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ABSTRACT

Einleitung: Das Polyzystische Ovarialsyndrom (PCOS) betrifft 5 — 15 % der gebarfahigen
Frauen und ist damit eine der haufigsten Ursachen weiblicher Infertilitat. Charakteristisch sind
ZyklusunregelmaRigkeiten, insbesondere  Oligo- oder  Amenorrho, sowie  ein
Hyperandrogenismus, oft einhergehend mit Virilisierungserscheinungen der betroffenen
Patientinnen. Die klinische Heterogenitat des Krankheitshildes und das Fehlen
pathognomonischer serologischer Marker fihren zu einer oftmals verspateten Diagnosestellung
und damit zu einem erhoéhten Leidensdruck der betroffenen Patientinnen.

Hypothese: Aufgrund des haufigen Einhergehens des PCOS mit anderen
Autoimmunerkrankungen, der erhéhten Prdvalenz verschiedenster Autoantikdrper (aAk) bei
PCOS-Patientinnen und der dysregulierten gonadotropen Hormonachse, vermuteten wir
naturliche aAk gegen den Gonadotropin-Releasing-Hormon-Rezeptor (GnRH-R) mit
pathogenetischer Relevanz, die einen diagnostisch verwendbaren Marker darstellen kénnten.
Methoden: Mittels eines Immunoprazipitationsassays wurden 651 PCOS-Seren und
400 Kontrollseren auf das Vorhandensein von natirlichen GnRH-R-aAk untersucht (n = 1051).
Als Antigen diente ein rekombinantes GnRH-R-Luciferase Fusionsprotein, welches den
kompletten humanen GnRH-R enthielt, an dessen intrazellulares Ende eine Luciferase als
Reporterprotein gekoppelt wurde. Zur Standardisierung wurde ein kommerzieller, gegen den
humanen GnRH-R gerichteter, polyklonaler Kaninchen-Antikoérper (kanGnRH-R-AK) verwendet.
Ergebnisse: Der Assay erwies sich als sensitiv. In der Durchfihrung des Assays mit dem
kommerziellen kanGnRH-R-Ak zeigte sich ein lineares, Ak-konzentrationsabhangiges 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 bestatigten die Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse. Durch zusatzliche
Analysen konnten Matrixeffekte ausgeschlossen werden.

Zusammenfassung: Die Pravalenz von GnRH-R-aAk-positiven Proben unter den PCOS-Seren
war verschwindend klein und glich nahezu der Pravalenz 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.



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 (GhnRH-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.



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 Aminosauren sind jeweils identisch, die beta-Untereinheiten sind Hormon-spezifisch
und fir die jeweilige Rezeptorbindung verantwortlich. Ausgeschuttet werden FSH und LH von
der Adenohypophyse. Deren Ausschiittung wiederum wird tUber das Gonadotropin-Releasing-
Hormon (= Gonadoliberin), ein Dekapeptid, reguliert, welches vom Hypothalamus gebildet und
pulsatil alle ca. 60 — 120 Minuten in den hypophyséren Portalkreislauf ausgeschdttet 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 Ostron und Ostradiol
umgewandelt. Die Expression und Aktivitat 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 tber die
Jahre der Geschlechtsreife verbraucht. Aus diesem ruhenden Vorrat entstehen nach und nach,
zunadchst Zyklus-unabhangig, Tertiarfollikel. Monatlich wird eine Follikelkohorte aus
Tertiarfollikeln rekrutiert, aus der in der Mitte des durchschnittlich 28-tdgigen 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
Ostradiol dominieren diese erste Zyklusphase. FSH bewirkt genau jene bereits erwahnte
Rekrutierung einer Follikelkohorte und foérdert die weitere Reifung dieser Follikel. Unter FSH-
Einfluss produzieren die Granulosazellen der heranreifenden Follikel viel Ostrogen und Inhibin,
wodurch es wiederum Uber einen negativen Feedbackmechanismus zu einer Hemmung der
FSH-Ausschuttung aus der Adenohypophyse kommt. Nur der Follikel, der Uiber eine besonders
hohe FSH-Sensitivitat und —Rezeptordichte verflgt, kann trotz niedriger FSH-Spiegel
weiterreifen und verstarkt Ostrogen produzieren. Er entwickelt sich zum dominanten Graaf-
Follikel. Die ubrigen Follikel atresieren. Der stark erhohte Ostrogenspiegel fihrt um den
14. Zyklustag Uber einen positiven Feedbackmechanismus zu einem LH-Peak, der ca. 24
Stunden spater die Ovulation ausldst. Die Oozyte samt Corona radiata verlasst 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 Iluteum (Gelbkdrper), der fir die
Progesteronproduktion in dieser Phase verantwortlich ist. Uber die negative Riickkopplung
hemmen hohe Progesteronspiegel die LH-Ausschittung. 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 (B-hCG), das ebenfalls an den LH-R der
Granulosazellen binden kann, aufrechterhalten wird. Der Progesteronabfall fihrt zur
Hormonentzugsblutung, der Menstruationsblutung. Durch die niedrigen Sexualhormonspiegel
entfallt die Sexualhormon-abhangige 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 gehdoren, wie auch der TSH-R und HCG-R, zur grofRen Gruppe
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Diese zeichnen sich durch sieben, die
Plasmamembran durchspannende Transmembranhelices aus. Das N-terminale Ende befindet
sich extrazellular und das C-terminale Ende intrazellular. GPCR sind intrazellular mit
heterotrimeren G-Proteinen gekoppelt. Diese G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten:
einer a-, B- und einer y-Untereinheit. Sobald ein Ligand an seinen entsprechenden Rezeptor
gebunden hat, kommt es zu einer Konformationsénderung des Rezeptors (f). Nun kann die
intrazellulare Doméane des Rezeptors mit dem G-Protein interagieren und seine Funktion als
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor ausiben (1). Daraufhin wird in der a-Untereinheit
Guanosindiphosphat (GDP) gegen Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht. In der aktivierten,
GTP-gebundenen Form dissoziiert die a-Untereinheit von der 3,y-Untereinheit ab und kann nun
ihrerseits  Signaltransduktionskaskaden Uber Effektorproteine bzw. Second Messenger
auslésen. Die a-Untereinheit verfugt Uber eine intrinsische GTPase-Aktivitat, die aktiv wird,
sobald kein Ligand mehr an den Rezeptor bindet. Das GTP der a-Untereinheit wird zu GDP, a-
und B,y-Untereinheit reassoziieren, und damit fallt das heterotrimere G-Protein in seine inaktive
Form zurtck (f).

Es gibt mehrere verschiedene a-Untereinheiten der G-Proteine, die die nachfolgende Signal-
transduktionskaskade und damit die Funktion des jeweiligen GPCR mafgeblich beeinflussen:
am haufigsten vertreten sind die Gas-, Gaj,- und Gagi-Untereinheiten. Die Untereinheit as
aktiviert die Adenylatzyklase (AC), was zur Bildung des Second Messengers zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) fuhrt, der die Proteinkinase A (PKA) stimuliert. Eine
ay,-Untereinheit hingegen hemmt die Adenylatzyklase und fuhrt zur Aktivierung von
Kaliumkanalen. Die Phospholipase CB (PLCB) wird tber die aq::-Untereinheit aktiviert und
spaltet das in der Plasmamembran vorkommende Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP,) in
Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP; fuhrt dann Uber Bindung an seinen
Rezeptor in der Membran des endoplasmatischen Retikulums zur Steigerung des
intrazellularen Calciumspiegels und DAG Uuberfihrt die Proteinkinase C (PKC) in ihre aktive
Form.

GnRH-R interagiert vor allem mit der Gagai-Untereinheit, kann aber auch Gas- und seltener
Gay, gekoppelt sein (1-3). Die Frequenz der GnRH-Ausschittung hat Einfluss auf die
Genexpression der a- und B-Untereinheiten der Gonadotropine und deren Sekretion. Eine
langsame GnRH-Ausschittungsfrequenz (ca. alle 120 Minuten) foérdert vor allem die FSH-
Bildung und -Sekretion. Hingegen stimuliert eine hohere GnRH-Ausschuttungsfrequenz (ca. alle
10 bis 30 Minuten) vermehrt die LH-Expression und —Ausschittung (1). Bei hoher GnRH-
Ausschittungsfrequenz kommt es vornamlich zur Aktivierung von Gags, 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 R-Untereinheit von LH fordert (3). Eine langsame
GnRH-Ausschttungsfrequenz fihrt neben dem Gag1;:-PKC-MAPK-Signalweg vorzugsweise zur
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Aktivierung von Gas, wodurch die PKA und schlief3lich der Transkriptionsfaktor cCAMP response
element-binding protein (CREB) aktiviert wird. Phosphoryliertes CREB bindet an die
entsprechende Promotorregion fir die FSH-B-Untereinheit und rekrutiert das CREB-binding
protein (CBP), wodurch die Transkription der FSH-B-Untereinheit stimuliert wird (3).

Die Rezeptoren fur FSH und LH sind vor allem Gas-Protein-gekoppelte Rezeptoren (4, 5).
Bindet LH an seinen LH-R, aktiviert die Gas-Untereinheit die AC. Der intrazellulare cAMP-
Spiegel steigt an und die PKA wird aktiviert. Durch die Phosphorylierung und damit Aktivierung
von CREB wird die Transkription von Genen gefdrdert, die fur die Androgensynthese von
Bedeutung sind. Dazu gehodren unter anderem das Transportprotein StAR und das Enzym
20,22-Desmolase. Uber StAR gelangt Cholesterin von der &uReren 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 Gagi; oder Gai,
interagieren (4). Daruberhinaus kénnen Theca-Zellen auch Insulin- und Lipoprotein-Rezeptoren
exprimieren, die synergistisch zu LH tber gebundenes Insulin bzw. Lipoproteine (vor allem LDL
und HDL) die Androgenproduktion férdern (4).

