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ABSTRACT 

 

Einleitung: Das Polyzystische Ovarialsyndrom (PCOS) betrifft 5 – 15 % der gebärfähigen 

Frauen und ist damit eine der häufigsten Ursachen weiblicher Infertilität. Charakteristisch sind 

Zyklusunregelmäßigkeiten, insbesondere Oligo- oder Amenorrhö, sowie ein 

Hyperandrogenismus, oft einhergehend mit Virilisierungserscheinungen der betroffenen 

Patientinnen. Die klinische Heterogenität des Krankheitsbildes und das Fehlen 

pathognomonischer serologischer Marker führen zu einer oftmals verspäteten Diagnosestellung 

und damit zu einem erhöhten Leidensdruck der betroffenen Patientinnen. 

Hypothese: Aufgrund des häufigen Einhergehens des PCOS mit anderen 

Autoimmunerkrankungen, der erhöhten Prävalenz verschiedenster Autoantikörper (aAk) bei 

PCOS-Patientinnen und der dysregulierten gonadotropen Hormonachse, vermuteten wir 

natürliche aAk gegen den Gonadotropin-Releasing-Hormon-Rezeptor (GnRH-R) mit 

pathogenetischer Relevanz, die einen diagnostisch verwendbaren Marker darstellen könnten. 

Methoden: Mittels eines Immunopräzipitationsassays wurden 651 PCOS-Seren und  

400 Kontrollseren auf das Vorhandensein von natürlichen GnRH-R-aAk untersucht (n = 1051). 

Als Antigen diente ein rekombinantes GnRH-R-Luciferase Fusionsprotein, welches den 

kompletten humanen GnRH-R enthielt, an dessen intrazelluläres Ende eine Luciferase als 

Reporterprotein gekoppelt wurde. Zur Standardisierung wurde ein kommerzieller, gegen den 

humanen GnRH-R gerichteter, polyklonaler Kaninchen-Antikörper (kanGnRH-R-Ak) verwendet. 

Ergebnisse: Der Assay erwies sich als sensitiv. In der Durchführung des Assays mit dem 

kommerziellen kanGnRH-R-Ak zeigte sich ein lineares, Ak-konzentrationsabhängiges Signal. 

Unter den 651 PCOS-Seren konnten zwei hoch GnRH-R-aAk-positive (0,31 %) und unter den 

400 Kontrollseren eine (0,25 %) hoch GnRH-R-aAk-positive Serumprobe detektiert werden. 

Weitere 12 Serumproben wiesen ein schwach GnRH-R-aAk-positives Signal auf. 

Kontrollmessungen bestätigten die Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse. Durch zusätzliche 

Analysen konnten Matrixeffekte ausgeschlossen werden. 

Zusammenfassung: Die Prävalenz von GnRH-R-aAk-positiven Proben unter den PCOS-Seren 

war verschwindend klein und glich nahezu der Prävalenz in den gesunden Kontrollseren. Somit 

sind GnRH-R-aAk unseren Ergebnissen zufolge weder von pathogenetischer noch von 

diagnostischer Relevanz, wodurch unsere eingangs aufgestellte Hypothese negiert wird. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Polycystic ovarian syndrome (PCOS) affects 5 – 15 % of women of child-bearing 

age and is one of the most common reasons for female infertility. The patients are suffering 

from menstrual irregularities, especially oligo- or amenorrhea, and virilisation symptoms due to 

the hyperandrogenism, which is characteristic for PCOS. Despite the rising prevalence of PCOS 

and the high psychological strain on the affected women, to date pathogeneses is not finally 

resolved and pathognomonic serological markers are still missing, leading to delayed diagnosis 

of PCOS. 

Hypothesis: Due to the association of PCOS with autoimmune diseases, several different 

autoantibodies (aAb) detectable in PCOS patient‟s sera and the dysregulated gonadotropic 

axis, we assumed natural aAb to the gonadotropin-releasing-hormone-receptor (GnRH-R) being 

of pathogenetic and consequently diagnostic relevance. 

Methods: We investigated 651 PCOS serum samples as well as 400 control serum samples by 

an immunoprecipitation assay looking for natural GnRH-R-aAb (n = 1051). A recombinant  

full-length GnRH-R-Luciferase fusion protein served as antigen. For standardization the 

immunoprecipitation assay additionally was conducted with a commercial rabbit antiserum to 

human GnRH-R.  

Results: Two highly GnRH-R-aAb-positive serum samples among the 651 PCOS patients  

(0.31 %) and one highly GnRH-R-aAb-positive serum sample among the 400 control sera  

(0.25 %) were detected. Further 12 serum samples were slightly GnRH-R-aAb-positive. In 

control measurements positivity was reproduced. The assay revealed linear signals on dilution 

with the commercial polyclonal rabbit anti-GnRH-R-Ab. Matrix effects could be excluded by 

additional analyses. 

Conclusion: The prevalence of GnRH-R-aAb-positive serum samples among PCOS patients 

was infinitesimally small and almost equal to the prevalence in healthy controls. Thus, according 

to our results, GnRH-R-aAb are neither of pathogenetic nor of diagnostic relevance. 
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1. EINLEITUNG 

 

1.1. Grundlagen des Menstruationszyklus 

1.1.1. Die regulierenden Hormone 

Eine zentrale Rolle in der Regulation des weiblichen Zyklus spielen die beiden Hormone 

luteinisierendes Hormon (LH) und Follikel-stimulierendes Hormon (FSH). Bei diesen beiden, als 

Gonadotropine bezeichneten Hormonen, handelt es sich um heterodimere Glykoproteine 

bestehend aus einer alpha- und einer beta-Untereinheit (a, b). Die alpha-Untereinheiten mit 

ihren 92 Aminosäuren sind jeweils identisch, die beta-Untereinheiten sind Hormon-spezifisch 

und für die jeweilige Rezeptorbindung verantwortlich. Ausgeschüttet werden FSH und LH von 

der Adenohypophyse. Deren Ausschüttung wiederum wird über das Gonadotropin-Releasing-

Hormon (= Gonadoliberin), ein Dekapeptid, reguliert, welches vom Hypothalamus gebildet und 

pulsatil alle ca. 60 – 120 Minuten in den hypophysären Portalkreislauf ausgeschüttet wird (c). 

Auf diese Weise entsteht die Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-Achse. 

 

Die Zielzellen der Gonadotropine befinden sich bei Frauen in den Ovarien. LH bindet hier an die 

Rezeptoren der Zellen der Theca interna und FSH an die Rezeptoren der Granulosazellen – 

beides Zelltypen, die die Oozyte umgeben und zur Follikelbildung und Reifung beitragen. Durch 

die Bindung von LH an den LH-Rezeptor (LH-R) der Theca-interna-Zellen, wird in diesen die 

Androgensynthese stimuliert. Das aus Cholesterin gebildete Androstendion und Testosteron 

wird in den Granulosazellen mittels des Enzyms Aromatase in Östron und Östradiol 

umgewandelt. Die Expression und Aktivität der Aromatase wird durch die Bindung von FSH an 

den FSH-Rezeptor (FSH-R) der Granulosazellen stimuliert. 

 

In der Rinde der Ovarien existiert ein ruhender Vorrat an Primordialfollikeln, der sich über die 

Jahre der Geschlechtsreife verbraucht. Aus diesem ruhenden Vorrat entstehen nach und nach, 

zunächst Zyklus-unabhängig, Tertiärfollikel. Monatlich wird eine Follikelkohorte aus 

Tertiärfollikeln rekrutiert, aus der in der Mitte des durchschnittlich 28-tägigen Zyklus ein 

sprungreifer, dominanter Graaf-Follikel hervorgeht (d, e). 

Mit dem ersten Tag der Menstruation beginnt die erste Zyklusphase, die Follikelphase, deren 

Ende durch den dominanten Graaf-Follikel und die Ovulation gekennzeichnet ist. FSH und 

Östradiol dominieren diese erste Zyklusphase. FSH bewirkt genau jene bereits erwähnte 

Rekrutierung einer Follikelkohorte und fördert die weitere Reifung dieser Follikel. Unter FSH-

Einfluss produzieren die Granulosazellen der heranreifenden Follikel viel Östrogen und Inhibin, 

wodurch es wiederum über einen negativen Feedbackmechanismus zu einer Hemmung der 

FSH-Ausschüttung aus der Adenohypophyse kommt. Nur der Follikel, der über eine besonders 

hohe FSH-Sensitivität und –Rezeptordichte verfügt, kann trotz niedriger FSH-Spiegel 

weiterreifen und verstärkt Östrogen produzieren. Er entwickelt sich zum dominanten Graaf-

Follikel. Die übrigen Follikel atresieren. Der stark erhöhte Östrogenspiegel führt um den  

14. Zyklustag über einen positiven Feedbackmechanismus zu einem LH-Peak, der ca. 24 

Stunden später die Ovulation auslöst. Die Oozyte samt Corona radiata verlässt den Follikel und 

damit das Ovar. Es beginnt die zweite Zyklusphase, die Lutealphase. In dieser sind LH und 

Progesteron die dominierenden Hormone. Es kommt zur Luteinisierung der Granulosazellen, 

d.h., dass nun auch die Granulosazellen LH-R exprimieren. Unter dem Einfluss von LH werden 

die verbliebenden Reste des Follikels zum Corpus luteum (Gelbkörper), der für die 

Progesteronproduktion in dieser Phase verantwortlich ist. Über die negative Rückkopplung 

hemmen hohe Progesteronspiegel die LH-Ausschüttung. Die Progesteron-Synthese kommt 

zum Erliegen, wenn die Oozyte nicht befruchtet wird, und die Progesteron-Produktion nicht 
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durch das humane Choriongonadotropin (β-hCG), das ebenfalls an den LH-R der 

Granulosazellen binden kann, aufrechterhalten wird. Der Progesteronabfall führt zur 

Hormonentzugsblutung, der Menstruationsblutung. Durch die niedrigen Sexualhormonspiegel 

entfällt die Sexualhormon-abhängige Hemmung auf die Hypophyse und den Hypothalamus. 

Somit kommt es zu einem erneuten Anstieg von FSH und der Rekrutierung einer neuen 

Follikelkohorte - ein neuer Menstruationszyklus beginnt. 

 

1.1.2. Die Rezeptoren 

Der FSH-R, LH-R und GnRH-R gehören, wie auch der TSH-R und HCG-R, zur großen Gruppe 

der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Diese zeichnen sich durch sieben, die 

Plasmamembran durchspannende Transmembranhelices aus. Das N-terminale Ende befindet 

sich extrazellulär und das C-terminale Ende intrazellulär. GPCR sind intrazellulär mit 

heterotrimeren G-Proteinen gekoppelt. Diese G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten: 

einer α-, β- und einer γ-Untereinheit. Sobald ein Ligand an seinen entsprechenden Rezeptor 

gebunden hat, kommt es zu einer Konformationsänderung des Rezeptors (f). Nun kann die 

intrazelluläre Domäne des Rezeptors mit dem G-Protein interagieren und seine Funktion als 

Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor ausüben (1). Daraufhin wird in der α-Untereinheit 

Guanosindiphosphat (GDP) gegen Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht. In der aktivierten, 

GTP-gebundenen Form dissoziiert die α-Untereinheit von der β,γ-Untereinheit ab und kann nun 

ihrerseits Signaltransduktionskaskaden über Effektorproteine bzw. Second Messenger 

auslösen. Die α-Untereinheit verfügt über eine intrinsische GTPase-Aktivität, die aktiv wird, 

sobald kein Ligand mehr an den Rezeptor bindet. Das GTP der α-Untereinheit wird zu GDP, α- 

und β,γ-Untereinheit reassoziieren, und damit fällt das heterotrimere G-Protein in seine inaktive 

Form zurück (f). 

