
weisen insgesamt auch eine groBe Schwankungsbreite auf. Es
scheint, als haben orale Kontrazeptiva auf den Aktivin A-

Spiegel keinen Einfluss wahrend des Menstruationszyklus.

4.1.5 hFSH
hFSH Gruppenvergleich der Mediane
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Abb. 5: hFSH im Gruppenvergleich (Gruppe 1 ohne Kontrazeptivum, Gruppe 2 mit Kontrazeptivum);

angegeben sind Mediane sowie 25%- und 75%-Quartile.

n=18 hFSH1 | hFSH4 | hFSHS8 | hFSH12 | hFSH16 | hFSH20 | hFSH24 | hFSH28
Gruppe 1 4,66 6,29 7,72 5,4 7,11 3,3 3,59 2,75
Gruppe 2 7,66 7,24 5,24 3,74 3,7 2,35 2,16 4,6

Datentabelle 4: Mediane in Zahlen aus der statistischen Auswertung

Die hFSH-Werte der Gruppe 1 (s. Abb. 5, rote Kurve)
unterliegen 1im Verlauf zyklusabhangigen Schwankungen. Die

Messwerte steigen zundchst vom 1. bis zum 8. Zyklustag wvon
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4,66 mIU/ml auf ein Maximum von 7,72 mIU/ml an. Nachfolgend
fallt der hFSH Spiegel wieder auf 5,4 mIU/ml am 12. Tag, um
bis zum 16. Tag wieder auf einen Wert wvon 7,11 mIU/ml
anzusteigen und damit ein zweites Maximum 1im Verlauf des
Zyklus zu bilden. Nach diesem zweiten Peak fallen die
Messwerte auf ein niedriges Niveau (3,3 mIU/ml am 20. Tag,
3,59 mIU/ml am 24. Tag und 2,75 mIU/ml am 28. Tag) ab und
bilden eine Plateauphase bis zum Ende des Zyklus.

In Gruppe 2 zeigt sich ein anderes Bild. Zunédchst befinden
sich die hFSH-Werte an den ersten beiden Messtagen auf einem
Niveau von 7,66 mIU/ml (Tag 1) und 7,24 mIU/ml (Tag 2). Nach
dem 2. Zyklustag fallen die Werte schrittweise auf 5,24 mIU/ml
am 8. Tag, 3,74 mIU/ml und 2,35 mIU/ml an den Tagen 12 und 20
ab, um schlieRlich ein Minimum von 2,16 mIU/ml am 24.
Zyklustag zu erreichen. Zum Ende des Zyklus erreichen die
Daten dann einen Wert von 4,6 mIU/ml und ndhern sich damit
wieder den Ausgangswerten an.

In Gruppe 1 (ohne hormonelle Kontrazeption) =zeigt sich ein
zwelgipfliger Zyklusverlauf mit dem ersten Maximum am 8.
Zyklustag (7,72 mIU/ml) und dem zweiten Maximum an Tag 16
(7,11 mIU/ml). Nach Erreichen des zweiten Peaks fallen die
Werte stark ab und halten sich bis zum Ende des Zyklus auf
einem niedrigen Niveau. In Gruppe 2, deren Probandinnen unter
der Wirkung oraler Kontrazeptiva stehen, zeigt sich ein
anderer Verlauf. Der hFSH Spiegel ist an den ersten beiden
Messtagen (Zyklustag 1 und 4) zundchst auf einem hohen Niveau.
Zum 8. Zyklustag hin fallt der hFSH-Wert stark auf ein
niedrigeres Niveau ab, um im weiteren Verlauf bis zum Ende des

Zyklus stetig weiter abzusinken. Die ersten beiden Messtage
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liegen in der Menstruationsphase des Zyklus, d. h. Jje nach
Prdparat werden entweder keine Tabletten eingenommen oder es
werden Tabletten eingenommen, die keine Hormondosen enthalten.
Daher wird der hFSH Spiegel zu diesem Zeitpunkt nicht
unterdriickt, was allerdings im weiteren Verlauf sehr wohl der

Fall ist und auch den Daten bzw. Abb. 5 entnommen werden kann.

4.2 Korrelationen der ovariellen Proteohormone zu hFSH

Die statistische Untersuchung nach Korrelationen erfolgte in
dieser Studie mit dem Spearman-Korrelationskoeffizienten, da
dieser Dbei kleinen Fallzahlen Vorteile gegeniilber anderen

Koeffizienten hat.