Durch die Bindung von FSH an FSH-R wird auf gleichem Wege Uber die Gas-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 Ostron bzw. Ostradiol umwandelt (4, 6).

1.2. Das Polyzystische Ovarialsyndrom

1.2.1. Ein Uberblick Gber das Krankheitsbild

1935 wurde von Stein und Leventhal ein Syndrom bei Frauen beschrieben, welches vorrangig
von unregelmafligen  Menstruationen,  Virilisierungserscheinungen  und  Infertilitat
gekennzeichnet war. Sie nannten es Stein-Leventhal-Syndrom. Heute tragt dieses Syndrom die
Bezeichnung Polyzystisches Ovarialsyndrom (PCOS) und ist eines der haufigsten Griinde fir
unerflillten Kinderwunsch bei Frauen im gebéarfahigen Alter. Ca. 5 — 15 % der Frauen weltweit
sind betroffen und die Pravalenz ist weiterhin steigend (7, 8). Die Symptome sind von Frau zu
Frau sehr heterogen. Haufig manifestiert sich die Erkrankung im zweiten oder dritten
Lebensjahrzehnt mit priméarer oder sekundarer Amenorrhd, Oligomenorrhd oder Infertilitat bzw.
unerfilitem Kinderwunsch aufgrund von Oligo- bis hin zu Anovulation. Aufgrund der erhdhten
Androgene kommt es zu Virilisierungserscheinungen wie Hirsutismus, einer tieferen Stimme,
androgenetischer Alopezie oder auch Akne vulgaris. Bis zu 75 % der Frauen mit PCOS sind
Ubergewichtig oder adipds, Uber 70 % weisen serologisch eine Dyslipidamie auf, ca. 50 %
erflllen die Kriterien eines metabolischen Syndroms (8, 9) und Uber 50 % leiden unter einer
Insulinresistenz mit konsekutiver Hyperinsulinamie (7, 10), was sich in einer gestoérten
Glucosetoleranz zeigt und somit das Risiko fUr die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ |l
stark erhoht. Diese Risikofaktoren fiihren zu weiteren Komorbiditaten, wie zum Beispiel
arterieller Hypertonie, koronarer Herzkrankheit, Myokardinfarkten und Schlaganfallen, 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 |, aber auch systemischem Lupus erythematodes
und rheumatoider Arthritis (9, 12). Betroffene Frauen haben ein ca. 1,5- bis 2,5-fach erhdhtes
Risiko fur Asthma bronchiale (9) und ein erhohtes Risiko fur Schwangerschaftskomplikationen
wie Abort, Frithgeburtlichkeit und Gestationsdiabetes (13). Aufgrund der erhdhten Ostrogen-
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und erniedrigten Progesteronspiegel liegt ein erhdhtes Risiko fir Endometriumkarzinome vor (9,
12). Bezlglich eines erhdhten Risikos fiur Mamma- und Ovarialkarzinome herrscht noch
Unklarheit (9, 12).
Zur diagnostischen Sicherung eines PCOS gehoéren eine Blutenthahme und eine Sonografie
der Ovarien. Die Androgene im Blut sind charakteristischerweise erhoht, insbesondere
Testosteron und Androstendion, die das serologische Korrelat der Virilisierung darstellen. Die
erhohten Androgene fihren durch vermehrte Umwandlung mittels Aromatase zu ebenfalls
erhohten Ostrogenwerten, 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 erhdhtem LH-/ FSH-Quotienten. Diese
Konstellation liegt darin begriindet, dass die erhohten Testosteron- und Ostrogenspiegel die
GnRH-, FSH- und LH-Ausschittung hemmen. Die Suppression der LH-Ausschittung ist
allerdings durch die verminderten Progesteronspiegel weniger ausgepragt als die FSH-
Suppression (7, 12). Hinzu kommt eine oftmals vorliegende Hyperinsulinamie, welche die
Frequenz und Amplitude der LH-Sekretion der Adenohypophyse stimuliert. Die LH-Dominanz
wiederum fordert den Hyperandrogenismus Uber eine stimulierte Testosteron-Synthese in den
Theca-interna-Zellen. Zusatzlich verstarkt die Hyperinsulinamie den Hyperandrogenismus durch
die LH-synergistische Wirkung des Insulins an den Theca-interna-Zellen (15). Dartber hinaus
bewirkt eine Hyperinsulindmie 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 subkapsularen Zysten mit einem Durchmesser
von 2 bis 9 mm und/ oder einer Volumenzunahme des Ovars von tber 10 ml (7, 14).
Seit 2003 wird die Diagnose des PCOS anhand der Rotterdam-Kriterien gestellt. Mindestens
zwei der folgenden drei Kriterien mussen erfillt sein (h):

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

2. Hyperandrogenismus (klinisch oder laborchemisch gesichert)

3. polyzystische Ovarien (PCO)
Zudem maussen vor Diagnosestellung andere Ursachen fir irregulare Menstruationen und/ oder
Androgenerhdhungen, 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 aufgefiihrt sind
(7, 16, g).

Tabelle 1. Die vier PCOS-Typen

PCOS-Typ chronische | Hyperandrogenismus | PCO
Anovulation

1 »full-blown (teils auch ,classic”) PCOS* v v v

2 ,classic PCOS* v v X

3 »ovulatory PCOS* X v v

4 »-hormoandrogenic PCOS* v X v

Legende: V... 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 Hyperinsulindmie, metabolischem
Syndrom und dessen Folgen assoziiert. Dem gegeniber steht der vierte, normoandrogene Typ,
der prognostisch glnstiger ist und bei dem sich beispielsweise ein gutes Therapieansprechen
auf eine Metformin-Therapie bei Kinderwunsch zeigte (g).

Bezuglich der Therapie bestehen verschiedene Mdéglichkeiten, 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 Korpergewichtes hat einen
positiven Einfluss auf die Zyklusregelmaligkeit, die Fertilitdt, die Hyperinsulindmie 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 Uber sechs Monaten bessern sich die Insulin- und Androgenspiegel,
was sich glnstig auf die Zyklusregelmafigkeit und damit Fertilitdt auswirkt, weiter hat Metformin
einen positiven Einfluss auf die Dyslipidamie und senkt den Blutdruck (7). Winscht die
betroffene Frau derzeitig keine Schwangerschaft und mochte vor allem den
Virilisierungserscheinungen entgegenwirken, sind orale Kontrazeptiva Mittel der Wahl, die
zumeist das antiandrogenetisch wirkende Progesteronderivat Cyproteronacetat enthalten. Die
Kontrazeptiva stellen die RegelmaRigkeit des Zyklus wieder her, reduzieren den
Hyperandrogenismus und das Risiko einer Endometriumshyperplasie (7).

Um die psychisch belastenden Virilisierungserscheinungen weiter zu minimieren, kénnen gegen
eine stark ausgepragte Akne Isotretinoin und gegen die androgenetische Alopezie
Cyproteronacetat oder der 5a-Reduktase-Hemmer Finasterid verschrieben werden. Besteht
hingegen ein Kinderwunsch, der allein durch Lifestyle-Modifikation wie Gewichtsabnahme,
Bewegung und gesunde Erndhrung oder in Kombination mit einer Metformin-Therapie nicht
erfullt werden kann, stellt Clomifen die Erstlinientherapie dar (7). Hierbei handelt es sich um
einen Ostrogen-Rezeptor-Modulator, der durch Bindung an die Ostrogen-Rezeptoren der
Hypophyse die negative Feedbackschleife unterbricht, wodurch mehr FSH und LH freigesetzt
werden, die zur Follikelreifung und letztlich zum Eisprung fuhren (7). Immer mehr wird auch
Letrozol, ein Aromatasehemmer, eingesetzt. Die Hemmung der Aromatase fuhrt zu einer
Erniedrigung der Ostrogenspiegel, 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. Dartber
hinaus gibt es einige invasive Techniken, die eine Ovulation begtlinstigen kénnen, 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-Praparaten zeigte bereits positive Effekte, insbesondere bezlglich der Senkung der
Insulinresistenz, der Gewichtsreduktion und der Senkung des kardiovaskularen Risikos (7, 17).
Die verschiedenen Therapieoptionen und das ,Austesten” der jeweils besten Therapievariante
fur die entsprechende Patientin unterstreichen sowohl die Heterogenitat des Krankheitsbildes
PCOS als auch die Ungewissheit tiber die definitive Atiopathogenese. Pathognomonische
serologische Marker, die bis dato fehlen, wirden die Zeit bis zur Diagnosestellung verkirzen,
den Leidensdruck der betroffenen Patientinnen senken und die Lebensqualitat deutlich steigern.

1.2.2. Aktueller Forschungsstand der Atiopathogenese

Die genaue Atiologie und Pathogenese des PCOS sind bis dato nicht abschlieRend geklart, und
es besteht weiterhin groRer Forschungsbedarf. Derzeit wird von einer multifaktoriellen Genese
ausgegangen. Ein Konstrukt, an dessen Ende das Krankheitshild PCOS steht, das sich aus
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mehreren Puzzleteilen wie genetischer Prédisposition, fetaler Programmierung, Sport- und
Ernahrungsgewohnheiten, Inflammation und Autoimmunitat zusammensetzt.