 

Es gibt mehrere verschiedene α-Untereinheiten der G-Proteine, die die nachfolgende Signal-

transduktionskaskade und damit die Funktion des jeweiligen GPCR maßgeblich beeinflussen: 

am häufigsten vertreten sind die Gαs-, Gαi/o- und Gαq/11-Untereinheiten. Die Untereinheit αs 

aktiviert die Adenylatzyklase (AC), was zur Bildung des Second Messengers zyklisches 

Adenosinmonophosphat (cAMP) führt, der die Proteinkinase A (PKA) stimuliert. Eine  

αi/o-Untereinheit hingegen hemmt die Adenylatzyklase und führt zur Aktivierung von 

Kaliumkanälen. Die Phospholipase Cβ (PLCβ) wird über die αq/11-Untereinheit aktiviert und 

spaltet das in der Plasmamembran vorkommende Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) in 

Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 führt dann über Bindung an seinen 

Rezeptor in der Membran des endoplasmatischen Retikulums zur Steigerung des 

intrazellulären Calciumspiegels und DAG überführt die Proteinkinase C (PKC) in ihre aktive 

Form. 

GnRH-R interagiert vor allem mit der Gαq/11-Untereinheit, kann aber auch Gαs- und seltener 

Gαi/o gekoppelt sein (1-3). Die Frequenz der GnRH-Ausschüttung hat Einfluss auf die 

Genexpression der α- und β-Untereinheiten der Gonadotropine und deren Sekretion. Eine 

langsame GnRH-Ausschüttungsfrequenz (ca. alle 120 Minuten) fördert vor allem die FSH-

Bildung und -Sekretion. Hingegen stimuliert eine höhere GnRH-Ausschüttungsfrequenz (ca. alle 

10 bis 30 Minuten) vermehrt die LH-Expression und –Ausschüttung (1). Bei hoher GnRH-

Ausschüttungsfrequenz kommt es vornämlich zur Aktivierung von Gαq/11 und damit zur 

Aktivierung der PKC. Diese aktiviert eine Kaskade von MAP-Kinasen (MAPK), in der am Ende 

die phosphorylierte ERK 1/2 steht, welche Transkriptionsfaktoren, insbesondere Egr 1, aktiviert 

und damit vor allem die Expression der ß-Untereinheit von LH fördert (3). Eine langsame 

GnRH-Ausschüttungsfrequenz führt neben dem Gαq/11-PKC-MAPK-Signalweg vorzugsweise zur 
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Aktivierung von Gαs, wodurch die PKA und schließlich der Transkriptionsfaktor cAMP response 

element-binding protein (CREB) aktiviert wird. Phosphoryliertes CREB bindet an die 

entsprechende Promotorregion für die FSH-β-Untereinheit und rekrutiert das CREB-binding 

protein (CBP), wodurch die Transkription der FSH-β-Untereinheit stimuliert wird (3). 

Die Rezeptoren für FSH und LH sind vor allem Gαs-Protein-gekoppelte Rezeptoren (4, 5). 

Bindet LH an seinen LH-R, aktiviert die Gαs-Untereinheit die AC. Der intrazelluläre cAMP-

Spiegel steigt an und die PKA wird aktiviert. Durch die Phosphorylierung und damit Aktivierung 

von CREB wird die Transkription von Genen gefördert, die für die Androgensynthese von 

Bedeutung sind. Dazu gehören unter anderem das Transportprotein StAR und das Enzym 

20,22-Desmolase. Über StAR gelangt Cholesterin von der äußeren zur inneren 

Mitochondrienmembran. Hier wird Cholesterol durch das Enzym 20,22-Desmolase  

(= Cholesterindesmolase = Cholesterin-Monooxygenase) in Pregnenolon umwandelt, was den 

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Steroidhormonsynthese darstellt. Die 

Androgensynthese der Theca-interna-Zellen kommt in Schwung. Neben diesem vorrangigen 

cAMP/PKA/CREB-Signalweg, kann LH auch an GPCR binden, die mit Gαq/11 oder Gαi/o 

interagieren (4). Darüberhinaus können Theca-Zellen auch Insulin- und Lipoprotein-Rezeptoren 

exprimieren, die synergistisch zu LH über gebundenes Insulin bzw. Lipoproteine (vor allem LDL 

und HDL) die Androgenproduktion fördern (4). 

Durch die Bindung von FSH an FSH-R wird auf gleichem Wege über die Gαs-Untereinheit der 

cAMP/PKA/CREB-Signalweg aktiviert, wodurch die Expression der Aromatase deutlich 

gesteigert wird. Die Aromatase ist das entscheidende Enzym, das Androstendion bzw. 

Testosteron in Östron bzw. Östradiol umwandelt (4, 6). 

 

1.2. Das Polyzystische Ovarialsyndrom 

1.2.1. Ein Überblick über das Krankheitsbild 

1935 wurde von Stein und Leventhal ein Syndrom bei Frauen beschrieben, welches vorrangig 

von unregelmäßigen Menstruationen, Virilisierungserscheinungen und Infertilität 

gekennzeichnet war. Sie nannten es Stein-Leventhal-Syndrom. Heute trägt dieses Syndrom die 

Bezeichnung Polyzystisches Ovarialsyndrom (PCOS) und ist eines der häufigsten Gründe für 

unerfüllten Kinderwunsch bei Frauen im gebärfähigen Alter. Ca. 5 – 15 % der Frauen weltweit 

sind betroffen und die Prävalenz ist weiterhin steigend (7, 8). Die Symptome sind von Frau zu 

Frau sehr heterogen. Häufig manifestiert sich die Erkrankung im zweiten oder dritten 

Lebensjahrzehnt mit primärer oder sekundärer Amenorrhö, Oligomenorrhö oder Infertilität bzw. 

unerfülltem Kinderwunsch aufgrund von Oligo- bis hin zu Anovulation. Aufgrund der erhöhten 

Androgene kommt es zu Virilisierungserscheinungen wie Hirsutismus, einer tieferen Stimme, 

androgenetischer Alopezie oder auch Akne vulgaris. Bis zu 75 % der Frauen mit PCOS sind 

übergewichtig oder adipös, über 70 % weisen serologisch eine Dyslipidämie auf, ca. 50 % 

erfüllen die Kriterien eines metabolischen Syndroms (8, 9) und über 50 % leiden unter einer 

Insulinresistenz mit konsekutiver Hyperinsulinämie (7, 10), was sich in einer gestörten 

Glucosetoleranz zeigt und somit das Risiko für die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ II 

stark erhöht. Diese Risikofaktoren führen zu weiteren Komorbiditäten, wie zum Beispiel 

arterieller Hypertonie, koronarer Herzkrankheit, Myokardinfarkten und Schlaganfällen, aber 

auch obstruktiver Schlafapnoe und Gallensteinen (8, 9, 11, 12). Hervorzuheben ist das nicht 

seltene Einhergehen des PCOS mit Autoimmunerkrankungen wie Hashimoto-Thyreoiditis, 

Morbus Basedow und Diabetes mellitus Typ I, aber auch systemischem Lupus erythematodes 

und rheumatoider Arthritis (9, 12). Betroffene Frauen haben ein ca. 1,5- bis 2,5-fach erhöhtes 

Risiko für Asthma bronchiale (9) und ein erhöhtes Risiko für Schwangerschaftskomplikationen 

wie Abort, Frühgeburtlichkeit und Gestationsdiabetes (13). Aufgrund der erhöhten Östrogen- 
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und erniedrigten Progesteronspiegel liegt ein erhöhtes Risiko für Endometriumkarzinome vor (9, 

12). Bezüglich eines erhöhten Risikos für Mamma- und Ovarialkarzinome herrscht noch 

Unklarheit (9, 12). 

Zur diagnostischen Sicherung eines PCOS gehören eine Blutentnahme und eine Sonografie 

der Ovarien. Die Androgene im Blut sind charakteristischerweise erhöht, insbesondere 

Testosteron und Androstendion, die das serologische Korrelat der Virilisierung darstellen. Die 

erhöhten Androgene führen durch vermehrte Umwandlung mittels Aromatase zu ebenfalls 

erhöhten Östrogenwerten, wohingegen die Progesteronwerte aufgrund der Oligo-/ Anovulation 

normal bis erniedrigt sind (12, 14). Serologisch typisch ist auch eine LH-Dominanz bei normalen 

bis verminderten FSH-Werten mit konsekutiv erhöhtem LH-/ FSH-Quotienten. Diese 

Konstellation liegt darin begründet, dass die erhöhten Testosteron- und Östrogenspiegel die 

GnRH-, FSH- und LH-Ausschüttung hemmen. Die Suppression der LH-Ausschüttung ist 

allerdings durch die verminderten Progesteronspiegel weniger ausgeprägt als die FSH-

Suppression (7, 12). Hinzu kommt eine oftmals vorliegende Hyperinsulinämie, welche die 

Frequenz und Amplitude der LH-Sekretion der Adenohypophyse stimuliert. Die LH-Dominanz 

wiederum fördert den Hyperandrogenismus über eine stimulierte Testosteron-Synthese in den 

Theca-interna-Zellen. Zusätzlich verstärkt die Hyperinsulinämie den Hyperandrogenismus durch 

die LH-synergistische Wirkung des Insulins an den Theca-interna-Zellen (15). Darüber hinaus 

bewirkt eine Hyperinsulinämie eine verminderte hepatische Synthese des Sexualhormon-

bindenden Globulins (SHBG), wodurch die effektiv wirksame, freie Menge an Sexualhormonen 

weiter gesteigert wird (10) (Abb. 1). In der Sonografie der Ovarien sind oftmals 

perlenschnurartig aneinandergereihte Zysten zu detektieren, die dem Krankheitsbild seinen 

Namen geben. Bei den Zysten handelt es sich um herangereifte, persistierende Follikel. Von 

polyzystischen Ovarien spricht man ab mind. 12 subkapsulären Zysten mit einem Durchmesser 

von 2 bis 9 mm und/ oder einer Volumenzunahme des Ovars von über 10 ml (7, 14). 

Seit 2003 wird die Diagnose des PCOS anhand der Rotterdam-Kriterien gestellt. Mindestens 

zwei der folgenden drei Kriterien müssen erfüllt sein (h): 

1. Oligo- und/ oder Anovulation (bzw. Oligo- und/ oder Amenorrhö) 

2. Hyperandrogenismus (klinisch oder laborchemisch gesichert) 

3. polyzystische Ovarien (PCO) 

Zudem müssen vor Diagnosestellung andere Ursachen für irreguläre Menstruationen und/ oder 

Androgenerhöhungen, wie z.B. das Adrenogenitale Syndrom, Morbus Cushing, 

Hypophysenadenome, eine kongenitale adrenale Hyperplasie, androgenproduzierende Tumore, 

eine exogene Androgenzufuhr, etc. ausgeschlossen werden (7, 10). 

 

Zunehmend wird das PCOS in vier Typen eingeteilt, wie sie in Tabelle 1 aufgeführt sind  

(7, 16, g). 

 

Tabelle 1. Die vier PCOS-Typen 

PCOS-Typ chronische 

Anovulation 

Hyperandrogenismus PCO 

1 „full-blown (teils auch „classic”) PCOS“  ✔ ✔ ✔ 

2 „classic PCOS“ ✔ ✔ X 

3 „ovulatory PCOS“ X ✔ ✔ 

4 „normoandrogenic PCOS“ ✔ X ✔ 

 Legende: ✔… liegt vor; X… liegt nicht vor 
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Diese Einteilung ist von prognostischer Bedeutung. Die Typen eins bis drei gehen mit einem 

Hyperandrogenismus einher und sind somit stark mit Hyperinsulinämie, metabolischem 

Syndrom und dessen Folgen assoziiert. Dem gegenüber steht der vierte, normoandrogene Typ, 

der prognostisch günstiger ist und bei dem sich beispielsweise ein gutes Therapieansprechen 

auf eine Metformin-Therapie bei Kinderwunsch zeigte (g). 