4.2.1 Inhibin A/hFSH in beiden Gruppen

Korrelation Inhibin A/hFSH Gruppe 1 Korrelation Inhibin A/hFSH Gruppe 2
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Abb. 5: Korrelation zwischen Inhibin A und hFSH in Gruppe 1 (links) und Gruppe 2 (rechts)
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In Gruppe 1, unter der Wirkung oraler Kontrazeptive, konnte
eine negative Korrelation nach Spearman nachgewiesen werden (r
= -0,385; p < 0,001). In der Gruppe ohne hormonelle
Kontrazeption dagegen sind die Wertepaare positiv korreliert

(r = 0,337; p = 0,004).

4.2.2 Inhibin B/hFSH in beiden Gruppen
Korrelation Inhibin B/hFSH Gruppe 1 Korrelation Inhibin B/hFSH Gruppe 2
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Abb. 6: Korrelation zwischen Inhibin B und hFSH in Gruppe 1 (links) und Gruppe 2 (rechts)

Bei dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die
Inhibin B-Werte in Gruppe 1 nicht statistisch auffidllig
miteinander korreliert sind (r = 0,185; p = 0,137). Beim
Kollektiv ohne Einflussnahme oraler Kontrazeptive sind die
Wertepaare stark positiv miteinander korreliert (r = 0,687; p
< 0,001). Die Korrelation =zwischen Inhibin B und hFSH wird

folglich durch die Wirkung oraler Kontrazeptiva aufgehoben.
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4.2.3 Pro a-C/hFSH in beiden Gruppen

Korrelation Pro alpha-C/hFSH Gruppe 1 Korrelation Pro alpha-C/hFSH Gruppe 2
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Abb. 7: Korrelation zwischen Pro «o-C und hFSH in Gruppe 1 (links) und Gruppe 2 (rechts)

Inhibin Pro o-C und hFSH sind in beiden Gruppen statistisch

auffallig miteinander korreliert, wobei der
Korrelationskoeffizient in Gruppe 1 negativ (r = -0,525; p <
0,001) und in Gruppe 2 positiv ist (r = 0,318; p = 0,007).
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4.2.4 Aktivin A/hFSH in beiden Gruppen

Korrelation Aktivin AhFSH Gruppe 1 Korrelation Aktivin A/hFSH Gruppe 2
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Abb. 8: Korrelation zwischen Aktivin A und hFSH in Gruppe 1 (links) und Gruppe 2 (rechts)

Bei dieser statistischen Auswertung konnten ebenfalls
statistisch auffallige Korrelationen zwischen den untersuchten
Werten gefunden werden. Die Hormone Aktivin A und hFSH sind in
der Gruppe, die unter der Wirkung oraler Kontrazeptiva stehen,
positiv miteinander korreliert (r = 0,350; p = 0,004). In der
Gruppe ohne den Einfluss oraler Kontrazeption findet sich

ebenfalls eine positive Korrelation (r = 0,327; p = 0,010).
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5. Diskussion

5.1 Hormonelle Regulation des Menstruationszyklus

Im Folgenden wird zundchst auf die hormonelle Regulation der
Hypothalamus-Hypophysen-Ovarien-Achse und deren physiologische

Folgen eingegangen.

CE) Hypothalamus <E>

GnRH (Gonadoliberin)

4
<E> Hypophysenvorderlappen <E>

4/”’/’//////’ﬂ\\\\\\\\\\“‘\\>

FSH LH

(Follikel stimulierendes: Hormon) (luteinisierendes Hormon)

l l

Follikelreifung |— oyulation —» Corpus luteum

: v

Ostrogene Gestagene

Skizze 5

Als oberste Kontrollinstanz des Regelkreises (s. Skizze D5)
dient der Hypothalamus, der durch GnRH (Gonadotropin-
Releasing-Hormon oder Gonadoliberin) die Hypophyse zur
Ausschiuttung von hFSH und hLH stimuliert. Die Ausschiittung der

regulatorischen Hormone GnRH, hFSH und hLH erfolgt pulsatil.
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Die absoluten Hormonkonzentrationen unterliegen
zyklusabhdngigen Schwankungen (Petrides 1998). Das von der
Hypophyse ausgeschiittete hFSH gelangt {iber den Blutkreislauf
zu den Ovarien und bewirkt dort das Heranreifen einer Kohorte
von Follikeln (Tag 1-4), welche wiederum beginnen, in einem
speziellen Teil der Zellen, den Granulosa-Zellen, Ostrogene =zu
produzieren. Aus dieser Kohorte wird dann ein Follikel aus
bisher unbekannter Ursache selektiert (Tag 5-7) und reift
schlieRBlich zum sprungreifen Graaf-Follikel heran (Tag 8-12).
Bisher i1ist bekannt, dass die Auswahl des Follikels eng mit
seiner Fahigkeit, Ostrogene zu produzieren verkniipft ist
(Petrides 1998). Eine zweite wichtige Wirkung der Ostrogene
ist deren Wirkung auf das Endometrium. Dort fihren sie zu
einer Proliferation der Schleimhaut. Die Ostrogene im Blut
bewirken in niedrigen Konzentrationen, durch einen negativen
Feedback Mechanismus auf die Hypophyse und den Hypothalamus,
dass die hFSH- und hLH-Spiegel =zundchst ebenfalls auf einem
niedrigen Niveau bleiben. Bis zur Zyklusmitte hin steigen die
Ostrogen-Konzentrationen stetig an (s. auch Skizze 3). Durch
die sehr hohen Ostrogen-Spiegel in der Zyklusmitte reagiert
die Hypophyse mit einem plotzlichen Anstieg der hFSH- und hLH-
Ausschuttung. Hierbei handelt es sich um die so genannte
positiv rickkoppelnde Wirkung der Ostrogene. Durch diesen hLH-
Peak wird schlieRlich die Owvulation ausgeldst. Das sich aus
dem Graaf-Follikel Dbildende Corpus luteum beginnt dann,