Laut Zwillingsstudien wird die Heritabilitét des PCOS auf uber 70 % geschatzt (18). In
genomweiten  Assoziationsstudien  chinesischer  Frauen  wurden  Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNP) gefunden, die gehauft 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 fur den LH- bzw. HCG-Rezeptor
kodiert, sind assoziiert mit erhohten LH-Spiegeln, vergrof3erten Ovarien, Oligomenorrho,
Hormonresistenz gegeniber LH bzw. HCG und Infertilitat (11). SNP im DENND21A-Gen fiihren
zu Hypothalamus-, Hypophysen-, Ovarien- sowie Nebennierendysfunktionen und sind assoziiert
mit Ubergewicht und Diabetes mellitus Typ Il. Bei vorliegenden SNP im THADA-Gen wurden ein
gestorter Glucosemetabolismus, Dyslipidamien, polyzystische Ovarien, LH-Ubersekretion und
ein Hyperandrogenismus beschrieben (11). Ebenfalls wurde ein FTO-Gen-Polymorphismus
(Variante rs9939609) detektiert, der ein erhdhtes Risiko fiir die Entstehung des PCOS mit sich
bringt (18, 20, 21). Polymorphismen des FTO-Gens sind bereits bekannt und mit Adipositas und
Diabetes mellitus Typ Il assoziiert. Des Weiteren wurde in einer konsanguinen Familie mit drei,
von PCOS betroffenen Tdchtern eine Missense-Mutation (Variante rs104893836) im ersten
kodierenden Exon des GnRH-R mittels Exom-Sequenzierung entdeckt, die bei allen drei
betroffenen Tdéchtern homozygot vorlag (19).

Auch die fetale Programmierung soll eine Rolle in der Entwicklung des PCOS spielen (11).
Hohe Glukokortikoid- und/ oder Androgenspiegel wahrend der Schwangerschaft sollen
epigenetische Einfliisse auf die DNA und damit auf die Expression bestimmter Gene haben und
den spateren Phénotyp des PCOS-Krankheitsbildes beeinflussen. Erhohte fetale
Glukokortikoid-Spiegel, die stressbedingt z.B. aufgrund einer Plazentainsuffizienz entstehen,
sind assoziiert mit intrauteriner Wachstumsretardierung (IUGR) und Small for Gestational Age-
(SGA-) Neugeborenen. Fir diese Neugeborenen mit kompensatorischem Wachstum in den
ersten beiden Lebensjahren wurde ein erhéhtes Risiko fir PCOS, aber auch fir kardiovaskulare
Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 1l, Ubergewicht und Dyslipidamien beschrieben. Ein
andauernder maternaler Androgeniiberschuss, der beispielsweise durch Ubergewicht, Diabetes
mellitus Typ I, Insulinresistenz, starke Gewichtszunahme wahrend der Schwangerschaft oder
durch PCOS selbst ausgeltst wurde, fuhrt hingegen zu Large for Gestational Age- (LGA-)
Neugeborenen und mindet ebenfalls in einem erhdhten Risiko fur 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 Uber die gesamte Schwangerschaft stattfand, zu PCOS-typischen
Einschrankungen der Reproduktivitat fihrte, wohingegen ein Androgeniiberschuss, begrenzt
auf die erste Halfte der Schwangerschatft, vor allem zu einem gestdrten Glucosemetabolismus
und viszeraler Adipositas fuhrte (11).

Aber nicht nur die intrauterine Entwicklung, sondern auch postnatale Umweltfaktoren scheinen
eine pathogenetische Rolle zu spielen. Ungesunde Ernahrung, Uberernéhrung und wenig Sport
minden in steigenden Pravalenzen fur Ubergewicht, Adipositas und Diabetes mellitus Typ II.
Weil PCOS auffallend haufig mit Ubergewicht einhergeht, stellt sich die Frage: ,Ist das
Ubergewicht die Ursache fiir die Entwicklung eines PCOS oder entsteht das Ubergewicht
aufgrund eines PCOS?“ Ubergewicht fordert tiber erhohte Leptinspiegel, die wiederum die
GnRH- und LH-Sekretion stimulieren, die Entwicklung eines Hyperandrogenismus und damit
UnregelmaRigkeiten im Menstruationszyklus (11). Dass Ubergewicht einen Einfluss auf die
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Fertilitdt hat, wird unterstiitzt durch die Tatsache, dass eine Gewichtsreduktion zur Senkung der
Androgen- und Insulinspiegel fuhrt und auf diesem Wege die ZyklusregelmaRigkeit verbessert,
weshalb, wie bereits erwahnt, die Gewichtsreduktion einen wichtigen Pfeiler der Therapie
darstellt (8, 11). Gegen ,Ubergewicht als urséchlichen Faktor fir das PCOS* sprechen die
Tatsachen, dass die meisten Ubergewichtigen Frauen eine normale Fertilitat aufweisen und
dass auch schlanke Frauen von einem PCOS betroffen sein kénnen (8). Zudem ist die
Pravalenz Ubergewichtiger Frauen in den letzten Jahren verhaltnismafig mehr angestiegen als
die Pravalenz von an PCOS erkrankten Frauen.

Die bereits mehrfach erwahnte Insulinresistenz bei tUber 50 % der PCOS-Frauen rickt immer
mehr in den Fokus (10). Auch bei vielen schlanken PCOS-Patientinnen lasst sich diese
nachweisen (8, 22). Folge der Insulinresistenz ist eine kompensatorische Hyperinsulinamie,
welche zu den Effekten fiihrt, die in Abbildung 1 schematisch dargestellt sind. Auf diese Weise
tragt die Hyperinsulinamie zum Hyperandrogenismus bei und provoziert das phanotypische
Erscheinungsbild des PCOS und dessen ZyklusunregelméaRigkeiten (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
Insulinsensitivitat gesteigert, Insulin- und Androgenspiegel gesenkt und somit die Fertilitat
verbessert werden.

LH-Sekretionsfrequenz 1 und —Amplitude 1 aus der Adenohypophyse

1 synergistische Wirkung mit LH an den Theca-interna-Zellen

-7 uber Insulinrezeptoren > Androgensynthese 1
Hyperinsulinamie ———> Hemmung ovariellier Follikelreifung

\ hepatische SHBG-Synthese | 2 Menge an wirksamen
W Sexualhormonen T

Aktivierung der adrenalen und ovariellen 17a-Hydroxylase, einem
Schisselenzym der Steroidhormonsynthese = Androgenspiegel 1

Abbildung 1. Auswirkungen der Hyperinsulinamie (eigene Darstellung). Insulin stimuliert die LH-
Sekretion aus der Adenohypophyse und férdert sowohl die Androgenproduktion in den Ovarien Uber
Insulinrezeptoren der Theca-interna-Zellen als auch die Androgenproduktion in den Nebennierenrinden
Uber Aktivierung der 17a-Hydroxylase. Dariiber 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, 1...nimmt zu,
l...nimmt ab

Daruberhinaus wird auch die Relevanz inflammatorischer Prozesse fur die Pathogenese des
PCOS diskutiert. Die hohen Ostrogenspiegel wirken proinflammatorisch tber eine gesteigerte
Bildung und Sekretion von Zytokinen wie IL-4, IL-1, IL-6, TNF-a und INF-y (12, 14, 23). Diese
proinflammatorischen Effekte des Ostrogens werden normalerweise durch Progesteron
gehemmt, und zwar durch Hemmung der Lymphozytenproliferation, Reduktion des oxidativen
Bursts von Monozyten, verminderter Sekretion von IL-6 und Forderung der Sekretion des
inhibitorischen Zytokins IL-10 (14, 23). Aufgrund der fehlenden bzw. unregelmé&Rigen
Ovulationen bei PCOS-Patientinnen sind die Progesteron-Spiegel jedoch eher niedrig, wodurch
die hemmende Wirkung des Progesterons in der zweiten Zyklushélfte die proinflammatorische
Wirkung des Ostrogens der ersten Zyklushalfte nicht ausgleichen kann und es zur
Uberstimulation des Immunsystems kommt, was wiederum die Bildung von Autoantikérpern
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(aAk) begunstigt. Dies stellt die Biicke zur Autoimmunitat und deren pathogenetischer Relevanz
beim PCOS dar. Die Préavalenz verschiedenster aAk in Seren von PCOS-Patientinnen ist
deutlich erh6ht und wurde bereits mehrfach beschrieben. Um nur einige Beispiele zu nennen:
Doppelstrang-DNA-Antikorper, Thyreoglobulin-Antikorper (Tg-Ak), Thyreoperoxidase-Antikorper
(TPO-AK), ovarielle Antikorper, Glatte-Muskulatur-Antikérper, Histonantikérper, Inselzell-
antikorper, etc. (12, 14, 24). Dennoch haben die genannten aAk keinen diagnostischen Nutzen
fur das Krankheitsbild PCOS.