Bezüglich der Therapie bestehen verschiedene Möglichkeiten, die sich nach dem Interesse der 

jeweiligen Patientin richten. Den oftmals ersten und einfachsten Schritt stellt eine 

Gewichtsreduktion dar. Eine Gewichtsreduktion von allein 5 % des Körpergewichtes hat einen 

positiven Einfluss auf die Zyklusregelmäßigkeit, die Fertilität, die Hyperinsulinämie und den 

Hyperandrogenismus (10). Bei starker Adipositas kommen zunehmend auch bariatrische 

Operationen zum Einsatz. Auch die Gabe von Metformin stellt eine Therapieoption dar. Ab einer 

Metformin-Einnahme von über sechs Monaten bessern sich die Insulin- und Androgenspiegel, 

was sich günstig auf die Zyklusregelmäßigkeit und damit Fertilität auswirkt, weiter hat Metformin 

einen positiven Einfluss auf die Dyslipidämie und senkt den Blutdruck (7). Wünscht die 

betroffene Frau derzeitig keine Schwangerschaft und möchte vor allem den 

Virilisierungserscheinungen entgegenwirken, sind orale Kontrazeptiva Mittel der Wahl, die 

zumeist das antiandrogenetisch wirkende Progesteronderivat Cyproteronacetat enthalten. Die 

Kontrazeptiva stellen die Regelmäßigkeit des Zyklus wieder her, reduzieren den 

Hyperandrogenismus und das Risiko einer Endometriumshyperplasie (7). 

Um die psychisch belastenden Virilisierungserscheinungen weiter zu minimieren, können gegen 

eine stark ausgeprägte Akne Isotretinoin und gegen die androgenetische Alopezie 

Cyproteronacetat oder der 5α-Reduktase-Hemmer Finasterid verschrieben werden. Besteht 

hingegen ein Kinderwunsch, der allein durch Lifestyle-Modifikation wie Gewichtsabnahme, 

Bewegung und gesunde Ernährung oder in Kombination mit einer Metformin-Therapie nicht 

erfüllt werden kann, stellt Clomifen die Erstlinientherapie dar (7). Hierbei handelt es sich um 

einen Östrogen-Rezeptor-Modulator, der durch Bindung an die Östrogen-Rezeptoren der 

Hypophyse die negative Feedbackschleife unterbricht, wodurch mehr FSH und LH freigesetzt 

werden, die zur Follikelreifung und letztlich zum Eisprung führen (7). Immer mehr wird auch 

Letrozol, ein Aromatasehemmer, eingesetzt. Die Hemmung der Aromatase führt zu einer 

Erniedrigung der Östrogenspiegel, dadurch wird die FSH- und LH-Freisetzung aus der 

Adenohypophyse enthemmt (g). Stellt sich noch immer keine Schwangerschaft ein, kann ein 

Versuch mit der Gabe von Gonadotropinen oder GnRH selbst unternommen werden. Darüber 

hinaus gibt es einige invasive Techniken, die eine Ovulation begünstigen können, wie z.B. das 

transvaginale oder laparoskopische „ovarian drilling“, bei dem die das Ovar umgebenden 

Membranen mittels eines Lasers oder einer Nadel punktiert werden (7). Auch die Gabe von 

Vitamin-D-Präparaten zeigte bereits positive Effekte, insbesondere bezüglich der Senkung der 

Insulinresistenz, der Gewichtsreduktion und der Senkung des kardiovaskulären Risikos (7, 17). 

Die verschiedenen Therapieoptionen und das „Austesten“ der jeweils besten Therapievariante 

für die entsprechende Patientin unterstreichen sowohl die Heterogenität des Krankheitsbildes 

PCOS als auch die Ungewissheit über die definitive Ätiopathogenese. Pathognomonische 

serologische Marker, die bis dato fehlen, würden die Zeit bis zur Diagnosestellung verkürzen, 

den Leidensdruck der betroffenen Patientinnen senken und die Lebensqualität deutlich steigern. 

 

1.2.2. Aktueller Forschungsstand der Ätiopathogenese 

Die genaue Ätiologie und Pathogenese des PCOS sind bis dato nicht abschließend geklärt, und 

es besteht weiterhin großer Forschungsbedarf. Derzeit wird von einer multifaktoriellen Genese 

ausgegangen. Ein Konstrukt, an dessen Ende das Krankheitsbild PCOS steht, das sich aus 
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mehreren Puzzleteilen wie genetischer Prädisposition, fetaler Programmierung, Sport- und 

Ernährungsgewohnheiten, Inflammation und Autoimmunität zusammensetzt. 

Laut Zwillingsstudien wird die Heritabilität des PCOS auf über 70 % geschätzt (18). In 

genomweiten Assoziationsstudien chinesischer Frauen wurden Einzelnukleotid-

Polymorphismen (SNP) gefunden, die gehäuft bei PCOS-Patientinnen auftraten. Darunter fielen 

unter anderem folgende Gene: Luteinisierendes Hormon/ Choriongonadotropin Rezeptor- 

(LHCGR-) Gen, Thyroid adenoma associated- (THADA-) Gen und DENN domain-containing 

1A- (DENND1A-) Gen (11, 18). SNP im LHCGR-Gen, das für den LH- bzw. HCG-Rezeptor 

kodiert, sind assoziiert mit erhöhten LH-Spiegeln, vergrößerten Ovarien, Oligomenorrhö, 

Hormonresistenz gegenüber LH bzw. HCG und Infertilität (11). SNP im DENND1A-Gen führen 

zu Hypothalamus-, Hypophysen-, Ovarien- sowie Nebennierendysfunktionen und sind assoziiert 

mit Übergewicht und Diabetes mellitus Typ II. Bei vorliegenden SNP im THADA-Gen wurden ein 

gestörter Glucosemetabolismus, Dyslipidämien, polyzystische Ovarien, LH-Übersekretion und 

ein Hyperandrogenismus beschrieben (11). Ebenfalls wurde ein FTO-Gen-Polymorphismus 

(Variante rs9939609) detektiert, der ein erhöhtes Risiko für die Entstehung des PCOS mit sich 

bringt (18, 20, 21). Polymorphismen des FTO-Gens sind bereits bekannt und mit Adipositas und 

Diabetes mellitus Typ II assoziiert. Des Weiteren wurde in einer konsanguinen Familie mit drei, 

von PCOS betroffenen Töchtern eine Missense-Mutation (Variante rs104893836) im ersten 

kodierenden Exon des GnRH-R mittels Exom-Sequenzierung entdeckt, die bei allen drei 

betroffenen Töchtern homozygot vorlag (19). 

 

Auch die fetale Programmierung soll eine Rolle in der Entwicklung des PCOS spielen (11). 

Hohe Glukokortikoid- und/ oder Androgenspiegel während der Schwangerschaft sollen 

epigenetische Einflüsse auf die DNA und damit auf die Expression bestimmter Gene haben und 

den späteren Phänotyp des PCOS-Krankheitsbildes beeinflussen. Erhöhte fetale 

Glukokortikoid-Spiegel, die stressbedingt z.B. aufgrund einer Plazentainsuffizienz entstehen, 

sind assoziiert mit intrauteriner Wachstumsretardierung (IUGR) und Small for Gestational Age- 

(SGA-) Neugeborenen. Für diese Neugeborenen mit kompensatorischem Wachstum in den 

ersten beiden Lebensjahren wurde ein erhöhtes Risiko für PCOS, aber auch für kardiovaskuläre 

Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ II, Übergewicht und Dyslipidämien beschrieben. Ein 

andauernder maternaler Androgenüberschuss, der beispielsweise durch Übergewicht, Diabetes 

mellitus Typ II, Insulinresistenz, starke Gewichtszunahme während der Schwangerschaft oder 

durch PCOS selbst ausgelöst wurde, führt hingegen zu Large for Gestational Age- (LGA-) 

Neugeborenen und mündet ebenfalls in einem erhöhten Risiko für die Entwicklung eines PCOS, 

Glukoseintoleranz, Insulinresistenz und viszeraler Adipositas. Auch der Zeitpunkt des 

Hormoneinflusses spielt eine entscheidende Rolle. In Tierstudien wurde gezeigt, dass ein 

Androgenexzess, der über die gesamte Schwangerschaft stattfand, zu PCOS-typischen 

Einschränkungen der Reproduktivität führte, wohingegen ein Androgenüberschuss, begrenzt 

auf die erste Hälfte der Schwangerschaft, vor allem zu einem gestörten Glucosemetabolismus 

und viszeraler Adipositas führte (11). 

Aber nicht nur die intrauterine Entwicklung, sondern auch postnatale Umweltfaktoren scheinen 

eine pathogenetische Rolle zu spielen. Ungesunde Ernährung, Überernährung und wenig Sport 

münden in steigenden Prävalenzen für Übergewicht, Adipositas und Diabetes mellitus Typ II. 

Weil PCOS auffallend häufig mit Übergewicht einhergeht, stellt sich die Frage: „Ist das 

Übergewicht die Ursache für die Entwicklung eines PCOS oder entsteht das Übergewicht 

aufgrund eines PCOS?“ Übergewicht fördert über erhöhte Leptinspiegel, die wiederum die 

GnRH- und LH-Sekretion stimulieren, die Entwicklung eines Hyperandrogenismus und damit 

Unregelmäßigkeiten im Menstruationszyklus (11). Dass Übergewicht einen Einfluss auf die 
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Fertilität hat, wird unterstützt durch die Tatsache, dass eine Gewichtsreduktion zur Senkung der 

Androgen- und Insulinspiegel führt und auf diesem Wege die Zyklusregelmäßigkeit verbessert, 

weshalb, wie bereits erwähnt, die Gewichtsreduktion einen wichtigen Pfeiler der Therapie 

darstellt (8, 11). Gegen „Übergewicht als ursächlichen Faktor für das PCOS“ sprechen die 

Tatsachen, dass die meisten übergewichtigen Frauen eine normale Fertilität aufweisen und 

dass auch schlanke Frauen von einem PCOS betroffen sein können (8). Zudem ist die 

Prävalenz übergewichtiger Frauen in den letzten Jahren verhältnismäßig mehr angestiegen als 

die Prävalenz von an PCOS erkrankten Frauen. 

 

Die bereits mehrfach erwähnte Insulinresistenz bei über 50 % der PCOS-Frauen rückt immer 

mehr in den Fokus (10). Auch bei vielen schlanken PCOS-Patientinnen lässt sich diese 

nachweisen (8, 22). Folge der Insulinresistenz ist eine kompensatorische Hyperinsulinämie, 

welche zu den Effekten führt, die in Abbildung 1 schematisch dargestellt sind. Auf diese Weise 

trägt die Hyperinsulinämie zum Hyperandrogenismus bei und provoziert das phänotypische 

Erscheinungsbild des PCOS und dessen Zyklusunregelmäßigkeiten (10). Unterstrichen wird die 

pathogenetische Relevanz der Insulinresistenz durch die Tatsache, dass sowohl durch eine 

bariatrische Operation als auch durch Gewichtsabnahme und Metformin-Therapie die 

Insulinsensitivität gesteigert, Insulin- und Androgenspiegel gesenkt und somit die Fertilität 

verbessert werden. 
 