angeregt durch hLH, Progesteron zu produzieren und abzugeben

(Luteinisierung der Zellen). Das fihrt wiederum dazu, dass
sich die Endometriumschleimhaut verandert (sekretorische
Phase), um damit die Nidation der sich in der Tube befindenden
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Eizelle vorzubereiten. In dieser Phase des Menstruationszyklus
wirken die immer noch erhdhten Ostrogenspiegel zusammen mit
dem ansteigenden Progesteronspiegel wieder negativ
rickkoppelnd auf die Hypophyse und den Hypothalamus, wodurch
es zu einem Abfall der erhohten hFSH- und hLH-Spiegel kommt.
Kommt es nicht zur Befruchtung der Eizelle mit nachfolgender
Nidation, geht das Corpus luteum innerhalb eines Zeitraumes
von 14 Tagen zZu Grunde. In der Folge fallt der
Progesteronspiegel ab, es kommt zu regressiven Veradnderungen
der Endometriumschleimhaut, was schlieRlich zur

Menstruationsblutung fihrt (Wuttke 2000).

5.2 Wirkmechanismus oraler Kontrazeptiva (l-Phasen-Pradparate)

Um die Zusammenhange des Einflusses hormoneller Kontrazeptiva
auf die ovariellen Proteohormone besser zu verstehen, muss man
zunachst genauer den Wirkmechanismus eben dieser
Hormonpraparate auf die Hypophyse beleuchten.

Die Probandinnen dieser Studie nahmen alle 1-Phasen-Praparate
ein. Diese setzen sich aus einer fixen Ostrogen-/Gestagendosis
Uber 21 Tage des Zyklus zusammen. In der letzten Woche des
Zyklus kommt es durch das Fehlen der Hormondosen zu einer
Menstruationsblutung (Hormonentzugsblutung) . Bei manchen
Praparaten wird eine siebentdgige Einnahmepause eingelegt, bei
anderen wird wahrend dieser Zeit eine Pille ohne Wirkstoff
(Placebo) eingenommen. Die konzeptionsschiitzende Wirkung der
Pille beruht auf der funktionellen Ausschaltung der Hypophyse.

Bei den Praparaten wird die negativ rickkoppelnde Wirkung der
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Ostrogene und Gestagene auf die héheren Steuerzentren
(Hypophyse und Hypothalamus) ausgenutzt. Durch die
kontinuierliche Gabe niedriger Ostrogendosen wird die
hypophysadre Ausschittung wvon hFSH und hLH unterdrickt. Durch
das fehlende hFSH kommt es in den Ovarien nicht zur
Heranreifung eines Follikels, was zur Folge hat, dass es nicht
zur Ovulation kommt . Uberdies kommt es durch die
Ostrogenwirkung zum Aufbau der Endometriumschleimhaut. Aus
diesem Grund ist es wichtig, Ostrogene mit Gestagenen =zu
kombinieren (s. u.) . Diese wiederum entfalten mehrere
Wirkungen. Zum einen wird die zusédtzliche ovulationshemmende
Wirkung dieser Hormongruppe ausgenutzt. Durch Gestagene kommt
es ebenfalls, iUber einen negativ rickkoppelnden Einfluss auf
die Hypophyse und den Hypothalamus, =zu einer verminderten
Freisetzung von hLH, womit sich die ovulationshemmende Wirkung
erklart (s. auch Skizze 5). Zum anderen verandert sich der
Cervixschleim dergestalt, dass es eindringenden Spermien
erschwert wird, in den Uterus zu gelangen (die Viskositat des
cervikalen Schleimes verandert sich). Die dritte wichtige
Wirkung Dbesteht 1in der Umwandlung des Endometriumepithels
(sekretorische Phase). Durch die Dbegleitende Gestagengabe
steht das Endometrium nicht ausschlieBlich unter der
Ostrogenwirkung, was ein erhohtes Carcinomrisiko zur Folge
hatte. Ferner kommt es nach Absetzen der Gestagene 1in der
siebentdgigen Einnahmepause zu regressiven Veranderungen der