An dieser Stelle soll das gehaufte Vorkommen insbesondere einer Hashimoto-Thyreoiditis unter
PCOS-Patientinnen nochmals hervorgehoben werden. Diese leiden schétzungsweise drei Mal
haufiger unter einer Hashimoto-Thyreoiditis und ihre Titer fir TPO-Ak und Tg-Ak sind héher als
bei Hashimoto-Patientinnen ohne PCOS (12, 24). Auch zeigte sich, dass TPO-Ak-positive
PCOS-Patientinnen hohere Ostrogenspiegel aufwiesen, als TPO-Ak-negative PCOS-
Patientinnen (14). Daruberhinaus sind erhohte 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 erwdhnt werden, der das Krankheitsbild zu beeinflussen scheint. Wird mittels Vitamin-
D-Supplementation der Mangel ausgeglichen, hat das einen positiven Einfluss auf die
ZyklusregelmaRigkeit, die Fertilitit, den Hyperandrogenismus, das Ubergewicht sowie die
Insulinresistenz  (25). Der Vitamin-D-Mangel unterstiitzt den autoimmunen Pfeiler der
Pathogenese des PCOS: so sind Menschen, die nahe dem Aquator leben, signifikant seltener
von  Autoimmunerkrankungen, Ubergewicht, Insulinresistenz und kardiovaskularen
Erkrankungen betroffen im Vergleich zu Aquator-fernen Populationen (24, 26). Besonders
niedrige Vitamin-D-Level zeigten sich bei Frauen, die neben einem PCOS eine zusatzliche
Autoimmunerkrankung aufwiesen.

1.3. Fragestellung/ Hypothese

Die Atiopathogenese 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 erhéhten aAk-Titern gegen die verschiedensten
Autoantigene bei PCOS-Patientinnen. Die serologische PCOS-charakteristische Konstellation
deutet auf eine Dysregulation der gonadotropen Achse hin. Kirzlich wurden aAk gegen die
zweite extrazellulare 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 Mdglichkeit einer autoimmunen Genese, wurde von unserer Arbeitsgruppe die
Hypothese aufgestellt, dass es natirliche aAk gegen den GnRH-R gibt, die zu einer
Dysregulation der gonadotropen Achse fuhren und von diagnostischer Relevanz fir das PCOS
sind (29). Durch einen solchen pathognomonischen Marker kdnnte die Diagnostik in Zukunft
deutlich vereinfacht und die Latenz bis zur endgultigen Diagnosestellung entsprechend verkurzt
werden. Auch ware es dann maoglich, eine spezifische, zielgerichtete Therapie zu entwickeln.
Damit wirde die Lebensqualitat betroffener Frauen deutlich gebessert werden.

2. MATERIALIEN UND METHODIK

2.1. Serumproben
Fur diese Arbeit lagen insgesamt 1051 geeignete Serumproben vor. Darunter befanden sich
400 Serumproben von gesunden Kontrollprobanden (50 % weiblich, 50 % mannlich, 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 grofte
Kohorte bestand aus weiblichen Patientinnen aus Graz, Osterreich (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 Aufklarung 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 Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt, die
Einwilligungserklarungen der Patientinnen oder deren Eltern wurden nach ausfihrlicher
Aufklarung eingeholt und die Proben wurden verblindet in einem Labor abseits der Kliniken
analysiert. Die Analysen wurden von den jeweiligen Ethikkommissionen der Universitaten in
Graz (Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz, LKH-Universitatsklinikum,
Osterreich; EC18-066 ex 06-07), Datteln/Witten/Herdecke (Ethikkommission der Universitat
Witten/ Herdecke e.V., Witten, Deutschland; EV No. 15/2006) und Budapest (universitare
Ethikkommission, Semmelweis Universitdt, 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, Osterreich 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/m?] 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 Ethnizitat. Tabelle aus Sattler et al., 2021 (29),
vorgenommene Veranderung: Ubersetzung aus dem Englischen ins Deutsche

Zusatzlich wurden routinemafig 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
Flussigkeitschromatographie/ 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 fir 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 fir die Klonierung verwendet. Die fir die
Polymerasekettenreaktion (PCR) bendtigten 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 zunachst die DNA-Sequenz der Firely Luciferase (Luc) mittels PCR amplifiziert, woftr 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 anschlieBenden 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. Anschlieend 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 GhRH-R-cDNA-Sequenz N-terminal
an die Luciferase gekoppelt, und es entstand das Expressionsplasmid pIRESneo-GnRH-R-Luc,
das fur das GnRH-R-Luc Fusionsprotein kodierte. Somit konnte das Luciferase-Enzym spater
als Reporterprotein verwendet werden.

Es folgte nun die Transformation von gekuhlten kompetenten, d.h. mit Calciumchlorid
vorbehandelten, DH5a E. coli Bakterien mit pIRESneo-GnRH-R-Luc. Nach einer einstiindigen
Inkubation von pIRESneo-GnRH-R-Luc mit den E. coli Bakterien auf Eis erfolgte ein
einmindtiger ,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
unterstitzte. 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
Uberlebten und sich vermehrten (Inkubation bei 37°C Uber Nacht). Am darauffolgenden Tag
wurden mehrere Klonkolonien in mit LB-Ampicillin-Medium befiilite Eppendorf-Tubes tberfihrt
und erneut bei 37°C unter leichter Schuttelung tber Nacht gelagert. Eine Klonkolonie wurde
ausgewahlt, um damit eine DNA-Isolierung durchzuftihren. Die tbrigen Tubes wurden bei -4°C
aufbewahrt. Im Anschluss an die Isolierung wurde der DNA-Gehalt am NanoDrop-Messgerat
ermittelt (Angabe in ng/pul).

Die Uberprifung des korrekten Leserahmens des GnRH-R-Luc Fusionsgens erfolgte uber
DNA-Sequenzierung (LGC Genomics GmbH, Berlin, Deutschland). Nach der Bestatigung, dass
die eingeschickte DNA den korrekten Leserahmen enthielt und somit fir das GnRH-R-Luc
Fusionsprotein kodierte, konnte der nachste Schritt, die Expression in Sdugerzellen, eingeleitet
werden.

2.2.2. Rekombinante Expression in Saugerzellen

Fur die rekombinante Expression des GnRH-R-Luc Fusionsproteins wurden HEK-293-Zellen
gewahlt. Die Kaultivierung 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 FUGENEG6 (Promega, Katalognr. #£2691). 48 Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen in einer 6-Well-Zellkulturplatte ausgeséat. Die Selektion
stabil transfizierter Zellen erfolgte Gber G418 (0,8 mg/ml, Sigma-Aldrich, Katalognr. #A1720),
denn der pIRESneo-Vektor kodiert neben der Ampicillin- auch fur eine Neomycin-Resistenz. Es
bildeten sich Kolonien stabiler Zellklone. Diese wurden gepickt, in separate Wells tGiberfuhrt und
dadurch als Einzelklone weitergefuhrt. 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-Aktivitat der verschiedenen
Zellklone zu vergleichen, wurden Aliquots der Zellen lysiert und deren Luciferase-Aktivitat
gemessen. Der Zellklon, der die hochste Luciferase-Aktivitat zeigte, die abh&ngig von der Stelle
der Integration des Vektors in das Genom der HEK-293-Zelle war, wurde in DMEM**-G418-
Medium angezichtet, bis sich ein konfluierendes Wachstum in 100 mm-Zellkulturschalen
zeigte.

Die beschriebenen Schritte der Klonierung und Transfektion wurden von Dr. Waldemar Minich
vorgenommen. Das Anzichten 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 durchgefuhrt.

2.3. Herstellung des Fusionsprotein-enthaltenden Zellextraktes

Dieser Schritt fuhrte zur Gewinnung des GnRH-R-Luc Fusionsproteins, das von den
HEK-293-Zellen exprimiert wurde. Zuerst wurde das N&hrmedium aus den
100 mm-Zellkulturschalen fast vollstandig abgesogen. Mit Hilfe eines Spatels wurden die Zellen
vorsichtig vom Boden gel6st, abpipettiert, in ein Glasrohrchen tberfihrt, fir 10 Minuten bei 4°C
und 3500 rpm (2000 g) zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau, Deutschland) und auf
Eis gestellt. Der Uberstand wurde abgesogen und das Zellpellet in einem Puffer (50 mM Tris
HCI (pH 7,4), 100 mM NaCl, 10 % Glycerol) resuspendiert. AnschlieRend wurde 20%iges
Triton X-100 hinzugegeben, was zur Lyse der Zellen fihrte, und es folgte eine funfmindtige
Inkubation auf Eis. Danach wurde nochmals zentrifugiert (10 Minuten, 4°C,
3500 rpm, 2000g), der Uberstand auf Eppendorf-Tubes aufgeteilt und die Tubes bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert. Zusatzlich erfolgte ein Luciferase-Aktivitatstest, indem 100 pl
Luciferase-Substratpuffer (D-Luciferin, ATP, GTP) mit 5 pl des gewonnenen Uberstandes
versetzt wurden und eine Kontrollmessung im Ketten-Luminometer erfolgte. Werte
von > 100.000 relative light units (RLU) erfillten das Kriterium fir eine ausreichend gute
Luciferase-Aktivitat.