 
 

Abbildung 1. Auswirkungen der Hyperinsulinämie (eigene Darstellung). Insulin stimuliert die LH-
Sekretion aus der Adenohypophyse und fördert sowohl die Androgenproduktion in den Ovarien über 
Insulinrezeptoren der Theca-interna-Zellen als auch die Androgenproduktion in den Nebennierenrinden 
über Aktivierung der 17α-Hydroxylase. Darüber hinaus hemmt Insulin sowohl die ovarielle Follikelreifung 
als auch die hepatische SHBG-Synthese, wodurch die effektive Menge wirksamer Androgene zunimmt. 
Legende: LH…Luteinisierendes Hormon, SHBG…Sexualhormon-bindendes Globulin, ↑…nimmt zu, 
↓…nimmt ab 
 

Darüberhinaus wird auch die Relevanz inflammatorischer Prozesse für die Pathogenese des 

PCOS diskutiert. Die hohen Östrogenspiegel wirken proinflammatorisch über eine gesteigerte 

Bildung und Sekretion von Zytokinen wie IL-4, IL-1, IL-6, TNF-α und INF-y (12, 14, 23). Diese 

proinflammatorischen Effekte des Östrogens werden normalerweise durch Progesteron 

gehemmt, und zwar durch Hemmung der Lymphozytenproliferation, Reduktion des oxidativen 

Bursts von Monozyten, verminderter Sekretion von IL-6 und Förderung der Sekretion des 

inhibitorischen Zytokins IL-10 (14, 23). Aufgrund der fehlenden bzw. unregelmäßigen 

Ovulationen bei PCOS-Patientinnen sind die Progesteron-Spiegel jedoch eher niedrig, wodurch 

die hemmende Wirkung des Progesterons in der zweiten Zyklushälfte die proinflammatorische 

Wirkung des Östrogens der ersten Zyklushälfte nicht ausgleichen kann und es zur 

Überstimulation des Immunsystems kommt, was wiederum die Bildung von Autoantikörpern 
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(aAk) begünstigt. Dies stellt die Bücke zur Autoimmunität und deren pathogenetischer Relevanz 

beim PCOS dar. Die Prävalenz verschiedenster aAk in Seren von PCOS-Patientinnen ist 

deutlich erhöht und wurde bereits mehrfach beschrieben. Um nur einige Beispiele zu nennen: 

Doppelstrang-DNA-Antikörper, Thyreoglobulin-Antikörper (Tg-Ak), Thyreoperoxidase-Antikörper 

(TPO-Ak), ovarielle Antikörper, Glatte-Muskulatur-Antikörper, Histonantikörper, Inselzell-

antikörper, etc. (12, 14, 24). Dennoch haben die genannten aAk keinen diagnostischen Nutzen 

für das Krankheitsbild PCOS. 

An dieser Stelle soll das gehäufte Vorkommen insbesondere einer Hashimoto-Thyreoiditis unter 

PCOS-Patientinnen nochmals hervorgehoben werden. Diese leiden schätzungsweise drei Mal 

häufiger unter einer Hashimoto-Thyreoiditis und ihre Titer für TPO-Ak und Tg-Ak sind höher als 

bei Hashimoto-Patientinnen ohne PCOS (12, 24). Auch zeigte sich, dass TPO-Ak-positive 

PCOS-Patientinnen höhere Östrogenspiegel aufwiesen, als TPO-Ak-negative PCOS-

Patientinnen (14). Darüberhinaus sind erhöhte TPO-Ak-Spiegel mit einem schlechteren 

Therapieerfolg infertiler PCOS-Patientinnen assoziiert (24). 

Zuletzt soll noch der oftmals bei betroffenen Patientinnen vorliegende erniedrigte Vitamin-D-

Spiegel erwähnt werden, der das Krankheitsbild zu beeinflussen scheint. Wird mittels Vitamin-

D-Supplementation der Mangel ausgeglichen, hat das einen positiven Einfluss auf die 

Zyklusregelmäßigkeit, die Fertilität, den Hyperandrogenismus, das Übergewicht sowie die 

Insulinresistenz (25). Der Vitamin-D-Mangel unterstützt den autoimmunen Pfeiler der 

Pathogenese des PCOS: so sind Menschen, die nahe dem Äquator leben, signifikant seltener 

von Autoimmunerkrankungen, Übergewicht, Insulinresistenz und kardiovaskulären 

Erkrankungen betroffen im Vergleich zu Äquator-fernen Populationen (24, 26). Besonders 

niedrige Vitamin-D-Level zeigten sich bei Frauen, die neben einem PCOS eine zusätzliche 

Autoimmunerkrankung aufwiesen. 

 

1.3. Fragestellung/ Hypothese 

Die Ätiopathogenese des PCOS scheint vielseitig zu sein; die Hoffnung nach 

pathognomonischen Markern aber ist noch nicht aufgegeben. Der Verdacht auf eine 

autoimmune Genese liegt nahe, nicht zuletzt aufgrund der assoziierten 

Autoimmunerkrankungen und den erhöhten aAk-Titern gegen die verschiedensten 

Autoantigene bei PCOS-Patientinnen. Die serologische PCOS-charakteristische Konstellation 

deutet auf eine Dysregulation der gonadotropen Achse hin. Kürzlich wurden aAk gegen die 

zweite extrazelluläre Schleife des GnRH-R von Kem et al. beschrieben (27). Stellen diese aAk 

den lang gesuchten krankheitsspezifischen Marker dar? Mit diesem Hintergrundwissen und der 

plausiblen Möglichkeit einer autoimmunen Genese, wurde von unserer Arbeitsgruppe die 

Hypothese aufgestellt, dass es natürliche aAk gegen den GnRH-R gibt, die zu einer 

Dysregulation der gonadotropen Achse führen und von diagnostischer Relevanz für das PCOS 

sind (29). Durch einen solchen pathognomonischen Marker könnte die Diagnostik in Zukunft 

deutlich vereinfacht und die Latenz bis zur endgültigen Diagnosestellung entsprechend verkürzt 

werden. Auch wäre es dann möglich, eine spezifische, zielgerichtete Therapie zu entwickeln. 

Damit würde die Lebensqualität betroffener Frauen deutlich gebessert werden. 

 

 

2. MATERIALIEN UND METHODIK  

 

2.1. Serumproben 

Für diese Arbeit lagen insgesamt 1051 geeignete Serumproben vor. Darunter befanden sich 

400 Serumproben von gesunden Kontrollprobanden (50 % weiblich, 50 % männlich, in.vent 
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Diagnostica GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) und 651 PCOS-Patientinnen-Seren. Diese  

651 Seren setzten sich aus drei verschiedenen Kohorten wie folgt zusammen: Die größte 

Kohorte bestand aus weiblichen Patientinnen aus Graz, Österreich (PCOS-A, n = 576, 78,5 % 

mit PCOS), die zweite Kohorte setzte sich aus jugendlichen Patientinnen aus Datteln/ Witten/ 

Herdecke, Deutschland (PCOS-DE, n = 40, 50,0 % mit PCOS) zusammen und die Seren der 

dritten, kleinsten Kohorte stammten aus Budapest, Ungarn (PCOS-HU, n = 35, 68,6 % mit 

PCOS). Die PCOS-Diagnosen wurden anhand der Rotterdam Kriterien gestellt. Nach 

entsprechender Aufklärung gaben alle Patientinnen ihre schriftliche Einwilligung, und bei den 

Patientinnen unter 18 Jahren stimmten ein oder beide Elternteile der Serenanalyse zu. Es fand 

keine weitere Selektion hinsichtlich genetischer oder Umweltfaktoren statt. Die Untersuchungen 

wurden in Übereinstimmung mit den Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgeführt, die 

Einwilligungserklärungen der Patientinnen oder deren Eltern wurden nach ausführlicher 

Aufklärung eingeholt und die Proben wurden verblindet in einem Labor abseits der Kliniken 

analysiert. Die Analysen wurden von den jeweiligen Ethikkommissionen der Universitäten in 

Graz (Ethikkommission der Medizinischen Universität Graz, LKH-Universitätsklinikum, 

Österreich; EC18-066 ex 06-07), Datteln/Witten/Herdecke (Ethikkommission der Universität 

Witten/ Herdecke e.V., Witten, Deutschland; EV No. 15/2006) und Budapest (universitäre 

Ethikkommission, Semmelweis Universität, Budapest, Ungarn; ETT-TUKEB 42506-

1/2016/EKU) genehmigt. Die Tabelle 2 fasst die Charakteristika der Kohorten zusammen. 

 

Tabelle 2. Charakterisierung der drei analysierten PCOS-Kohorten 

Kohorte PCOS-A* PCOS-DE PCOS-HU 

Stadt, Land Graz, Österreich Datteln, Deutschland Budapest, Ungarn 

Proben, total [n] 576 40 35 

PCOS-Diagnosen [n] 452 20 24 

Alter (median, IQR) [y] 26,8 (23, 30) 15,1 (14,6, 16,0) 23,0 (21,0, 29,8) 

BMI (median, IQR) [kg/m²] 26,3 (21,4, 30,5) 36,0 (31,0, 41,2) 27,8 (22,8, 38,6) 

Legende: PCOS-A…PCOS-Austria, PCOS-DE…PCOS-Deutschland, PCOS-HU…PCOS-Hungary, 
IQR…Interquartilsabstand, * > 99 % mit kaukasischer Ethnizität. Tabelle aus Sattler et al., 2021 (29), 
vorgenommene Veränderung: Übersetzung aus dem Englischen ins Deutsche 

 

Zusätzlich wurden routinemäßig die Androgenspiegel der Patientinnen der PCOS-A-Kohorte 

von den Kollegen in Graz bestimmt. Es wurden das totale Testosteron mittels ELISA (ADVIA 

Centaur® Immunoassay, Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, USA) und per 

Flüssigkeitschromatographie/ Massenspektrometrie das freie Testosteron, Dehydroepiandro-

steron-Sulfat (DHEAS) und Androstendion gemessen (28). 

 

2.2. Herstellung des GnRH-R-Luciferase Fusionsproteins 

2.2.1. Klonierung 

Um den quantitativen Test für GnRH-R-aAk zu entwickeln, musste in einem ersten Schritt die 

rekombinante Expression des humanen GnRH-R erfolgen. 

Der offene Leserahmen der GnRH-R-DNA wurde von Eurofins Genomics (Ebersberg, 

Deutschland) synthetisiert und als cDNA-Matrize für die Klonierung verwendet. Die für die 

Polymerasekettenreaktion (PCR) benötigten DNA-Primer wurden von BioTeZ (Berlin, 

Deutschland) hergestellt. Der Vektor pIRESneo stammte von Addgene (Addgene, Teddington, 

UK, Katalognr. #6988-1) und der Vektor pSP-Luc+NF von Promega (Promega, Mannheim, 

Deutschland, Katalognr. #E4471).  
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Ersteres Ziel war es, ein GnRH-R-Luciferase (GnRH-R-Luc) Fusionsgen zu generieren. Dazu 

wurde zunächst die DNA-Sequenz der Firely Luciferase (Luc) mittels PCR amplifiziert, wofür der 

pSP-Luc+NF-Vektor als Matrize verwendet wurde. Durch die verwendeten Primer wurden 

Restriktionsstellen an den 3„- und 5„-Enden der Luc-Amplifikate eingebracht. Auf diese Weise 

konnten die Enden in einem anschließenden Restriktionsverdau (4h bei 37°C) mittels 

Restriktionsenzymen derart modifiziert werden, dass eine gerichtete Insertion des Luc-

Amplifikats in den Vektor pIRESneo erfolgen konnte, der zuvor ebenfalls einem 

Restriktionsverdau unterzogen worden war. Auf diese Weise entstand das Plasmid  

pIRESneo-Luc. Ebenso wurde die cDNA-Sequenz des GnRH-R mittels entsprechender Primer 

via PCR amplifiziert. Anschließend wurden auch hier die 3„- und 5„-Enden mittels eines 

Restriktionsverdaus modifiziert und die cDNA gerichtet in pIRESneo-Luc per DNA-Ligase bei 

Raumtemperatur (RT) einligiert. Auf diese Weise wurde die GnRH-R-cDNA-Sequenz N-terminal 

an die Luciferase gekoppelt, und es entstand das Expressionsplasmid pIRESneo-GnRH-R-Luc, 

das für das GnRH-R-Luc Fusionsprotein kodierte. Somit konnte das Luciferase-Enzym später 

als Reporterprotein verwendet werden.  

Es folgte nun die Transformation von gekühlten kompetenten, d.h. mit Calciumchlorid 

vorbehandelten, DH5α E. coli Bakterien mit pIRESneo-GnRH-R-Luc. Nach einer einstündigen 

Inkubation von pIRESneo-GnRH-R-Luc mit den E. coli Bakterien auf Eis erfolgte ein 

einminütiger „Hitzeschock“ bei 42°C, der zur Porenbildung in der Bakterienmembran beitrug 

und somit die Aufnahme der freien pIRESneo-GnRH-R-Luc-Plasmide in die Bakterien 

unterstützte. Die transformierten Bakterien wurden auf mit LB-Medium bedeckten Petrischalen 

ausplattiert. Das LB-Medium der Petrischalen war im Vornherein mit Ampicillin versetzt worden. 