Endometriumschleimhaut und damit zur Hormonentzugsblutung.
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5.3 Generelle Physiologie der Inhibine

Die Inhibine werden in den Granulosa- und Theca interna-Zellen
des Ovars produziert und von dort auch in das umgebende Gewebe
und den Blutkreislauf abgegeben (Vale et. al 1988, Knight et
al. 1996, Hayes et al. 1998 Luisi et al. 2005). Viele Studien
in der Vergangenheit unterstiitzen das Konzept, dass Inhibine
gonadale Botenstoffe sind, die ein physiologisch negatives
Feedback auf die hFSH-Ausschiittung der Hypophyse ausiben
(Luisi et al. 2005, Welt 2002). Dariber hinaus haben die
Inhibine auch noch verschiedene paracrine Wirkungen, wie zum
Beispiel den Einfluss der Inhibine auf die Androgenproduktion
der Theca-Zellen (Welt 2002, Luisi et al. 2005) . Das
Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt in den Wirkungen der oralen
Kontrazeptiva auf die Ausschiittung der Inhibine.

Wahrend der follikuldren Phase des Menstruationszyklus ist
Inhibin B mengenmalRig die Hauptform der sezernierten Inhibine.
Von Beginn des Zyklus steigen die Konzentrationen an, um ein
Maximum zum Zeitpunkt der erhdhten hFSH-Ausschiuttung zu
erreichen. Zweil Tage nach dem typischen LH-Peak der
Zyklusmitte gibt es ein erneutes Maximum 1in der Inhibin B-
Konzentrationskurve. Danach fallen die Werte auf ein niedriges
Niveau ab (Groome et al. 1996, Luisi et al. 2005). Inhibin A
hingegen verhalt sich entgegengesetzt. Hier sind die
Konzentrationen wéahrend der frihen follikuldren Phase niedrig
und steigen in der spaten follikuldren Phase an. Zeitgleich
mit dem in der Zyklusmitte gelegenen LH-Peak erreicht auch die

Inhibin A-Konzentration ein Maximum. Ein zweites Maximum wird
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dann in der Mitte der lutealen Phase erreicht (s. auch Skizze
3) (Groome et al. 1994, Luisi et al. 2005). Anhand dieser
Daten schlussfolgerten Welt et al. 1997 =zum einen, dass
Inhibin B einer der Hauptmarker fir die Heranreifung eines
Follikels unter dem Einfluss von hFSH zu sein scheint, und zum
anderen, dass Inhibin A, welches hauptsédchlich in den Zellen
des Corpus luteum gebildet wird, eine Rolle beim negativen
Feedback des Ovars auf die hFSH-Ausschiittung wahrend des
follikuldr-lutealen Ubergangs spielt (Luisi et al. 2005).
Aktivin A, als Gegenspieler der 1Inhibine im Bezug auf die
hFSH-Ausschiittung (Knight 1996), verstarkt die von hFSH
stimulierte Expression der Gene, die fir die Proliferation und
Differenzierung der Granulosa-Zellen verantwortlich sind (El-
Hefnawy und Zeleznik 2001, Welt 2002). Des Weiteren konnte an
Affen gezeigt werden, dass Aktivin A sowohl einen positiven
(in der frihen follikuldren Phase) als auch einen negativen
(in der spaten lutealen Phase) Effekt auf die LH-Ausschiittung
hat (Knight 1996).

5.4 Einfluss der Kontrazeptiva auf die Inhibine

In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass die oralen
Kontrazeptiva durch ihre niedrigen Ostrogen- und Gestagendosen
einen signifikanten Einfluss auf die Inhibin-Spiegel wahrend
des Menstruationszyklus haben. Untersucht wurden die
Unterschiede der einzelnen Hormone (Inhibin A, Inhibin B,
Inhibin Pro o-C, Aktivin A) zu Jjedem Messpunkt (alle 4 Tage

Uber einen Zyklus). Dabei wurden zwei Gruppen (Gruppe 1 ohne
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hormonelle Kontrazeption und Gruppe 2 unter Einfluss oraler
Kontrazeptiva) gebildet und miteinander verglichen.