2.4. Durchfiihrung des Immunopréazipitationsassays

Der Immunoprazipitationsassay selbst erstreckte sich Giber zwei aufeinanderfolgende Tage. Das
gewonnene GnRH-R-Luc Fusionsprotein-haltige Zellextrakt wurde zunachst 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 verdinnt. In jedes Well einer vorgekiihlten
96-Well-Platte wurden 40 pl dieses GnRH-R-Luc-Fusionsprotein-Zellextrakt-Puffer-Gemisches
pipettiert. Im Anschluss wurden 10 pl vorverdiinntes Serum (Verdiinnung 1:1, d.h. 100 pl Serum
mit 100 ul Vorverdiinnungspuffer bestehend aus 50 % Glycerol, 100 mM NaCl und 50 mM Tris
HCI (pH 7,4)) hinzugefligt, die Platten abgedeckt und Uber Nacht im Kihlschrank bei 4°C
gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden je Well 40 pl Protein A-Sepharose Suspension
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Katalognr. #GE17096303) hinzugegeben und fir eine
Stunde bei RT inkubiert. Protein A konnte an die Fc-Region von Immunglobulinen binden und
fuhrte damit zur Aggregation der potentiell gebildeten GnRH-R-Luc-aAk-Komplexe.
AnschlieBend folgten abwechselnd das Waschen und Zentrifugieren, was unter gekuhliten
Bedingungen erfolgte: 200 ul des Waschpuffers (50 mM Tris HCI (pH 7,4), 100 mM NacCl, 10 %
Glycerol, 0,5 % Triton X-100) wurden in jedes Well der 96-Well-Platte pipettiert, kurz
geschiittelt, zentrifugiert (2 Minuten, 2000 rpm, 4°C) und der Uberstand abgesogen. Dieser
Vorgang wurde insgesamt sechs Mal durchgefiihrt. Nach dem sechsten Mal Absaugen wurden
100 pl eines gekiihlten Uberfuihrungspuffers (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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gekihltes 5 ml-Glasrohrchen dberfihrt. Die Glasréhrchen wurden in das Kettenluminometer
(Berthold, Bad Wildbad, Deutschland) gestellt. Mit Hilfe dessen erfolgte die Messung:
automatisiert wurden in jedes Rohrchen 200 pl 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. #.9504)) injiziert und das entstandene Lichtsignal
fur funf Sekunden gemessen. Die Messergebnisse wurden in relative light units (RLU)
angezeigt.

2.5. Bestatigungsmessungen

2.5.1. GnRH-R-Ak-Verdinnungsreihe

Zur Standardisierung und Kontrolle des Immunoprazipitationsassays wurde dieser zusatzlich
mit einem kommerziellen aus Kaninchen gewonnenen Antiserum durchgefihrt, welches
polyklonale gegen den humanen GnRH-R gerichtete Ak (kanGnRH-R-Ak, Thermo Fisher
Scientific, Schwerte, Deutschland, Katalognr. #PA5-33597, IgG, ¢ = 1 mg/ml) enthielt. Die
ersten 16 Wells einer vorgekihlten 96-Well-Platte wurden mit BSA-Puffer beflillt: in das erste
Well der Verdunnungsreihe wurden 15 pl BSA pipettiert und in die folgenden 15 Wells jeweils
nur 10 pl BSA. Nun wurden in das erste Well 5 ul des kanGnRH-R-Ak gegeben und gut
vermischt. 10 pl aus diesem ersten Well wurden abgenommen, in das zweite Ubertragen und
wieder gut vermischt. Auf diese Weise wurde fortgefahren bis zum 14. Well. Die tbrigen 10 pl
aus dem 14. Well wurden verworfen. Zur Leermessung befanden sich in Well 15 und 16
lediglich 10 pl BSA. In alle Wells wurden dann je 40 pl des 10-fach verdunnten GnRH-R-Luc-
Fusionsprotein-haltigen Zellextraktes hinzugefiigt. Der weitere Ablauf des Immuno-
préazipitationsassays glich dem oben beschriebenen Ablauf. Auf diese Weise entstand eine Ak-
Verdunnungsreihe mit folgenden Konzentrationen (in pg/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 auszuschlieBen, wurde der Immunoprazipitationsassay zusatzlich mit
vermischten Seren (,Mix-Seren®) durchgeflihrt. Fir die Mix-Seren wurden jeweils eine GnRH-R-
aAk-positive Serum-Probe und eine GnRH-R-aAk-negative Serum-Probe im Verhéltnis 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 ul GnRH-R-Luc Zellextrakt | 40 ul GnRH-R-Luc Zellextrakt | 40 ul GnRH-R-Luc Zellextrakt
(10fach verdinnt) (10fach verdunnt) (10fach verdinnt)
+ + +
10 pl vorverdiinntes Serum 10 pl vorverdinntes Serum 5 ul der Positivprobe
einer GnRH-R-aAk-negativen | einer GnRH-R-aAk-positiven +
Probe Probe 5 ul 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 durchgefuhrt. 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 Uberprift. Die
Durchfiihrung der statistischen Analysen wurde von Prof. Dr. Schomburg tibernommen.

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 Uber die Selektion mit G418 (0,8 mg/ml) etabliert. Flir den Testaufbau
wurden dann Klone mit hoher GnRH-R-Luc-Expression ausgewahlt (Abb. 2A). Zur
Standardisierung und Uberpriifung der Funktionalitat wurde der Assay zuerst mit dem
kommerziellen polyklonalen kanGnRH-R-Ak durchgefiihrt (Abb. 2B). Abbildung 2B zeigt ein
kanGnRH-R-Ak-konzentrationsabhangiges Messergebnis: Je hoher die Konzentration des
kommerziellen polyklonalen kanGnRH-R-Ak, umso mehr Immunkomplexbildung mit dem
GnRH-R-Luc Fusionsprotein, umso héhere Luciferase-Aktivitat (Luciferase-Signal in relative
light units, RLU) (29). Es zeigte sich keine, das Hintergrund-Signal Ubersteigende, Luciferase-
Aktivitat bei der Testung des kanGnRH-R-Ak mit Zellextrakt nicht-transfizierter HEK-293-Zellen.
Die Sensitivitat und Spezifitdt des kanGnRH-R-Ak konnten somit bestatigt werden.
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Abbildung 2. Aufbau und Uberprifung des GnRH-R-aAk-Assays. A) Vergleich verschiedener HEK-
293-Zellklon-Kulturen beziglich ihrer Luciferase-Aktivitdt: Zehn erfolgreich transfizierte, mittels G418
selektionierte Zellklon-Kulturen, die das GnRH-R-Luc Fusionsprotein exprimierten, wurden lysiert und auf
ihre Luciferase-Aktivitat hin untersucht. Die Hohe der Luciferase-Aktivitat steigt proportional mit der
Menge der Expression des gewunschten Fusionsproteins. B) Durchfuhrung des Immuno-
prézipitationsassays mit einem kommerziellen kanGnRH-R-Ak: Ein aus Kaninchen gewonnenes
Antiserum gegen den humanen GnRH-R (anti-GnRH-R-Ak) wurde k&uflich erworben und in einer
Verdiinnungsreihe mit dem Immunoprézipitationsassay getestet. Es zeigte sich ein proportional zu der
kanGnRH-R-Ak-Konzentration abhangiger Anstieg der Luciferase-Aktivitat. Die Messungen wurden in
Doppelbestimmung durchgefuhrt. Kontroll-Messungen mit BSA-Pufferlésung und ohne anti-GnRH-R-Ak
zeigten typische Lumineszenz-Signale < 100 RLU. Abbildung aus Sattler et al., 2021 (29),
vorgenommene Veranderung: Ubersetzung der Achsen-Beschriftung aus dem Englischen ins Deutsche.
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3.2. Pravalenz von natirlichen GnRH-R-Autoantikérpern

Der Immunopréazipitationsassay wurde mit jeder der 1051 Serumproben, wie unter Punkt 2.4.
beschrieben, durchgefuhrt (Abb. 4). Durch die Inkubation des GnRH-R-Luc Fusionsprotein-
haltigen Zellextraktes mit den Seren bei 4°C Uber 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
anschlielende Waschen und Zentrifugieren vom restlichen Serum isoliert. Weil Protein A-
Sepharose unspezifisch an die Fc-Region samtlicher vorhandener Ak bindet, war die Luciferase
als Reporter nétig. 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-Aktivitat 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.
aAk Vermutete aAk der Serumproben konnten an
den Rezeptor binden. Hinzugefligte Protein
A-Sepharose Suspension sorgte fur die
Bindung des Protein A an die Fc-Region der
aAk und fihrte zur Prazipitation der
Immunkomplexe. Die Luciferase fuhrte zur

i Biolumineszenz nach Zugabe des
- + +
D-Luciferin + ATP + 0, Luciferase-Substrates. Das Lichtsignal wurde

i im Kettenluminometer gemessen. (eigene
GnRH-R lLuciferase 9 (eig

Licht + AMP + CO, 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 fir GnRH-R-aAk-Positivitat eines
Serums wurde das Uberschreiten eines wie folgt kalkulierten Schwellenwertes festgelegt: Alle
erhaltenen Messwerte wurde der Gro3e nach geordnet und aus den unteren 50 % der
Mittelwert errechnet. Dieser Mittelwert plus drei Standardabweichungen (MW + 3 SD) wurde als
Schwellenwert zur Positivitdt 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 grof3er als der Mittelwert
war.
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Abbildung 4. Pravalenz von natirlichen GnRH-R-aAk. A) 1051 Seren wurden mit Hilfe des
Immunopréazipitationsassays durch Messung der Luciferase-Aktivitit auf das Vorhandensein von
natirlichen GnRH-R-aAk untersucht. Der Schwellenwert zur GnRH-R-aAk-Positivitat wurde definiert als
der Mittelwert (MW), der aus den unteren 50 % aller Messwerte gebildet wurde, plus drei
Standardabweichungen (MW + 3 SD). Der Binding Index (Bl) entsprach dem Faktor, um den der jeweilige
Messwert grol3er 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
Pravalenz natirlicher GnRH-R-aAk unter den Kontrollen und PCOS-Patientinnen nahezu identisch.
Abbildung aus Sattler et al., 2021 (29), vorgenommene Veranderung: Ubersetzung 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 Pravalenz von 1,4 % entsprechend (Abb. 4A). Anhand
der Abbildung 4A ist gut erkennbar, dass 12 der 15 aAk-positiven Proben unmittelbar ber dem
Schwellenwert lagen (Bl = 2,4) und lediglich drei der 15 Serumproben ein stark aAk-positives
Signal mit Bl von 5,46, 5,65 und 6,36 zeigten (29). Alle Messwerte waren reproduzierbar. Die
GnRH-R-Spezifitat der drei hoch GnRH-R-aAk-positiven Serumproben wurde bestatigt, indem
der Assay auf genau demselben Wege durchgefuhrt 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
Ublichen Hintergrund-Signalen. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die GnRH-R-aAk
gegen das Luciferase-Enzym als Antigen gerichtet waren.