Aufgrund des im pIRESneo-Vektor enthaltenen Ampicillin-Resistenzgens konnte eine Selektion 

der erfolgreich und stabil transformierten Bakterien stattfinden, sodass lediglich diese 

überlebten und sich vermehrten (Inkubation bei 37°C über Nacht). Am darauffolgenden Tag 

wurden mehrere Klonkolonien in mit LB-Ampicillin-Medium befüllte Eppendorf-Tubes überführt 

und erneut bei 37°C unter leichter Schüttelung über Nacht gelagert. Eine Klonkolonie wurde 

ausgewählt, um damit eine DNA-Isolierung durchzuführen. Die übrigen Tubes wurden bei -4°C 

aufbewahrt. Im Anschluss an die Isolierung wurde der DNA-Gehalt am NanoDrop-Messgerät 

ermittelt (Angabe in ng/µl). 

 

Die Überprüfung des korrekten Leserahmens des GnRH-R-Luc Fusionsgens erfolgte über 

DNA-Sequenzierung (LGC Genomics GmbH, Berlin, Deutschland). Nach der Bestätigung, dass 

die eingeschickte DNA den korrekten Leserahmen enthielt und somit für das GnRH-R-Luc 

Fusionsprotein kodierte, konnte der nächste Schritt, die Expression in Säugerzellen, eingeleitet 

werden.  

 

2.2.2. Rekombinante Expression in Säugerzellen 

Für die rekombinante Expression des GnRH-R-Luc Fusionsproteins wurden HEK-293-Zellen 

gewählt. Die Kultivierung dieser Zellen erfolgte in DMEM, welches mit 10 % FBS und  

1 % Penicillin/ Streptomycin (DMEM++) versetzt war. Die Transfektion dieser HEK-293-Zellen 

mit pIRESneo-GnRH-R-Luc erfolgte mit FuGENE6 (Promega, Katalognr. #E2691). 48 Stunden 

nach der Transfektion wurden die Zellen in einer 6-Well-Zellkulturplatte ausgesät. Die Selektion 

stabil transfizierter Zellen erfolgte über G418 (0,8 mg/ml, Sigma-Aldrich, Katalognr. #A1720), 

denn der pIRESneo-Vektor kodiert neben der Ampicillin- auch für eine Neomycin-Resistenz. Es 

bildeten sich Kolonien stabiler Zellklone. Diese wurden gepickt, in separate Wells überführt und 

dadurch als Einzelklone weitergeführt. Sobald ein konfluentes Wachstum erreicht wurde, 

wurden Cryostocks in Gefriermedium (50 % FBS, 40 % DMEM++, 10 % DMSO) angelegt und 
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bei -80°C bis zum Gebrauch aufbewahrt. Um die Luciferase-Aktivität der verschiedenen 

Zellklone zu vergleichen, wurden Aliquots der Zellen lysiert und deren Luciferase-Aktivität 

gemessen. Der Zellklon, der die höchste Luciferase-Aktivität zeigte, die abhängig von der Stelle 

der Integration des Vektors in das Genom der HEK-293-Zelle war, wurde in DMEM++-G418-

Medium angezüchtet, bis sich ein konfluierendes Wachstum in 100 mm-Zellkulturschalen 

zeigte. 

Die beschriebenen Schritte der Klonierung und Transfektion wurden von Dr. Waldemar Minich 

vorgenommen. Das Anzüchten der transfizierten HEK-293-Zellen und die folgenden Schritte, 

genannt unter Punkt 2.3. – 2.5.2., wurden von mir, Lisa-Marie Sattler, in enger Zusammenarbeit 

mit Hanna A. Schniewind und Dr. Minich durchgeführt. 

 

2.3. Herstellung des Fusionsprotein-enthaltenden Zellextraktes 

Dieser Schritt führte zur Gewinnung des GnRH-R-Luc Fusionsproteins, das von den  

HEK-293-Zellen exprimiert wurde. Zuerst wurde das Nährmedium aus den  

100 mm-Zellkulturschalen fast vollständig abgesogen. Mit Hilfe eines Spatels wurden die Zellen 

vorsichtig vom Boden gelöst, abpipettiert, in ein Glasröhrchen überführt, für 10 Minuten bei 4°C 

und 3500 rpm (2000 g) zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau, Deutschland) und auf 

Eis gestellt. Der Überstand wurde abgesogen und das Zellpellet in einem Puffer (50 mM Tris 

HCl (pH 7,4), 100 mM NaCl, 10 % Glycerol) resuspendiert. Anschließend wurde 20%iges  

Triton X-100 hinzugegeben, was zur Lyse der Zellen führte, und es folgte eine fünfminütige 

Inkubation auf Eis. Danach wurde nochmals zentrifugiert (10 Minuten, 4°C,  

3500 rpm, 2000g), der Überstand auf Eppendorf-Tubes aufgeteilt und die Tubes bis zur 

Verwendung bei -80°C gelagert. Zusätzlich erfolgte ein Luciferase-Aktivitätstest, indem 100 µl 

Luciferase-Substratpuffer (D-Luciferin, ATP, GTP) mit 5 µl des gewonnenen Überstandes 

versetzt wurden und eine Kontrollmessung im Ketten-Luminometer erfolgte. Werte  

von > 100.000 relative light units (RLU) erfüllten das Kriterium für eine ausreichend gute 

Luciferase-Aktivität.  

 

2.4. Durchführung des Immunopräzipitationsassays 

Der Immunopräzipitationsassay selbst erstreckte sich über zwei aufeinanderfolgende Tage. Das 

gewonnene GnRH-R-Luc Fusionsprotein-haltige Zellextrakt wurde zunächst mit einem Puffer 

(50 mM Tris (pH 7,5), 100mM NaCl, 10 % Glycerol, 5 % Milchpulver, 5 % Glukose,  

1 % Triton X-100, 0,01 % Natriumazid) 10-fach verdünnt. In jedes Well einer vorgekühlten  

96-Well-Platte wurden 40 µl dieses GnRH-R-Luc-Fusionsprotein-Zellextrakt-Puffer-Gemisches 

pipettiert. Im Anschluss wurden 10 µl vorverdünntes Serum (Verdünnung 1:1, d.h. 100 µl Serum 

mit 100 µl Vorverdünnungspuffer bestehend aus 50 % Glycerol, 100 mM NaCl und 50 mM Tris 

HCl (pH 7,4)) hinzugefügt, die Platten abgedeckt und über Nacht im Kühlschrank bei 4°C 

gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden je Well 40 µl Protein A-Sepharose Suspension 

(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Katalognr. #GE17096303) hinzugegeben und für eine 

Stunde bei RT inkubiert. Protein A konnte an die Fc-Region von Immunglobulinen binden und 

führte damit zur Aggregation der potentiell gebildeten GnRH-R-Luc-aAk-Komplexe. 

Anschließend folgten abwechselnd das Waschen und Zentrifugieren, was unter gekühlten 

Bedingungen erfolgte: 200 µl des Waschpuffers (50 mM Tris HCl (pH 7,4), 100 mM NaCl, 10 % 

Glycerol, 0,5 % Triton X-100) wurden in jedes Well der 96-Well-Platte pipettiert, kurz 

geschüttelt, zentrifugiert (2 Minuten, 2000 rpm, 4°C) und der Überstand abgesogen. Dieser 

Vorgang wurde insgesamt sechs Mal durchgeführt. Nach dem sechsten Mal Absaugen wurden 

100 µl eines gekühlten Überführungspuffers (Substratpuffer -/-, 0,5 % Triton X-100) in jedes 

Well gegeben, das Pellet darin resuspendiert und der Inhalt eines jeden Wells in jeweils ein 
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gekühltes 5 ml-Glasröhrchen überführt. Die Glasröhrchen wurden in das Kettenluminometer 

(Berthold, Bad Wildbad, Deutschland) gestellt. Mit Hilfe dessen erfolgte die Messung: 

automatisiert wurden in jedes Röhrchen 200 µl des Luciferase-Substratpuffers (77 mg ATP,  

116 mg GTP, 100 ml Luciferase-Substratpuffer -/-, 1,5 ml D-Luciferin (Sigma Aldrich Chemie 

GmbH, Taufkirchen, Deutschland, Produktnr. #L9504)) injiziert und das entstandene Lichtsignal 

für fünf Sekunden gemessen. Die Messergebnisse wurden in relative light units (RLU) 

angezeigt. 

 

2.5. Bestätigungsmessungen 

2.5.1. GnRH-R-Ak-Verdünnungsreihe 

Zur Standardisierung und Kontrolle des Immunopräzipitationsassays wurde dieser zusätzlich 

mit einem kommerziellen aus Kaninchen gewonnenen Antiserum durchgeführt, welches 

polyklonale gegen den humanen GnRH-R gerichtete Ak (kanGnRH-R-Ak, Thermo Fisher 

Scientific, Schwerte, Deutschland, Katalognr. #PA5-33597, IgG, c = 1 mg/ml) enthielt. Die 

ersten 16 Wells einer vorgekühlten 96-Well-Platte wurden mit BSA-Puffer befüllt: in das erste 

Well der Verdünnungsreihe wurden 15 µl BSA pipettiert und in die folgenden 15 Wells jeweils 

nur 10 µl BSA. Nun wurden in das erste Well 5 µl des kanGnRH-R-Ak gegeben und gut 

vermischt. 10 µl aus diesem ersten Well wurden abgenommen, in das zweite übertragen und 

wieder gut vermischt. Auf diese Weise wurde fortgefahren bis zum 14. Well. Die übrigen 10 µl 

aus dem 14. Well wurden verworfen. Zur Leermessung befanden sich in Well 15 und 16 

lediglich 10 µl BSA. In alle Wells wurden dann je 40 µl des 10-fach verdünnten GnRH-R-Luc-

Fusionsprotein-haltigen Zellextraktes hinzugefügt. Der weitere Ablauf des Immuno-

präzipitationsassays glich dem oben beschriebenen Ablauf. Auf diese Weise entstand eine Ak-

Verdünnungsreihe mit folgenden Konzentrationen (in µg/ml): 50,0 – 25,0 – 12,5 – 6,25 – 3,125 

– 1,563 – 0,781 – 0,391 – 0,195 – 0,098 – 0,049 – 0,024 – 0,012 – 0,006 – 0,000 – 0,000. 

 

2.5.2. Analysen durch Mix-Seren 

Um Matrix-Effekte auszuschließen, wurde der Immunopräzipitationsassay zusätzlich mit 

vermischten Seren („Mix-Seren“) durchgeführt. Für die Mix-Seren wurden jeweils eine GnRH-R-

aAk-positive Serum-Probe und eine GnRH-R-aAk-negative Serum-Probe im Verhältnis 1:1 

vermischt. Pipettiert wurde, wie in Tabelle 3 dargestellt: 

 

Tabelle 3. Pipettierschema der Mix-Seren-Analysen 

1. Well: Negativprobe 2. Well: Positivprobe 3. Well: Seren-Mix 

40 µl GnRH-R-Luc Zellextrakt 

(10fach verdünnt) 

+ 

10 µl vorverdünntes Serum 

einer GnRH-R-aAk-negativen 

Probe 

40 µl GnRH-R-Luc Zellextrakt 

(10fach verdünnt) 

+ 

10 µl vorverdünntes Serum 

einer GnRH-R-aAk-positiven 

Probe 

40 µl GnRH-R-Luc Zellextrakt 

(10fach verdünnt) 

+ 

5 µl der Positivprobe 

+ 

5 µl der Negativprobe 

(eigene Darstellung) 

 

Der weitere Ablauf des Assays erfolgte wie unter Punkt 2.4. beschrieben. 