Wie bereits oben erwdahnt (s. Kapitel 1.2.2 und Kapitel 5.3),
ist die momentane Lehrmeinung, dass die Inhibine mittels eines
negativen Feedbackmechanismus auf hFSH in den hormonellen
Regelkreis des weiblichen Zyklus eingreifen (Luisi et al.
2005, Welt 2002, Vale et al. 1988, Knight 1996a). Es konnte
in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass durch Gabe wvon
FSH die 1Inhibin-Spiegel ansteigen (McLachlan et al. 1986,
McLachlan et al. 1987a, Muttukrishna et al. 1994, Burger,
Groome und Robertson 1998). Theoretischen Uberlegungen zufolge
sollten sich die Inhibin-Spiegel durch eine Suppression von
hFSH unterdriicken lassen. Eben dieser Effekt konnte in dieser
Studie nachgewiesen werden.

Die Inhibin A-Spiegel werden durch die Kontrazeptiva ilber den
Zeitraum des gesamten Zyklus auf einem Niveau unterhalb der
Nachweisgrenze der verwendeten Kits (< 3,9 pg/ml) gehalten.
Die schon beschriebenen Zyklusverlaufe von Inhibin A mit einem
Anstieg und Maximum in der zweiten Zyklushalfte (Groome et al.
1994, Knight 1996, Groome et al. 1996) konnten durch diese
Studie ebenfalls nachvollzogen werden (s. Abb. 1). Von Beginn
des Zyklus bis =zum 8. Tag 1liegen die Kurven der Dbeiden
Vergleichsgruppen unter dem Niveau der Nachweisgrenze.
AnschlieRend steigt die Kurve der Kontrollgruppe (Gruppe 2)
stetig an und erreicht ihr Maximum (29,05 pg/ml) am 20. Tag
des Zyklus. Danach fallen die Inhibin A-Spiegel wieder stetig
ab. Es konnte bei den Messungen an den Tagen 12 (p < 0,001),
16 (p < 0,001) wund 20 (p < 0,001) ein hochsignifikanter
Unterschied gezeigt werden. An den Tagen 24 (p = 0,027) und 28
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(p = 0,019) ist eine Tendenz hin zu statistisch auffalligen
Unterschieden zu erkennen. Durch eine Analyse der Daten mit
Hilfe des Friedman-Testes kann fir Gruppe 1 vermutet werden,
dass es sich bei den Zyklusschwankungen nicht um zufallige
Schwankungen handelt (p < 0,001). Durch die Suppression wvon
Inhibin A in Gruppe 2 konnten hier keine auffalligen
Schwankungen herausgearbeitet werden.

Die erhobenen Inhibin B-Daten bestdtigen ebenfalls die bereits
bekannten Verlaufe (Groome et al. 1994, Knight 1996, Groome et
al. 1996) (vgl. Kapitel 4.1.2). Auch Inhibin B wird durch die
oralen Kontrazeptiva vollstadndig unterdrickt und auf einem
Niveau unterhalb der Nachweisgrenze gehalten (< 15,6 pg/ml).
Allerdings gibt es zu Beginn des Zyklus hier einen Peak am 4.
Tag (124,32 pg/ml), der sich aber nicht signifikant (p =
0,094) von Gruppe 1 unterscheidet. Wie bereits oben
beschrieben, wurden die ersten Blutproben (Tag 1 und Tag 4)
wahrend pillenfreien Phase abgenommen. Daher steht zu diesem
Zeitpunkt die Hypophyse nicht unter einem supprimierenden
Ostrogeneinfluss, was gemi&R dem Regelkreis (Wuttke 2000) zur
Ausschuttung von hFSH fihrt. Als physiologische Reaktion der
Ovarien kommt es zu einem Anstieg der Inhibin B-Konzentration.
Diese Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen von Groome et
al. von 1994 iberein. Er konnte zeigen, dass die Sekretion wvon
Inhibin B eng mit einem adaquaten hFSH Stimulus verknipft ist.
Am 7. Tag des Zyklus setzt dann die Wirkung der oralen
Kontrazeption ein, was wiederum zur Suppression der Hypophyse
mit nachfolgendem Abfall des hFSH-Spiegels fihrt (vgl. Kapitel
4.1.5). Das wiederum fihrt Uber die oben genannten