Die Abbildung 4B spiegelt die Pravalenz 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 groRen 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
ausschlie3liche Betrachtung der stark positiven Signale, ergaben sich folgende Pravalenzen:
Unter den gesunden Kontrollseren gab es eine stark GnRH-R-aAk-positive Probe, wodurch sich
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eine Pravalenz von 0,25 % (1/400) ergab. Unter den PCOS-Patientinnenseren konnten zwei
deutlich GnRH-R-aAk-positive Serumproben ermittelt werden (2/651), was einer Pravalenz 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 Pravalenzen jedoch
sehr ahnlich und insgesamt verschwindend gering sind, weshalb von keiner diagnostischen
Relevanz fir das PCOS auszugehen ist (29).

3.3. Stabilitat von GnRH-R-Autoantikérpern

Die Prasenz von GnRH-R-aAk in den als aAk-positiv ermittelten Seren schien nicht durch
Lagerung der Seren bei 4°C beeintrachtigt zu werden. Kontrollmessungen bestétigten die
schwache aAk-Positivitat der 12 Serumproben und die hohe aAk-Positivitdit der drei
Serumproben (eine unter den Kontrollseren und zwei in der PCOS-A-Kohorte; Serennummer
#175 und #225).

Um Einflisse durch Matrixeffekte auszuschlieRen und weiter die Stabilitdt der GnRH-R-aAk zu
Uberprifen, wurden Analysen mit Mix-Seren, wie unter Punkt 2.6.2. beschrieben, durchgefiihrt.
Fur 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 Uberein
(Abb. 5). Auf diese Weise wurden die Reproduzierbarkeit des Immunoprazipitationsassays
abermals bestatigt und Matrixeffekte ausgeschlossen (29).

e Negativkontrolle (A)
Positivkontrolle (B)

B wix a+g)
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500+

Kombinationen der Seren

Abbildung 5. Mix-Seren-Analysen. Dargestellt sind drei Durchfiihrungen des
Immunopréazipitationsassays in Form von Mix-Seren. Die jeweils erste Saule (A) spiegelt den Messwert
der Negativkontrolle wider, die jeweils zweite S&aule (B) den Messwert der Positivkontrolle. Als
Positivkontrollen wurden die drei hoch GnRH-R-aAk-positiven Serumproben gewahlt. Die dritte S&ule
(A+B) zeigt den Messwert, nachdem A und B in einem Verhéltnis von 1:1 vermischt wurden. Dieser
stimmte mit dem theoretischen arithmetischen Mittel Uberein. Somit konnten Matrixeffekte
ausgeschlossen und die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse bestétigt werden. Die Messungen
wurden in Doppelbestimmung durchgefuhrt. Abbildung aus Sattler et al., 2021 (29), vorgenommene
Veranderung: Ubersetzung 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 Pravalenz 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 hochsten 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 Hyperandrogenamie. Die aAk-positive PCOS-Probe Nummer 175, die die
hdchsten GnRH-R-aAk-Werte aufwies, zeigte die héchsten Spiegel an totalem Testosteron und
DHEAS (29).

7 - Abbildung 6. Vergleich der Androgenspiegel der
zwei GnRH-R-aAk-positiven PCOS-Proben mit
gesunden Kontrollen und anderen PCOS-

6 T Patientinnen. Unter den Graz-PCOS-Patientinnen

N (PCOS-A) wurden zwei hoch GnRH-R-aAk-positive
g 54 Serumproben detektiert (PCOS #175, rotes Kreuz;
X PCOS #225, blaues Kreuz). Diese beiden aAk-
@ >< positiven Proben zeigten deutlich erhéhte Androgen-
o 4+ \ spiegel im Vergleich zu den Referenzwerten
E X gesunder Frauen (Ref.Bereich, grine Saule).
2 3- [ ] il Dariiber hinaus ist der Bereich der Androgenspiegel
.'g der PCOS-A-Seren markiert (schwarze Fehlerbalken
- 2- X mit Markierung des Mittelwertes + SD). Unter diesen
b7 - zeigten sich vor allem die Androstendionspiegel
erhéht. Abbildung aus Sattler et al., 2021 (29),
1+ vorgenommene Veranderung: Ubersetzung der
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4. DISKUSSION

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist die Atiopathogenese des Krankheitshildes PCOS nicht
abschlieRend geklart. Diverse Faktoren wie genetische Prédisposition, sozio6konomische
Faktoren, Ethnizitat, Lifestyle, Inflammation und Autoimmunitdt scheinen Einfluss zu nehmen.
Aber worin liegt der entscheidende Ausloser? Eine autoimmune Genese des PCOS ist
naheliegend aufgrund der erhohten Prévalenzen verschiedenster aAk in Seren von PCOS-
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Patientinnen und des haufigen Einhergehens mit anderen Autoimmunerkrankungen (12, 24,
30). Daraufhin wurde in dieser Arbeit der Fragestellung nachgegangen, ob natirliche aAk
gegen den GnRH-R in Seren von PCOS-Patientinnen in signifikant hoherer Pravalenz als in der
Normalbevdlkerung vorkommen, und damit von pradiktiver und vor allem diagnostischer
Relevanz sind. Dazu wurde ein Immunoprazipitationsassay 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 Lange exprimierten, wodurch alle extrazellularen Doménen fur potentielle aAk
zuganglich 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 Pravalenz 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
konnte (3/1051; 0,3 %). Die Pravalenz von hoch GnRH-R-aAk-positiven Seren unter den
PCOS-Patientinnen war mit 0,31 % (2/651) nahezu identisch mit der Préavalenz von hoch
GnRH-R-aAk-positiven Seren unter den gesunden Kontrollen (1/400, 0,25 %). Bei der
Betrachtung der Androgenspiegel zeigten die zwei starksten GnRH-R-aAk-positiven PCOS-
Seren deutlich erhdhte Androgenspiegel im Vergleich mit den Werten anderer PCOS-
Patientinnen und im Vergleich mit den Referenzwerten gesunder Kontrollen.

Aufgrund der detektierten niedrigen Pravalenz 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 europaischen PCOS-Patientinnen (29).
Nichtsdestotrotz konnten wir einen spezifischen Immunoprazipitationsassay generieren,
welcher zuverlassig und reproduzierbar GnRH-R-aAk nachweist. Ebenfalls bekraftigen die
Ergebnisse die Existenz von natirlich vorkommenden GnRH-R-aAk und schlieBen somit eine
Autoimmunitat durch GnRH-R-aAk nicht endgiiltig aus. Allerdings sind diese aAk selten und im
Rahmen der PCOS-Diagnostik, unseren Ergebnissen zufolge, zu vernachlassigen (29). Ferner
konnte ein ,Standard-Antiserum” identifiziert werden, welches den humanen GnRH-R sensitiv
detektiert und fir weitere Analysen und Vergleichsmessungen durch andere Forschungs-
gruppen verwendet werden koénnte. Des Weiteren konnte dargestellt werden, dass sich
Protein A zur Immunoprazipitation verschiedener 1gG-Ak-Spezies eignet, denn es erkannte die
Fc-Region unseres verwendeten polyklonalen kanGnRH-R-Ak ebenso wie die humanen aAk
(29). Die Funktionalitat dieses Assayaufbaus wurde bereits unter Beweis gestellt, indem mittels
derselben Techniken ein IGF1-Rezeptor-Luciferase Fusionsprotein hergestellt wurde. In einem
Immunoprazipitationsassay, 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-Immunopréazipitationsassays ermittelte niedrige Pravalenz von
GnRH-R-aAk hat die Frage aufgeworfen, inwieweit Autoimmunitat gegen den humanen
GnRH-R Uberhaupt eine Rolle fiir verschiedene Krankheitsbilder spielt. Die aktuelle Datenlage
zu natdrlich vorkommenden GnRH-R-aAk ist dinn. 2014 untersuchten Mandl et al. 25
Patientinnen mit primarem Sjogren 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 fir 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 fordern wirde (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 Infertilitat 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 GhRH-R-
aAk bei infertilen Frauen gefunden werden kdnnen, deren Rolle in Bezug auf die Entstehung
von Infertilitéat blieb allerdings auch hier unklar.