 

2.6. Statistische Analysen 

Unter Zuhilfenahme von GraphPad Prism v.7.0 (Version 7.0, GraphPad Software Inc., San 

Diego, USA) oder SPSS (Version 25, SAS Institute, Cary, NC, USA) wurden die statistischen 

Analysen durchgeführt. Der Shapiro-Wilk-Test wurde verwendet zur Ermittlung der 
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Normalverteilung. Zum Vergleich quantitativer Variablen wurde der ungepaarte t-Test 

(Normalverteilung) herangezogen. Alternativ wurden die Daten mittels des zweiseitigen 

nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests verglichen. Die Ergebnisse wurden als  

Mittelwert ± Standardabweichung (SD) oder als Median mit Interquartilsabstand (IQR) 

angegeben. Statistische Signifikanz wurde festgesetzt bei *P<0,05, **P<0,01 oder ***P<0,001. 

Die Diagramme der Abbildungen 2B, 4 und 5 wurden mittels GraphPad Prism von Hanna 

Schniewind und mir erstellt und von Prof. Dr. Lutz Schomburg auf ihre Richtigkeit überprüft. Die 

Durchführung der statistischen Analysen wurde von Prof. Dr. Schomburg übernommen. 

 

 

3. ERGEBNISSE 

 

3.1. Testung der Expression des GnRH-R-Luciferase Fusionsproteins 

Humane HEK-293-Zellen wurden mit den pIRESneo-GnRH-R-Luc-Plasmiden transfiziert und 

stabile Zellkone wurden über die Selektion mit G418 (0,8 mg/ml) etabliert. Für den Testaufbau 

wurden dann Klone mit hoher GnRH-R-Luc-Expression ausgewählt (Abb. 2A). Zur 

Standardisierung und Überprüfung der Funktionalität wurde der Assay zuerst mit dem 

kommerziellen polyklonalen kanGnRH-R-Ak durchgeführt (Abb. 2B). Abbildung 2B zeigt ein 

kanGnRH-R-Ak-konzentrationsabhängiges Messergebnis: Je höher die Konzentration des 

kommerziellen polyklonalen kanGnRH-R-Ak, umso mehr Immunkomplexbildung mit dem 

GnRH-R-Luc Fusionsprotein, umso höhere Luciferase-Aktivität (Luciferase-Signal in relative 

light units, RLU) (29). Es zeigte sich keine, das Hintergrund-Signal übersteigende, Luciferase-

Aktivität bei der Testung des kanGnRH-R-Ak mit Zellextrakt nicht-transfizierter HEK-293-Zellen. 

Die Sensitivität und Spezifität des kanGnRH-R-Ak konnten somit bestätigt werden. 

 

 
 

Abbildung 2. Aufbau und Überprüfung des GnRH-R-aAk-Assays. A) Vergleich verschiedener HEK-
293-Zellklon-Kulturen bezüglich ihrer Luciferase-Aktivität: Zehn erfolgreich transfizierte, mittels G418 
selektionierte Zellklon-Kulturen, die das GnRH-R-Luc Fusionsprotein exprimierten, wurden lysiert und auf 
ihre Luciferase-Aktivität hin untersucht. Die Höhe der Luciferase-Aktivität steigt proportional mit der 
Menge der Expression des gewünschten Fusionsproteins. B) Durchführung des Immuno-
präzipitationsassays mit einem kommerziellen kanGnRH-R-Ak: Ein aus Kaninchen gewonnenes 
Antiserum gegen den humanen GnRH-R (anti-GnRH-R-Ak) wurde käuflich erworben und in einer 
Verdünnungsreihe mit dem Immunopräzipitationsassay getestet. Es zeigte sich ein proportional zu der 
kanGnRH-R-Ak-Konzentration abhängiger Anstieg der Luciferase-Aktivität. Die Messungen wurden in 
Doppelbestimmung durchgeführt. Kontroll-Messungen mit BSA-Pufferlösung und ohne anti-GnRH-R-Ak 
zeigten typische Lumineszenz-Signale < 100 RLU. Abbildung aus Sattler et al., 2021 (29), 
vorgenommene Veränderung: Übersetzung der Achsen-Beschriftung aus dem Englischen ins Deutsche. 
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3.2. Prävalenz von natürlichen GnRH-R-Autoantikörpern 

Der Immunopräzipitationsassay wurde mit jeder der 1051 Serumproben, wie unter Punkt 2.4. 

beschrieben, durchgeführt (Abb. 4). Durch die Inkubation des GnRH-R-Luc Fusionsprotein-

haltigen Zellextraktes mit den Seren bei 4°C über Nacht konnten eventuell vorhandene aAk der 

Seren an die GnRH-R-Luc Fusionsproteine binden und Immunkomplexe bilden (Abb. 3). Durch 

die Zugabe von Protein A-Sepharose Suspension am darauffolgenden Tag, welche an die Fc-

Region von Ak bindet, wurden die entstandenen Antigen-aAk-Komplexe fixiert und durch das 

anschließende Waschen und Zentrifugieren vom restlichen Serum isoliert. Weil Protein A-

Sepharose unspezifisch an die Fc-Region sämtlicher vorhandener Ak bindet, war die Luciferase 

als Reporter nötig. Durch die Zugabe des Luciferase-Substrates im Kettenluminometer kam es 

zur Biolumineszenz, d.h. es wurde Licht erzeugt, welches von dem Kettenluminometer 

detektiert und in RLU angegeben wurde. Somit war die Menge des gemessenen Lichtsignals 

bzw. der gemessenen Luciferase-Aktivität proportional zur Menge der vorhandenen GnRH-R-

aAk im jeweiligen Serum. 

 

Abbildung 3. Schematische Darstellung 
des Immunkomplexes und der Luciferase-
Reaktion. Gezeigt wird der GnRH-R, der 
gentechnisch an das Luciferase-Enzym 
gekoppelt wurde, die als Reporter fungierte. 
Vermutete aAk der Serumproben konnten an 
den Rezeptor binden. Hinzugefügte Protein 
A-Sepharose Suspension sorgte für die 
Bindung des Protein A an die Fc-Region der 
aAk und führte zur Präzipitation der 
Immunkomplexe. Die Luciferase führte zur 
Biolumineszenz nach Zugabe des 
Luciferase-Substrates. Das Lichtsignal wurde 
im Kettenluminometer gemessen. (eigene 
Darstellung) 

 

 

Wie in Abbildung 4 sichtbar, konzentrierte sich die Mehrheit der Messwerte auf einen Bereich 

zwischen 250 und 750 RLU (29). Der Shapiro-Wilk-Test zeigte, dass die Messwerte nicht 

normalverteilt waren (W = 0,7133, P<0,0001). Als Kriterium für GnRH-R-aAk-Positivität eines 

Serums wurde das Überschreiten eines wie folgt kalkulierten Schwellenwertes festgelegt: Alle 

erhaltenen Messwerte wurde der Größe nach geordnet und aus den unteren 50 % der 

Mittelwert errechnet. Dieser Mittelwert plus drei Standardabweichungen (MW + 3 SD) wurde als 

Schwellenwert zur Positivität definiert (29). Durch Bildung des jeweiligen Quotienten aus 

Messwert und dem zuvor errechneten Mittelwert, erhielt man den sogenannten Binding Index 

(BI). Dieser spiegelte somit den Faktor wider, um den der Messwert größer als der Mittelwert 

war. 
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Abbildung 4. Prävalenz von natürlichen GnRH-R-aAk. A) 1051 Seren wurden mit Hilfe des 
Immunopräzipitationsassays durch Messung der Luciferase-Aktivität auf das Vorhandensein von 
natürlichen GnRH-R-aAk untersucht. Der Schwellenwert zur GnRH-R-aAk-Positivität wurde definiert als 
der Mittelwert (MW), der aus den unteren 50 % aller Messwerte gebildet wurde, plus drei 
Standardabweichungen (MW + 3 SD). Der Binding Index (BI) entsprach dem Faktor, um den der jeweilige 
Messwert größer als der errechnete Mittelwert war. Insgesamt wurden 15 GnRH-R-aAk-positive Proben 
unter den 1051 Serumproben detektiert, von denen 12 ein schwaches und drei ein starkes GnRH-R-aAk-
positives Signal aufwiesen. B) Die analysierten Seren zeigten innerhalb der Kohorten keine 
Normalverteilung hinsichtlich des Vorhandenseins von GnRH-R-aAk (Shapiro-Wilk-Test, W = 0,7133, 
P < 0,0001). Unter den gesunden Kontrollseren befand sich eine deutlich GnRH-R-aAk-positive 
Serumprobe (1/400; 0,25 %) und unter den PCOS-Patientinnenproben waren zwei hoch GnRH-R-aAk-
positive Seren (2/651; 0,31 %), die innerhalb der PCOS-A-Kohorte detektiert wurden. Damit ist die 
Prävalenz natürlicher GnRH-R-aAk unter den Kontrollen und PCOS-Patientinnen nahezu identisch. 
Abbildung aus Sattler et al., 2021 (29), vorgenommene Veränderung: Übersetzung der Achsen-
Beschriftung aus dem Englischen ins Deutsche. 

 
Durch die Festlegung dieses Schwellenwertes ergaben sich insgesamt 15 GnRH-R-aAk-

positive Serumproben (15/1051), einer Prävalenz von 1,4 % entsprechend (Abb. 4A). Anhand 

der Abbildung 4A ist gut erkennbar, dass 12 der 15 aAk-positiven Proben unmittelbar über dem 

Schwellenwert lagen (BI = 2,4) und lediglich drei der 15 Serumproben ein stark aAk-positives 

Signal mit BI von 5,46, 5,65 und 6,36 zeigten (29). Alle Messwerte waren reproduzierbar. Die 

GnRH-R-Spezifität der drei hoch GnRH-R-aAk-positiven Serumproben wurde bestätigt, indem 

der Assay auf genau demselben Wege durchgeführt wurde, allerdings wurde Zellextrakte von 

HEK-293-Zellen verwendet, die nicht mit pIRESneo-GnRH-R-Luc-Vektoren transfiziert worden 

waren, sondern nur mit pIRESneo-Luc-Vektoren, weshalb das Zellextrakt lediglich das 

Luciferase-Enzym enthielt. Die daraufhin ermittelten Messwerte entsprachen lediglich den 

üblichen Hintergrund-Signalen. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die GnRH-R-aAk 

gegen das Luciferase-Enzym als Antigen gerichtet waren.  

Die Abbildung 4B spiegelt die Prävalenz von GnRH-R-aAk innerhalb der einzelnen Kohorten 

wider. Unter den gesunden Kontrollseren befanden sich zwei GnRH-R-aAk-positive Proben 

(n = 2, eine leicht und eine stark GnRH-R-aAk-positive Probe). Innerhalb der großen Graz-

Kohorte (PCOS-A) konnten 12 GnRH-R-aAk-positive Seren detektiert werden, darunter zwei 

Serumproben mit einem deutlich positiven Messsignal, und unter den Patientinnenseren aus 

Ungarn befand sich eine schwach aAk-positive Probe. Keine GnRH-R-aAk-positiven Proben 

befanden sich unter den Proben der jugendlichen PCOS-Patientinnen aus Deutschland. Durch 

ausschließliche Betrachtung der stark positiven Signale, ergaben sich folgende Prävalenzen: 

Unter den gesunden Kontrollseren gab es eine stark GnRH-R-aAk-positive Probe, wodurch sich 
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eine Prävalenz von 0,25 % (1/400) ergab. Unter den PCOS-Patientinnenseren konnten zwei 

deutlich GnRH-R-aAk-positive Serumproben ermittelt werden (2/651), was einer Prävalenz von 

≈ 0,31 % entsprach. Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl unter den gesunden Kontrollproben 

als auch innerhalb der PCOS-Proben GnRH-R-aAk detektierbar sind, die Prävalenzen jedoch 

sehr ähnlich und insgesamt verschwindend gering sind, weshalb von keiner diagnostischen 

Relevanz für das PCOS auszugehen ist (29). 

 

3.3. Stabilität von GnRH-R-Autoantikörpern 

Die Präsenz von GnRH-R-aAk in den als aAk-positiv ermittelten Seren schien nicht durch 

Lagerung der Seren bei 4°C beeinträchtigt zu werden. Kontrollmessungen bestätigten die 

schwache aAk-Positivität der 12 Serumproben und die hohe aAk-Positivität der drei 

Serumproben (eine unter den Kontrollseren und zwei in der PCOS-A-Kohorte; Serennummer 

#175 und #225). 