Zusammenhange zum Abfall der Inhibin B-Spiegel. Die hier
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erhobenen Daten bestatigen die dargestellten Beziehungen. Eine
statistisch auffédllige Differenz konnte hier am vierten
Messtag (12. Zyklustag, p < 0,001) nachgewiesen werden. Am 4.
(p = 0,094) und 8. Tag (p = 0,094) ist eine deutliche Tendenz
zu erkennen. In der zweiten Zyklushdlfte unterscheiden sich
die beiden Gruppen nicht mehr signifikant wvoneinander (s. Abb.
2). Die Friedman-Analyse zeigte auch bei der Auswertung wvon
Inhibin B fur beide Gruppen signifikante zeitliche
Schwankungen (Gruppe 1: p = 0,003; Gruppe 2: p £ 0,001). Um
die Frage zu klaren, ob es sich Dbei der Suppression von
Inhibin A und Inhibin B um eine Hemmung der Ausschiittung oder
der Produktion handelt, wurde hier das Vorlauferpolypeptid
Inhibin Pro o-C (Casper, Seufert und Pollow 2000) untersucht.
Wie bei den anderen untersuchten Hormonen konnte auch hier der
bekannte Zyklusverlauf (Groome et al. 1995) nachvollzogen und
bestatigt werden. Ohne den Einfluss oraler Kontrazeption
steigen die Konzentrationen stetig an und erreichen ein
Maximum (436,65 pg/ml) in der zweiten Zyklushdlfte am 20. Tag,
um danach wieder abzufallen. Unter dem Einfluss der Pille wird
der Inhibin Pro o-C Spiegel auf ein einheitlich niedriges
Niveau (Minimum: 66,1 pg/ml, Maximum: 126, 8 pg/ml)
supprimiert. Die Daten unterliegen nur geringen Schwankungen.
Ein annahernd signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen konnte am 20. Tag (p = 0,008) nachgewiesen werden. An
den wumliegenden Zyklustagen 1ist eine deutliche Tendenz =zu
erkennen (Tag 12: p = 0,011; Tag 16: p = 0,024; Tag 24: p =
0,027). Durch die Auswertung der Daten mit dem Test nach
Friedman konnten fiur Gruppe 1 (p £ 0,001) und Gruppe 2 (p <

0,001) im zeitlichen Verlauf signifikante Unterschiede
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nachgewiesen werden. Es konnte hier gezeigt werden, dass orale
Kontrazeptiva die Konzentration des Vorlauferpeptids der
Inhibine senken, so dass davon ausgegangen werden muss, dass
es sich bei den Einflissen auf Inhibin A und B tatsachlich
auch um eine Hemmung der Produktion dieser beiden Hormone und
nicht nur um eine Hemmung der Ausschiittung der Stoffe handelt.
An welcher Stelle der Synthese von Inhibin A und B, bzw.
welche Enzyme hier gehemmt werden, muss in weiterfilhrenden
biochemischen Studien geklart werden. Ebenfall sollte es Ziel
weiterer Studien sein, =zu erforschen, ob es =zusatzlich =zur
Synthesehemmung noch einen hemmenden Einfluss auf die
Ausschittung der Hormone gibt.

Betrachtet man die Ergebnisse der Untersuchung von Aktivin A
in dieser Studie, so =zeigt sich kein statistisch auffédlliger
Unterschied in den Zyklusverlaufen der beiden verglichenen
Gruppen. Die Daten beider Gruppen schwanken nur geringfigig
(Gruppe 1: Minimum: 0,44 pg/ml, Maximum: 0,56 pg/ml; Gruppe 2:
Minimum: 0,36 pg/ml, Maximum: 0,53 pg/ml). Es scheint, als
haben die oralen Kontrazeptiva keinen Einfluss auf die
Produktion und Ausschiittung von Aktivin A. Es wurde hier ein
im Vergleich zu anderen Veroffentlichungen (Knight 199¢,
Muttukrishna et al. 1996), abweichender Verlauf der Aktivin A-
Spiegel bei Gruppe 1 gefunden. Hier ergibt sich, wie bereits
erwahnt, ein recht homogener Verlauf iUber den gesamten Zyklus
mit einem minimalen Median von 0,44 pg/ml und einem maximalen
von 0,56 pg/ml. Im durchgefiihrten Friedmann-Test konnten keine
signifikanten Schwankungen im zeitlichen Verlauf nachgewiesen
werden (p = 0,110). In Gruppe 2 =zeigte sich ein é&hnlicher

Verlauf mit nur geringen Schwankungen, welche sich aber im
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zeitlichen Verlauf noch statistisch auffdllig voneinander
unterscheiden (p = 0,029 im Friedmann-Test).