Eine mdgliche Ursache fir die niedrige Pravalenz von GnRH-R-aAk, insbesondere, wenn der
ganze Rezeptor als Autoantigen verwendet wird, konnte in der Struktur des GnRH-R begrundet
sein. Der GnRH-R gehért zur Familie der GPCR, deren extrazellularer Anteil
charakteristischerweise aus einem N-Terminus und drei extrazellularen Schleifen besteht.
Allerdings ist der extrazellular liegende Anteil des GnRH-R besonders klein, denn die
N-terminale Region besitzt gerade einmal 35 Aminosauren (34). Dem gegenilber steht
beispielsweise der TSH-R, ebenfalls aus der Gruppe der GPCR, der eine verhaltnismalig
grof3e extrazellulare Doméane besitzt und gegen den viele aAk bekannt sind, die beispielsweise
die Signalwirkung des TSH imitieren und zu Morbus Basedow und schlieR3lich Hyperthyreose
fuhren (35). Es zeigte sich bereits, dass der komplette und korrekt exprimierte Rezeptor von
groBer Relevanz ist, um zuverldssig TSH-R-aAk detektieren zu konnen (36, 37). Das
veranlasste uns, einen Assay zu generieren, in dem der komplette GnRH-R in seiner vollen
Lange als Antigen zur Verfligung 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 kénnen (29, 37). Die unterschiedliche Detektierbarkeit
von aAk je nach Lange bzw. Region des verwendeten Peptides, das als Antigen verwendet
wird, wird durch den Vergleich mit folgender Arbeit sichtbar: Kirzlich publizierte die
Arbeitsgruppe Kem et al. das Vorhandensein von GnRH-R-aAk, die gegen die zweite
extrazellulare Schleife des GnRH-R gerichtet sind und laut deren Ergebnissen von
diagnostischer Relevanz fir 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 Aminosauren langes Peptid verwendet, das der
Aminosauresequenz der zweiten extrazellularen Schleife (ECL2) des GhRH-R entsprach. Als
markierender Ak wurde ein mit alkalischer Phosphatase konjugierter 1gG-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 héher 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 GhnRH-R-ECL2-Peptiden
immunisierte Ratten, die nach Immunisierung aktivierende aAk gegen die ECL2 des GnRH-R
ausbildeten, die mittels ELISA detektiert wurden (38). Darlberhinaus wurde eine
Epitopkartierung der ECL2 durchgefuhrt, wodurch ein dominantes Epitop in der Mitte des
GnRH-R-ECL2-Peptides identifiziert wurde. Die immunisierten Ratten wiesen im Vergleich zu
den Kontrollratten eine hohere LH-Sekretionsfrequenz, eine insgesamt hohere LH-
Konzentration, hohere Testosteronspiegel und héhere Spiegel proinflammatorischer Zytokine
auf; erhohte Blutglukosewerte deuteten auf eine gestorte Glukosetoleranz (22, 27, 38). Die
Zykluslange der immunisierten Ratten verlangerte sich, in den Ovarien zeigte sich eine
vergleichsweise hohere 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 Veranderungen in den getesteten
Ratten fuhrten 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 zusatzliche
Kontrollversuche sind. Der Peptid-basierte Assay von Kem et al. wurde nicht Uber einen
kommerziellen Antikdrper Uberpriift, Stabilitats- 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 Schilddrisen-
erkrankungen auf das Vorhandensein von aAk gegen den Natrium-lodid-Symporter (NIS) und/
oder Pendrin-Transporter (PDS) untersucht. Hohe Préavalenzen 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 Pravalenz 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-Molekile in ihrer vollen Lange
als Antigen verwendet, konnten die eben genannten hohen Prévalenzzahlen nicht reproduziert
werden, weder in einem Aufbau als Radioimmunoassay (41), noch als Immuno-
prazipitationsassay, 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 Lange und nicht nur einzelner Peptide, um zuverlassig und
reproduzierbar aAk nachweisen zu konnen. Uberdies unterstreichen diese diskrepanten
Ergebnisse die hohe Bedeutung von Kontroll- und Validierungsexperimenten.

Demzufolge zahlt zu den Starken unseres Assays die Verwendung eines rekombinant
hergestellten GnRH-R in seiner vollen Lange als Antigen (29). Die transfizierten HEK-293-
Zellen exprimierten den kompletten Rezeptor samt N-Terminus und den drei extrazellularen
Schleifen. Somit konnte sichergestellt werden, dass alle méglichen Epitope flr potentielle aAk
erreichbar waren. Eine weitere Starke stellt die grol3e Patienten- und Kontrollzahl dar, die
untersucht wurde, wodurch ein reprasentatives Bild bezlglich der Pravalenzen sowohl unter
PCOS-Patientinnen als auch unter gesunden Kontrollprobanden entstand. Weiter zu nennen
sind die hohe Qualitat des Assays, die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, die Standardisierung
mittels eines kommerziellen kanGnRH-R-Ak und die Moglichkeit mittels dieses Assays eine
hohe Durchsatzrate zu erzielen. Zu den Schwéchen unserer Studie z&ahlt das Fehlen
vertiefender, klinischer Informationen zu den verwendeten Kontrollseren und, dass sich unsere
Kohorten zu tber 99 % aus Kaukasiern zusammensetzen. Auch wurde auf die Durchfiihrung
eines anschlieBenden Bioassays verzichtet, aufgrund der detektierten niedrigen Préavalenz von
GnRH-R-aAk. Als Limitation anzumerken ist ebenso, dass die extrazellulare(n) Doméane(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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vertffentlichten Ergebnisse (29) bestétigen die Existenz von natirlich vorkommenden GnRH-R-
aAk — sowohl in Seren von PCOS-Patientinnen als auch in Seren von Frauen, die unter
Infertilitdt unklarer Genese leiden, und durchaus auch in Seren von gesunden
Kontrollprobanden. Dass diese aAk eine Relevanz fir die Pathogenese des PCOS haben,
konnten unsere Ergebnisse aufgrund der niedrigen Pravalenzen nicht untermauern, aber ein
Zusammenhang mit Infertilitat ist nicht auszuschliel3en — das unterstreichen die Ergebnisse von
Hammar et al. Das Geheimnis um die Atiopathogenese des PCOS ist somit noch nicht geliiftet
und es bleibt bei der Formulierung des PCOS als multifaktoriell bedingte Erkrankung. Und
vielleicht stimmt das letztendlich auch genau so. Vielleicht fihrt genau dieses Zusammenspiel
aus Einzelnukleotid-Polymorphismen, intrauteriner Programmierung, Lifestyle, Insulinresistenz,
Inflammation und Immunreaktionen zu dem Krankheitshbild PCOS. Die Heterogenitat des
Krankheitshildes kénnte 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 kdmen 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 Infertilitat kommt auch die Frage auf, ob bei infertilen
Méannern GnRH-R-aAk detektierbar sind. Die deutliche Assoziation zu insbesondere den
autoimmunen Schilddriisenerkrankungen ist auch noch nicht abschlieend geklart. Dass TPO-
und Tg-Ak bei PCOS-Patientinnen héher sind als bei Schilddrisen-Patientinnen ohne PCOS st
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
ungeklarte Fragen, die es gilt, in Zukunft zu beantworten.

Folgende Schlussfolgerung ist aus dieser Arbeit zu ziehen: natirliche GnRH-R-aAk sind sowohl
bei europaischen PCOS-Patientinnen als auch bei gesunden Kontrollprobanden detektierbar in
einer jeweils sehr geringen Pravalenz. Mit Hilfe unseres Immunoprazipitationsassays gelingt es,
diese GnRH-R-spezifischen aAk reproduzierbar und mittels eines qualitativ hochwertigen
Assays nachzuweisen. Aufgrund der niedrigen Prévalenz der GnRH-R-aAk innerhalb der
PCOS-Kohorte ist, unseren Ergebnissen zufolge, zu schlussfolgern, dass GnRH-R-aAk von
keiner pradiktiven oder diagnostischen Relevanz sind (29). Die Atiologie und Pathogenese
bleiben nicht vollends geklart und es besteht weiterhin Forschungsbedarf, um die genaue
Atiopathogenese klaren, die Latenz bis zur Diagnose verkiirzen, eine gezielte Therapie
entwickeln und damit die Lebensqualitat betroffener Patientinnen verbessern zu kénnen.
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Abstract

Context

Polyoystic ovanan syndrome (FCOS) is a complex disease with different subtypes and
unclear etiology. Among the frequent comorbidities are autoimmune diseases, suggesting
that autoantibodies (aAb) may be involed in PCOS pathogenesis.

Objective
As the gonadal axis often is dysregulated, we tested the hypothesis that aAb to the gonado-
tropin-releasing hormone receptor (GnRH-R) are of diagnostic value in PCOS.

Design

An invitro assay for guantfying aAbtothe GnRH-R (GnRH-R-aAb) was established by
using a recombinant fusion protein of full-length human GnRH-R and firefly luciferase. A
commercial rabbit antiserum to human GnRH-A was used for standadization. Serum sam-
ples of control subjects and different cohorts of European PCOS patients (n = 1051) were
analyzed.

Results

The novel GnRH-R-aAb assay was sensitive, and signals were linear on dilution whan
tested with the commercial GnRH-R antiserum. Natural GnRH-R-aAb were detected in one
control (0.25%) and two PCOS samples (0.319%:), and 12 samples were slightly above the
threshold of positivity. The identification of samples with positive GnRH-R-aAb was repro-
ducible and the signals showed no matrix inteferences.
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Conclusion

Matural GnRH-R-aAb am prasent in a vary small fraciion of adull contral and PCOS subjects
of Eurapaan dacent. Our rasults do nol support the hypothesis thal the GaRH-R constibites
a ralavant autcantigen in POOS.