Um Einflüsse durch Matrixeffekte auszuschließen und weiter die Stabilität der GnRH-R-aAk zu 

überprüfen, wurden Analysen mit Mix-Seren, wie unter Punkt 2.6.2. beschrieben, durchgeführt. 

Für diese Mix-Seren-Analysen wurden die drei hoch GnRH-R-aAk-positiven Serumproben 

verwendet. Als Negativkontrolle dienten drei aAk-negative Kontrollseren. Die Messwerte aller 

drei Mix-Seren stimmten mit den theoretischen, errechneten arithmetischen Mitteln überein 

(Abb. 5). Auf diese Weise wurden die Reproduzierbarkeit des Immunopräzipitationsassays 

abermals bestätigt und Matrixeffekte ausgeschlossen (29). 

 

 
 

Abbildung 5. Mix-Seren-Analysen. Dargestellt sind drei Durchführungen des 
Immunopräzipitationsassays in Form von Mix-Seren. Die jeweils erste Säule (A) spiegelt den Messwert 
der Negativkontrolle wider, die jeweils zweite Säule (B) den Messwert der Positivkontrolle. Als 
Positivkontrollen wurden die drei hoch GnRH-R-aAk-positiven Serumproben gewählt. Die dritte Säule 
(A+B) zeigt den Messwert, nachdem A und B in einem Verhältnis von 1:1 vermischt wurden. Dieser 
stimmte mit dem theoretischen arithmetischen Mittel überein. Somit konnten Matrixeffekte 
ausgeschlossen und die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse bestätigt werden. Die Messungen 
wurden in Doppelbestimmung durchgeführt. Abbildung aus Sattler et al., 2021 (29), vorgenommene 
Veränderung: Übersetzung der Achsen-Beschriftung aus dem Englischen ins Deutsche. 
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3.4. Androgenspiegel bei GnRH-R-aAk-positiven Seren 

Zwar zeigte sich, dass die Prävalenz von GnRH-R-aAk unter den PCOS-Patientinnen zu gering 

ist, um von diagnostischer Relevanz zu sein, aber dennoch konnten 15 GnRH-R-aAk-positive 

PCOS-Serumproben identifiziert werden. Somit stellte sich die Frage, inwieweit diese aAk mit 

den Androgenspiegeln korrelieren. Folgende Steroidhormone wurden von den Grazer 

Kooperationspartnern bestimmt: das totale Testosteron, das freie Testosteron, DHEAS und 

Androstendion (Abb. 6). Dargestellt sind die Referenzwerte gesunder Frauen, die erhobenen 

Werte der PCOS-A-Kohorte und hervorgehoben wurden die jeweiligen Hormonspiegel der 

beiden aus der PCOS-A-Kohorte stammenden aAk-positiven PCOS-Patientinnen (#175 und 

#225), die die höchsten GnRH-R-aAk-Spiegel aufwiesen. Bei diesen beiden GnRH-R-aAk-

positiven PCOS-Seren zeigte sich im direkten Vergleich mit den Referenzwerten gesunder 

Frauen eine deutliche Hyperandrogenämie. Die aAk-positive PCOS-Probe Nummer 175, die die 

höchsten GnRH-R-aAk-Werte aufwies, zeigte die höchsten Spiegel an totalem Testosteron und 

DHEAS (29).  

 

Abbildung 6. Vergleich der Androgenspiegel der 
zwei GnRH-R-aAk-positiven PCOS-Proben mit 
gesunden Kontrollen und anderen PCOS-
Patientinnen. Unter den Graz-PCOS-Patientinnen 
(PCOS-A) wurden zwei hoch GnRH-R-aAk-positive 
Serumproben detektiert (PCOS #175, rotes Kreuz; 
PCOS #225, blaues Kreuz). Diese beiden aAk-
positiven Proben zeigten deutlich erhöhte Androgen-
spiegel im Vergleich zu den Referenzwerten 
gesunder Frauen (Ref.Bereich, grüne Säule). 
Darüber hinaus ist der Bereich der Androgenspiegel 
der PCOS-A-Seren markiert (schwarze Fehlerbalken 
mit Markierung des Mittelwertes ± SD). Unter diesen 
zeigten sich vor allem die Androstendionspiegel 
erhöht. Abbildung aus Sattler et al., 2021 (29), 
vorgenommene Veränderung: Übersetzung der 
Achsen-Beschriftung aus dem Englischen ins 
Deutsche. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. DISKUSSION 

 

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist die Ätiopathogenese des Krankheitsbildes PCOS nicht 

abschließend geklärt. Diverse Faktoren wie genetische Prädisposition, sozioökonomische 

Faktoren, Ethnizität, Lifestyle, Inflammation und Autoimmunität scheinen Einfluss zu nehmen. 

Aber worin liegt der entscheidende Auslöser? Eine autoimmune Genese des PCOS ist 

naheliegend aufgrund der erhöhten Prävalenzen verschiedenster aAk in Seren von PCOS-
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Patientinnen und des häufigen Einhergehens mit anderen Autoimmunerkrankungen (12, 24, 

30). Daraufhin wurde in dieser Arbeit der Fragestellung nachgegangen, ob natürliche aAk 

gegen den GnRH-R in Seren von PCOS-Patientinnen in signifikant höherer Prävalenz als in der 

Normalbevölkerung vorkommen, und damit von prädiktiver und vor allem diagnostischer 

Relevanz sind. Dazu wurde ein Immunopräzipitationsassay generiert, welcher als Antigen ein 

GnRH-R-Luc Fusionsprotein nutzte. Zur Gewinnung dieses Fusionsproteins wurden HEK-293-

Zellen mit pIRESneo-GnRH-R-Luc transfiziert, die daraufhin den gesamten humanen GnRH-R 

in seiner vollen Länge exprimierten, wodurch alle extrazellulären Domänen für potentielle aAk 

zugänglich waren. Die Auswertung unserer Ergebnisse konnte unsere Hypothese allerdings 

nicht untermauern (29). Unter den gesamten 1051 Serumproben konnten lediglich 15 GnRH-R-

aAk-positive PCOS-Seren identifiziert werden, einer Prävalenz von 1,4 % (15/1051) 

entsprechend. Und nur drei dieser 15 GnRH-R-aAk-positiven Seren lagen in einem 

entsprechend hohen Titerbereich, der potentiell als pathogenetisch relevant angesehen werden 

könnte (3/1051; 0,3 %). Die Prävalenz von hoch GnRH-R-aAk-positiven Seren unter den 

PCOS-Patientinnen war mit 0,31 % (2/651) nahezu identisch mit der Prävalenz von hoch 

GnRH-R-aAk-positiven Seren unter den gesunden Kontrollen (1/400, 0,25 %). Bei der 

Betrachtung der Androgenspiegel zeigten die zwei stärksten GnRH-R-aAk-positiven PCOS-

Seren deutlich erhöhte Androgenspiegel im Vergleich mit den Werten anderer PCOS-

Patientinnen und im Vergleich mit den Referenzwerten gesunder Kontrollen. 

Aufgrund der detektierten niedrigen Prävalenz von GnRH-R-aAk-positiven Seren innerhalb der 

PCOS-Kohorten negieren wir unsere eingangs aufgestellte Hypothese: aAk gegen den GnRH-R 

sind von keiner generellen diagnostischen Relevanz bei europäischen PCOS-Patientinnen (29). 

Nichtsdestotrotz konnten wir einen spezifischen Immunopräzipitationsassay generieren, 

welcher zuverlässig und reproduzierbar GnRH-R-aAk nachweist. Ebenfalls bekräftigen die 

Ergebnisse die Existenz von natürlich vorkommenden GnRH-R-aAk und schließen somit eine 

Autoimmunität durch GnRH-R-aAk nicht endgültig aus. Allerdings sind diese aAk selten und im 

Rahmen der PCOS-Diagnostik, unseren Ergebnissen zufolge, zu vernachlässigen (29). Ferner 

konnte ein „Standard-Antiserum“ identifiziert werden, welches den humanen GnRH-R sensitiv 

detektiert und für weitere Analysen und Vergleichsmessungen durch andere Forschungs-

gruppen verwendet werden könnte. Des Weiteren konnte dargestellt werden, dass sich  

Protein A zur Immunopräzipitation verschiedener IgG-Ak-Spezies eignet, denn es erkannte die 

Fc-Region unseres verwendeten polyklonalen kanGnRH-R-Ak ebenso wie die humanen aAk 

(29). Die Funktionalität dieses Assayaufbaus wurde bereits unter Beweis gestellt, indem mittels 

derselben Techniken ein IGF1-Rezeptor-Luciferase Fusionsprotein hergestellt wurde. In einem 

Immunopräzipitationsassay, unter Nutzung dieses Fusionsproteins als Antigen, wurden Seren 

von Patienten untersucht, die unter einer endokrinen Orbitopathie bei Morbus Basedow litten. 

10 % (60/584) der untersuchten Patientenseren waren IGF1-Rezeptor-aAk-positiv (31). 

 

Die mittels unseres GnRH-R-aAk-Immunopräzipitationsassays ermittelte niedrige Prävalenz von 

GnRH-R-aAk hat die Frage aufgeworfen, inwieweit Autoimmunität gegen den humanen  

GnRH-R überhaupt eine Rolle für verschiedene Krankheitsbilder spielt. Die aktuelle Datenlage 

zu natürlich vorkommenden GnRH-R-aAk ist dünn. 2014 untersuchten Mandl et al. 25 

Patientinnen mit primärem Sjögren Syndrom und 169 Kontrollen mittels eines ELISAs auf 

GnRH-R-aAk (32). Als Antigen diente das N-terminale, an Ovalbumin gebundene Peptid des 

GnRH-R. 5 Patienten (20 %) waren positiv für IgM-GnRH-R-aAk und ein Patient (4 %) zeigte 

IgG-GnRH-R-aAk. Unter den Kontrollen fanden sich in beiden Immunglobulin-Klassen jeweils 

nur bei 2,4 % GnRH-R-aAk. Die gleiche Arbeitsgruppe unter Hammar et al. untersuchte, ob die 

Verwendung von Buserelin, einem GnRH-Analogon, zur in-vitro-Fertilisation (IVF) die 
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Entstehung von GnRH-R-aAk fördern würde (33). Der ELISA-Aufbau war derselbe, d.h. es 

wurde abermals lediglich das N-terminale Peptid des GnRH-R verwendet zur Detektion von 

GnRH-R-aAk. 96 Patientinnen, bei denen die Ursache der Infertilität unklar war, wurden sowohl 

vor als auch nach der Anwendung von Buserelin auf IgM-GnRH-R-aAk untersucht. Unter den 

169 Kontrollen zeigten 4 (2,4 %) Frauen IgM-GnRH-R-aAk, wohingegen bei den Patientinnen 

13 (13,5 %) vor und 10 (10,4 %) nach der IVF IgM-GnRH-R-aAk aufwiesen. Durch die IVF 

wurde also kein Anstieg an GnRH-R-aAk provoziert. Diese Arbeit zeigte somit, dass GnRH-R-

aAk bei infertilen Frauen gefunden werden können, deren Rolle in Bezug auf die Entstehung 

von Infertilität blieb allerdings auch hier unklar. 

Eine mögliche Ursache für die niedrige Prävalenz von GnRH-R-aAk, insbesondere, wenn der 

ganze Rezeptor als Autoantigen verwendet wird, könnte in der Struktur des GnRH-R begründet 

sein. Der GnRH-R gehört zur Familie der GPCR, deren extrazellulärer Anteil 

charakteristischerweise aus einem N-Terminus und drei extrazellulären Schleifen besteht. 