Durch die oben dargestellten Ergebnisse und Zusammenhdnge muss
man als Nachstes diskutieren, ob die ovariellen Proteohormone
mit hFSH korrelieren. Da wir 1m Rahmen dieser Arbeit
nachweisen konnten, dass durch eine Suppression von hFSH auch

die 1Inhibine supprimiert werden, vermutet man einen solchen

Zusammenhang. In dieser Studie wurden die Korrelationen
zwischen allen Proteohormonen und hFSH gebildet. Da von
schiefen Daten ausgegangen werden muss, wurde der

Korrelationskoeffizient nach Spearman bestimmt. Es konnte im
Falle von Inhibin A ein [Koeffizient von r = -0,385
nachgewiesen werden, der auch statistisch auffallig war (p <
0,001). Wenn man sich aber die Verteilung der Daten vor Augen
fihrt (vgl. Abb. 5), muss man feststellen, dass diese
Korrelation durch die in den Daten enthaltenen Extremwerte
hervorgerufen wird. Eine wirkliche Korrelation kann an dieser
Stelle nicht postuliert werden. Bei den Auswertungen der
Korrelationen von Inhibin B zu hFSH zeigte sich ein &hnliches
Bild. In Gruppe 1 (r = 0,185, p = 0,137) konnte keine
auffallige Korrelation gezeigt werden; Gruppe 2 =zeigte hier
zwar eine statistische Auffalligkeit (r = 0,687, p < 0,001),
aber auch daraus kann keine klinische Relevanz der
Auffalligkeit (vgl. Abb. 6) abgeleitet werden. Auch in diesem
Fall muss eingeraumt werden, dass die auffalligen
statistischen MaBzahlen von Extremwerten hervorgerufen werden.
Eine negative Korrelation, wie sie andere Arbeiten gezeigt
haben (Casper, Seufert und Pollow 2000), konnte hier nicht

nachvollzogen werden. Ebenso wenig konnte eine positive
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Korrelation, wie sie Welt et al. 1997 zeigten, Dbestatigt
werden. Betrachtet man die Korrelationen von Pro o-C mit hFSH

kommt man zum gleichen Schluss wie schon bei den ersten beiden

dargestellten Korrelationsanalysen: Es ergeben sich zwar
statistisch auffdllige MaBkzahlen (Gruppe 1: r = -0,525, p <
0,001; Gruppe 2: r = 0,318, p = 0,007), die Jjedoch keine

Relevanz haben, wenn man zugleich die Werteverteilung (vgl.
Abb. 7) heranzieht. Bei der Betrachtung von Aktivin A, bei
welchem hier kein Einfluss oraler Kontrazeptiva gezeigt werden
konnte, wurde ebenfalls keine Korrelation wvon Aktivin A =zu
hFSH gefunden (Gruppe 1: r = 0,327, p = 0,010; Gruppe 2: r =
0,350, p = 0,004). Diese Ergebnisse bestatigen die vermutete
Unabhédngigkeit der Aktivin A-Spiegel von hFSH aus den
Zyklusbetrachtungen (s. o0.). In der Literatur ist beschrieben,
dass Aktivin A in der Lage ist, die Ausschittung von hFSH zu
stimulieren (Vale et al. 1986, Ling et al. 1986, Vale et al.
1988) . Dessen ungeachtet gibt es widerspriichliche Ergebnisse,
was die Korrelation zwischen Aktivin A und hFSH angeht. So
beschrieben Muttukrishna et al. 1996, dass Aktivin A im Serum
einen zu hFSH parallel verlaufenden zweigipfligen Verlauf hat,
was eine enge Beziehung zwischen den beiden Faktoren andeutet.
Dagegen konnten die Ergebnisse von Casper, Seufert und Pollow
2000 und Lockwood et al. 1990, die zeigten, dass die
Produktion wvon Aktivin A nicht durch hFSH beeinflusst wird,

hier bestatigt werden.
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5.5 Kritische Betrachtung dieser Studie

Da bisher noch keine Studien {ber den Einfluss oraler
Kontrazeptiva verdffentlicht wurden, kann hier nur auf die
bekannten Zusammenhdnge zwischen Inhibinen und hFSH (McLachlan
et al. 1986, McLachlan et al. 1987a, Muttukrishna et al. 1994,
Luisi et al. 2005, Welt 2002, Vale et al. 1988, Knight 1996a)
aufgebaut werden. Zunachst Dbleibt festzuhalten, dass die
oralen Kontrazeptiva durch ihre Wirkung auf die Hypophyse die
ovariellen Proteohormone Inhibin A, Inhibin B und Inhibin Pro

a-C supprimieren. Aktivin A scheint von den zirkulierenden

hFSH-Spiegeln unbeeinflusst. Gerade hier gibt es
widersprichliche Ergebnisse (Muttukrishna et al. 199¢,
Lockwood et al. 1996). Gegenwartig bedarf es dort einer
weiteren Klarung durch intensive Zyklusuntersuchungen. Des

Weiteren gibt es sehr widerspriichliche Daten hinsichtlich der
Korrelation zwischen Inhibinen/Aktivin zu hFSH (Welt et al.
1997, Lockwood et al. 1996, Casper, Seufert und Pollow 2000,
Muttukrishna et al. 1996). Diese Tatsachen sollten durch
weitere intensive Untersuchungen geklart werden. In Bezug auf
die Inhibine, konnten die vorbeschriebenen Verlaufe anderer
Autoren (Groome et al. 1994, Groome et al. 1995, Groome et al.
1996, Knight et al. 1996) nachvollzogen werden. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Synthese der Inhibine
supprimiert wird (Suppression von Inhibin Pro «o-C). In
geeigneten Studien sollte geklart werden, 1in welchem Schritt
die Synthese, bzw. welche Enzyme gehemmt werden. Aulerdem

sollte untersucht werden, ob zusdtzlich noch eine Hemmung der
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Ausschiittung der Hormone existiert. Die hier erhobenen Daten
zeigten eine groRe Streubreite auf. Die Probengewinnung wurde
standardisiert durchgefiihrt, um Fehler zu vermeiden. Es muss
hier von einer interindividuellen Variabilitat der Hormonwerte
ausgegangen werden, die diese Streubreite erklart. Dadurch
erreichten einige der statistischen Auswertungen nicht das
geforderte Signifikanzniveau. Diese Tatsache konnte durch
grbBere Fallzahlen behoben werden. Dennoch konnte an vielen
Stellen (vgl. die Datentabellen im Kapitel 4) schon jetzt eine
eindeutige Tendenz erkannt werden. Ein weiteres Problem stellt
die Messgenauigkeit der einzelnen Assay Kits dar. Die Inhibine
A und B wurden durch die orale Kontrazeption auf ein Niveau
unterhalb der Messgenauigkeit dieser Kits supprimiert. Durch
Kits mit einer besseren Messgenauigkeit kdénnte geklart werden,
wie weit die Inhibine tatsachlich supprimiert werden und ob es

noch Schwankungen auf niedrigem Niveau gibt.

6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob orale
Kontrazeptiva einen Einfluss auf die ovariellen Proteohormone
Inhibin A, Inhibin B, Inhibin Pro o-C und Aktivin A haben.
Dazu wurden insgesamt n = 18 gesunde Probandinnen in der
reproduktiven Phase ihres Lebens in die Studie aufgenommen. Es
wurden zweli Gruppen gebildet mit Jjeweils n = 9 Probandinnen,
wobeil die eine Gruppe unter dem Einfluss oraler Kontrazeptiva

(1-Phasen-Praparate) stand, und die andere Gruppe einem
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spontanen Menstruationszyklus unterlag. Die ausgewerteten

Ergebnisse erbrachten folgende Erkenntnisse:

e FEs gibt einen signifikanten Einfluss oraler Kontrazeptiva
auf die ovariellen Proteohormone. Durch die Wirkung der
geringen Hormondosen (Ostrogene/Gestagene) kommt es zur
Suppression von Inhibin A, Inhibin B und Inhibin Pro oa-C.
Dies geschieht wahrscheinlich indirekt Uber die
Suppression von hFSH. Auf Aktivin A scheinen orale

Kontrazeptiva keinen Einfluss auszuiben.

e Das Sekretionsmuster von Aktivin A verdndert sich nicht.
Es konnten hier keine statistischen Auffalligkeiten
erhoben werden. Bei den 1Inhibinen &ndern sich die
Sekretionsmuster drastisch. Wahrend Inhibin Pro o-C auf
einem einheitlich niedrigen Niveau gehalten wird, werden
die Messwerte wvon Inhibin A und Inhibin B {iber den
gesamten Zyklus auf ein Niveau unterhalb der

Nachweisgrenze supprimiert.

e FEs konnte gezeigt werden, dass nicht nur die biologisch
aktiven Inhibine (A und B) supprimiert werden, sondern
auch das Vorlaufermolektil Inhibin Pro o-C. Aus diesem
Grund wird hier gefolgert, dass die oralen Kontrazeptiva
nicht nur die Ausschiittung der Inhibine unterdriicken,

sondern dass ebenfalls deren Synthese supprimiert wird.
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Zusammenfassung

e FEs konnte keine klinisch relevante Korrelation zwischen
den ovariellen Proteohormonen und hFSH nachgewiesen
werden. Statistische Auffalligkeiten konnten durch wenige
Extremwerte erklart werden. Diese wiederum konnten durch
die ©pulsatile Ausschittung der Gonadotropine Dbedingt

sein.

In weiterfiihrenden Studien sollte der noch ausstehende
Signifikanznachweis fiir die Supprimierung wvon Inhibin Pro o-C
erbracht werden. Hierfir sind grdBere Fallzahlen notwendig.
Des Weiteren sollte in weiterfihrenden biochemischen
Untersuchungen geklart werden, an welchem Punkt der Synthese
die Produktion der Proteocohormone gehemmt wird und ob es

gleichzeitig eine Hemmung der Ausschittung gibt.
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