Allerdings ist der extrazellulär liegende Anteil des GnRH-R besonders klein, denn die  

N-terminale Region besitzt gerade einmal 35 Aminosäuren (34). Dem gegenüber steht 

beispielsweise der TSH-R, ebenfalls aus der Gruppe der GPCR, der eine verhältnismäßig 

große extrazelluläre Domäne besitzt und gegen den viele aAk bekannt sind, die beispielsweise 

die Signalwirkung des TSH imitieren und zu Morbus Basedow und schließlich Hyperthyreose 

führen (35). Es zeigte sich bereits, dass der komplette und korrekt exprimierte Rezeptor von 

großer Relevanz ist, um zuverlässig TSH-R-aAk detektieren zu können (36, 37). Das 

veranlasste uns, einen Assay zu generieren, in dem der komplette GnRH-R in seiner vollen 

Länge als Antigen zur Verfügung gestellt wird, damit sowohl aAk, die gegen lineare als auch 

aAk, die gegen dreidimensionale Epitope gerichtet sind, als auch aAk, die Seitenketten des 

GnRH-R erkennen, detektiert werden können (29, 37). Die unterschiedliche Detektierbarkeit 

von aAk je nach Länge bzw. Region des verwendeten Peptides, das als Antigen verwendet 

wird, wird durch den Vergleich mit folgender Arbeit sichtbar: Kürzlich publizierte die 

Arbeitsgruppe Kem et al. das Vorhandensein von GnRH-R-aAk, die gegen die zweite 

extrazelluläre Schleife des GnRH-R gerichtet sind und laut deren Ergebnissen von 

diagnostischer Relevanz für das PCOS seien (27). Es wurden die Seren von 40 PCOS-

Patientinnen, 40 infertilen Frauen und 14 gesunden Kontrollen mittels eines darauf aufgebauten 

ELISAs untersucht. Als Antigen wurde ein 28 Aminosäuren langes Peptid verwendet, das der 

Aminosäuresequenz der zweiten extrazellulären Schleife (ECL2) des GnRH-R entsprach. Als 

markierender Ak wurde ein mit alkalischer Phosphatase konjugierter IgG-Ak (goat antihuman 

IgG) verwendet. Zur Detektion der Ak wurde das Substrat Paranitrophenyl-Phosphat verwendet. 

Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei 405 nm nach 10 Minuten. Der mittlere ELISA-

Wert der PCOS-Patientinnen war signifikant höher als der der jeweiligen Kontrollgruppen, 

wodurch auf das Vorhandensein von GnRH-R-aAk geschlossen und deren diagnostische 

Relevanz postuliert wurde. Weiter untersuchte diese Arbeitsgruppe mit GnRH-R-ECL2-Peptiden 

immunisierte Ratten, die nach Immunisierung aktivierende aAk gegen die ECL2 des GnRH-R 

ausbildeten, die mittels ELISA detektiert wurden (38). Darüberhinaus wurde eine 

Epitopkartierung der ECL2 durchgeführt, wodurch ein dominantes Epitop in der Mitte des 

GnRH-R-ECL2-Peptides identifiziert wurde. Die immunisierten Ratten wiesen im Vergleich zu 

den Kontrollratten eine höhere LH-Sekretionsfrequenz, eine insgesamt höhere LH-

Konzentration, höhere Testosteronspiegel und höhere Spiegel proinflammatorischer Zytokine 

auf; erhöhte Blutglukosewerte deuteten auf eine gestörte Glukosetoleranz (22, 27, 38). Die 

Zykluslänge der immunisierten Ratten verlängerte sich, in den Ovarien zeigte sich eine 

vergleichsweise höhere Anzahl atretischer Follikel und eine geringere Anzahl an Corpora lutea 

als auch eine dickere Theca-Zellschicht. Die Arbeitsgruppe schlussfolgerte, dass aktivierende 
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aAk gegen die ECL2 des GnRH-R zu PCOS-typischen Veränderungen in den getesteten 

Ratten führten und von pathogenetischer Relevanz seien.  

Diese Aussage deckt sich nicht mit den Ergebnissen unserer Analysen und macht den 

Unterschied zwischen der Verwendung einzelner Peptidsequenzen eines Rezeptors oder des 

kompletten Rezeptors als Antigen deutlich und unterstreicht, wie wichtig zusätzliche 

Kontrollversuche sind. Der Peptid-basierte Assay von Kem et al. wurde nicht über einen 

kommerziellen Antikörper überprüft, Stabilitäts- und Matrixeffekte wurden nicht analysiert und 

die untersuchte Kohorte war vergleichsweise klein. Messungen zur Reproduzierbarkeit der 

Ergebnisse fanden nicht statt. 

Welchen Einfluss die angewandte Methodik und die Wahl des jeweiligen Antigen(teil)s auf die 

Detektierbarkeit von aAk haben, wird auch anhand folgender Vergleiche deutlich: In jedem der 

folgenden vier Assays wurden Seren von Patienten mit autoimmunen Schilddrüsen-

erkrankungen auf das Vorhandensein von aAk gegen den Natrium-Iodid-Symporter (NIS) und/ 

oder Pendrin-Transporter (PDS) untersucht. Hohe Prävalenzen von aAk gegen den NIS oder 

PDS ergaben sich, wenn Peptid-basierte aAk-Assays verwendet wurden. Endo et al. 

untersuchten 26 Seren von Morbus Basedow Patienten auf das Vorhandensein von aAk gegen 

einen rekombinant hergestellten NIS mittels Western Blot. Dieser Peptid-basierte Assay 

erbrachte eine Prävalenz von 84 % (22/26) von NIS-aAk-positiven Seren (39). Ebenfalls mittels 

Immunoblot detektierten Yoshida et al. in 97,5 % der Seren von Hashimoto-Patienten aAk 

gegen PDS (40). Wurden hingegen die jeweiligen Transporter-Moleküle in ihrer vollen Länge 

als Antigen verwendet, konnten die eben genannten hohen Prävalenzzahlen nicht reproduziert 

werden, weder in einem Aufbau als Radioimmunoassay (41), noch als Immuno-

präzipitationsassay, der ein Transporter-Luciferase Fusionsprotein als Antigen verwendete (42). 

All diese Beispiele machen deutlich, wie unterschiedlich die Ergebnisse ausfallen, je nach 

verwendetem Antigen, und unterstreichen die Wichtigkeit der Verwendung von (Auto-) 

Antigenen in ihrer vollen Länge und nicht nur einzelner Peptide, um zuverlässig und 

reproduzierbar aAk nachweisen zu können. Überdies unterstreichen diese diskrepanten 

Ergebnisse die hohe Bedeutung von Kontroll- und Validierungsexperimenten. 

 

Demzufolge zählt zu den Stärken unseres Assays die Verwendung eines rekombinant 

hergestellten GnRH-R in seiner vollen Länge als Antigen (29). Die transfizierten HEK-293-

Zellen exprimierten den kompletten Rezeptor samt N-Terminus und den drei extrazellulären 

Schleifen. Somit konnte sichergestellt werden, dass alle möglichen Epitope für potentielle aAk 

erreichbar waren. Eine weitere Stärke stellt die große Patienten- und Kontrollzahl dar, die 

untersucht wurde, wodurch ein repräsentatives Bild bezüglich der Prävalenzen sowohl unter 

PCOS-Patientinnen als auch unter gesunden Kontrollprobanden entstand. Weiter zu nennen 

sind die hohe Qualität des Assays, die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, die Standardisierung 

mittels eines kommerziellen kanGnRH-R-Ak und die Möglichkeit mittels dieses Assays eine 

hohe Durchsatzrate zu erzielen. Zu den Schwächen unserer Studie zählt das Fehlen 

vertiefender, klinischer Informationen zu den verwendeten Kontrollseren und, dass sich unsere 

Kohorten zu über 99 % aus Kaukasiern zusammensetzen. Auch wurde auf die Durchführung 

eines anschließenden Bioassays verzichtet, aufgrund der detektierten niedrigen Prävalenz von 

GnRH-R-aAk. Als Limitation anzumerken ist ebenso, dass die extrazelluläre(n) Domäne(n), an 

die die GnRH-R-aAk gebunden haben, nicht weiter durch eine Epitopkartierung und 

entsprechende Kompetitionsexperimente identifiziert wurde(n). 

 

Die aufgezeigten Publikationen und auch unsere, in dem Paper „Natural autoantibodies to the 

gonadotropin-releasing hormone receptor in polycystic ovarian syndrome“ von Sattler et al. 
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veröffentlichten Ergebnisse (29) bestätigen die Existenz von natürlich vorkommenden GnRH-R-

aAk – sowohl in Seren von PCOS-Patientinnen als auch in Seren von Frauen, die unter 

Infertilität unklarer Genese leiden, und durchaus auch in Seren von gesunden 

Kontrollprobanden. Dass diese aAk eine Relevanz für die Pathogenese des PCOS haben, 

konnten unsere Ergebnisse aufgrund der niedrigen Prävalenzen nicht untermauern, aber ein 

Zusammenhang mit Infertilität ist nicht auszuschließen – das unterstreichen die Ergebnisse von 

Hammar et al. Das Geheimnis um die Ätiopathogenese des PCOS ist somit noch nicht gelüftet 

und es bleibt bei der Formulierung des PCOS als multifaktoriell bedingte Erkrankung. Und 

vielleicht stimmt das letztendlich auch genau so. Vielleicht führt genau dieses Zusammenspiel 

aus Einzelnukleotid-Polymorphismen, intrauteriner Programmierung, Lifestyle, Insulinresistenz, 

Inflammation und Immunreaktionen zu dem Krankheitsbild PCOS. Die Heterogenität des 

Krankheitsbildes könnte dann als Ausdruck des unterschiedlichen Einflusses der jeweiligen 

Faktoren gewertet werden. 

Dennoch lohnt es sich, nach weiteren aAk zu suchen, denn eine autoimmune Genese von 

PCOS ist weiterhin durchaus denkbar. Durch die eindeutig vorliegende hormonelle 

Dysregulation kämen beispielsweise aAk gegen die Hormone GnRH, LH und FSH selbst in 

Betracht, sowie aAk gegen den FSH- oder LH-R. Aufgrund der starken Assoziation des PCOS 

mit einer Insulinresistenz sind auch Assays denkbar, die PCOS-Seren auf Insulin-Rezeptor-aAk 

untersuchen. Im Zusammenhang mit der Infertilität kommt auch die Frage auf, ob bei infertilen 

Männern GnRH-R-aAk detektierbar sind. Die deutliche Assoziation zu insbesondere den 

autoimmunen Schilddrüsenerkrankungen ist auch noch nicht abschließend geklärt. Dass TPO- 

und Tg-Ak bei PCOS-Patientinnen höher sind als bei Schilddrüsen-Patientinnen ohne PCOS ist 

mehrfach bewiesen, aber warum? Bedingt PCOS die Autoimmunthyreoiditis oder ist es genau 

andersherum? Ebenso verdient die genetische Komponente noch intensivere Beachtung und 

Forschung. Vielleicht gibt es doch einen ausschlaggebenden Polymorphismus? All das sind 

ungeklärte Fragen, die es gilt, in Zukunft zu beantworten. 

 

Folgende Schlussfolgerung ist aus dieser Arbeit zu ziehen: natürliche GnRH-R-aAk sind sowohl 

bei europäischen PCOS-Patientinnen als auch bei gesunden Kontrollprobanden detektierbar in 

einer jeweils sehr geringen Prävalenz. Mit Hilfe unseres Immunopräzipitationsassays gelingt es, 

diese GnRH-R-spezifischen aAk reproduzierbar und mittels eines qualitativ hochwertigen 

Assays nachzuweisen. Aufgrund der niedrigen Prävalenz der GnRH-R-aAk innerhalb der 

PCOS-Kohorte ist, unseren Ergebnissen zufolge, zu schlussfolgern, dass GnRH-R-aAk von 

keiner prädiktiven oder diagnostischen Relevanz sind (29). Die Ätiologie und Pathogenese 

bleiben nicht vollends geklärt und es besteht weiterhin Forschungsbedarf, um die genaue 

Ätiopathogenese klären, die Latenz bis zur Diagnose verkürzen, eine gezielte Therapie 

entwickeln und damit die Lebensqualität betroffener Patientinnen verbessern zu können. 
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