Introduction

Fertility constitutes an essential issue for both adult males and females Ttis estimated that 3.5%
to 16.7% of women in developed nations are sufiering from infertility, with more than half of
themn seeking medical care [1). One of the frequent underlying reasons for fernale infertility is
pobyoystic ovarian syndmome (PCOS), affecting about 5% to 15% of women of reproductive age
[2-5). PCOS is a chronicand complex disease with a rising inddence in most populations, mak-
ing PODS one of the most common endocrine-metabolic disorder in adult women [6). The
clinical presentation is heterogeneous and established pathogno monic serological markers are
missing, hindering a fast and reliable diagnosis [7,8]. Menstmal disturbances such as cyde irreg-
ularities are among the firs symptoms, and signs of virilisation like hirsutism, a deep vwice,
acne or alopecia may develop [9,10]. The current diagnosis is hased on the Rotterdam criteria
from 2003 [3,11], ie., when any two of the following three criteria are met; §) clinical or bio-
chemical diagnosis of hyperand mgenism, i) oligo- or amenorrhea (or rather oligo- or anovula-
tion), and for i) morphological presence of polycystic ovaries by ultrasound inspection
(presence of >12 follides of 2-9 mm in diameter andfor ovarian volume =10 ml).

However, around one half of the affected women are on a year-long journey with three ar
more specific health professionals needed for establishing the diagnosis, causing dissatisfaction
and disappointment with the current medical care and information on PCOS (7). During diag-
nosis, other reasons potentially leading to irregular menstruation or high androgen levels have to
be exduded, eg. M. Cushing, non-dassical congenital adrenal hyperplasia, androgen-producing
tumors or hyperprolactinemia [12]. Still, the diagnosis is challenging and the criteriaareon
dehate as more than 50% of patients display signs of insulin resigance, which may occur inde pen-
dently of abesity [4.5], and may promaote additional comaorbidities like diabetes mellitus, dyslipi-
demia or hypertension [12,13). Collectively, hyperandrogenism and inmlin resistance seem to
constinate the chief culprit of PCOS, calling for an update and respective modification of the diag-
nostic criteria used in the dinical routine workup of sym ptomatic women [14).

In general, about 75% of PCOS women are overweight and about 7% show dyslipidemia,
contributing to a relatively high mortality rate due to cardiovascular events [15). Furthermaore,
affected women have an increased risk for antoimmune diseases, inchiding Hashimoto's thy-
roiditis, Graves' diseaseand diabetes mellitns type T [4,15,16]. There are reports on the pres-
ence of certain autoantibodies (aAb) known from ather autoimmune diseases in POOS, e.g.
aAb to dsDMNA, histones, TPO, islet-cells or SMTRMNP [1£,17].

Mo cansal therapy is currently available. In many cases, weight lns serves as a first promis-
ing and meaningful measure, as itimproves insulin sensitivity, hyperandrogenemia and irreg-
ular menstrual oydes [L3.18). The adminigtration of ol contraceptives similarly contributes
to restoring the monthly rhythm and mitigating hyperandrogenemia (4], but is limited as ther-
apeutic tool for women without the intention to become pregnant. Metformin may improve
glucose handling, which also lowers androgen levels and positively affects fertility [4).In case a
patient nevertheless stays anovulatory, gonadotropins in combination with GnRH may be
applied [19). Other supportive medication indude antiandrogens, gucocorticoids, sotretinoin
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or statins in addition to metformin, bariatric aurgery or certain micronutrients such as vitamin
[, which has been reported to improve ovulatory function and hyperlipidemia [4,15). Another
promising approach for positively affecting weight and fat mas would also include alteration
af the gut microbiome by dietary means using prebiotics, probiotics ar synbiatics [20].
Callectively, these diverse treatment options highlight the variable dinical picture of PCOS,
the miszsing undersanding of dizease etiology and the urgent need for better prognostic and
diagnaostic biomarkers A recent report suggested the existence of aAb to the second extracellu-
lar loopof the gonad otropin-releasing hormone receptor (GrnRH-R) in the majority of PCOS
serum samples tested [21). The GnRH-R belongs to the family of G protein-coupled meceptors
[GPCR) and is inserted into the plasma membrane of GnRH target cells, with high expresdon
in gonadotmopic cells of the anterior pituitary. It controls binsynthesis of the anterior pituitary
glycopmotein-homones lteinizing hormone (LH) and follicle-stimulating hormone (FSH),
exists in different variants, and associates with G-proteins that activate the IP3-calcium and
cAMP-PEA second messenger signaling cascades [12). GnBH and the GnBH-R are central
companents of the endocrine axis contmlling the ovary, and dysregulation of either the hypo-
thalamic ligand or the pituitary receptor are assocdated with impaired fertility [23). Autoim-
munity to the GnRH-F would constitute a plausible underlying mechanism of dysregulation,
given that GnRH controls the gonadotropins FSH and LH that are dysregulated in POOS [24].
Itis well established that autoantibodies to G-protein coupled receptors (GPCR) are capable of
disturbing endocrine signaling, e.g. in Graves’ [15] or Chagas disease [26]. An autoimmune
origin of the disturbed gnnadal axis is also supported by the notion that autoimmune diseases
like Hashimaoto' thyroiditis or systemic lupus erythematosis are more prevalent in fernales
with PCOS than in the general population [ 16]. To verify this hypothesis experimentally, we
have established a novel and highly sensitive assay for detecting and quantifying adb to
human GnEH-R (GnFH-R-aAb) by using the full-length human G protein-coupled receptor
[(GPCR). The assay’s properties were tharoughly characterized and GnRH-R-aAb prevalence
was compared in healthy sibjects and different coharts of women with POOS from three
European countries. Our results indicate that GnRH-R-ad bare a mre finding and likely not of
relevance for general FOOS risk assessment or diagnosis.

Materials and methods
Human samples

A setofhigh quality serum samples from adult subjects (n = 400, 50% fernale, slf-reported sta-
tus as healthy) was purchased from a commercial supplier (invent Diagnostica GmbH, Hen-
nigsdort, Germany), assuming that a group size of n = 200 female and n = 200 male samples
will be of sufficient sze to determine the prevalence of GnRh-R-aAb in the normal population
background and define the technical background noise of the novel aAb assay. Three different
cohorts of PODS were analyzed, comprising aset of 651 serum samples. Samples were col-
lected from fermale patients in Graz, Austria (PCOS-A, n = 576, T8.5% PCOS), from adolescent
patients in DiattelnWitten/Herdecke, Gemany (PCOS-DE, n =40, 50.0% PCOS), and from
patients in Budapest, Hungary (PCOS-HU, n = 35, 68.6% POOS). Written informed consent
for participation was obtained from all patients induded, ar from one or both of their parents
in case the participants were below 18 years of age (all subjects in POOS-DE). Mo particular
selection with regard to any genetic or environmental factors was made. An overview on
anthropometric characteristics is provided, highlighting that POOS-A was contributing the
largest cohort withoat preselection of anthro pormnetric or dinical characteristics, POOS-DE
was exclusively enrolling adolescent PCOS patients, whereas PODS-HU constituted a small set
af predominantly young and obese patients (Table 1 ). Diagnosis of PCOS was based on
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Tahle 1. Chamcterization of the onhorts of patients stodied in this anabysis.

Cohort POOS A" BCOS DE BCAOS - HU
iy, Comntry Graz, Anstria Diatten, Gearmany Badapest Hungary
Samplas, total [n] 578 40 EL]

PCOE diagnaosis [n] 452 0 4

Aze (median, TOR) ¥ 268 (23, 30} 151 (146, 160} X300 (210, 39.5)
EulT-l'mcﬂ.‘n:l.TQ'RHkﬁl‘:mﬂ 263 (214, 30.5) 360 (310, 41.2) I7.8 (218, 38.6)

* 9% with Canmsian efinidty, Le, Enropean sabgscts from Shyria, Anstria.

I an g0 37 ournal pone R4 H001.

clinical presentation and disease manifestation according to the Rotterdam criteria [3.11]. The
androgen status of patients enrolled in the POOS- A cobort was assessed routinely by the analy-
sis of several steroid hormones, induding total testosterone (total Testost.), free testosterone
(free Testost.), dehydroepiandrosterone-sulfate (HEAS) and androstenedione. Total Testost.
was quantified by ELISA (ADVTA Centanr 0 Immunoassay, Siemens Healthcare Diagnostics
Inc., Tarrytown, NY, USA), whereas free Testoat., DHEAS and androstenedione were mea-
sured using liquid chromatogephy/mass spectrometry ( LC/MS) as described [ 27].

The investigation was conducted in accordance with the gnidelines in the Declaration of
Hekinki, informed consent of the patients or parents was obtained, and the samples were ana-
Iyzed in a blinded manner at a labdistant from the clinical sites. The analyses have been
approved by the ethical review committees of the universities in Graz (Ethikko mmision der
Medizinischen Universitit Graz, IKH -Universtitsklinibum, Austriz; EC18-066 ex 06-07),
DrattelnWitten/Herdecke (Ethik-Kommission der Universitat Witten/Herdecke eV, Witten,
Germany; EV Nao. 15/2006) and Budapest (University Ethics Committee, Semmelweis Univer-
sity, Budapest, Hungary; ETT-TUKEB 42506-1/2016/EKU).

Construction of GnRH-R luciferase fusion protein

The open reading frame of human GnRH-R was synthesized by Eumfins Genomics (Ebers-
berg, Germany) and used as template for cOMA cloning. DNA primers used for amplification
were synthesized by BioTeZ (Bedin, Germany). pSP-Luc+MF vector was obtained from Pro-
mega (Promega, Mannheim, Gemmany, catalog Nr. #E4471), pIRESnen vector from Addgene
[ Addgene, Teddington, UK, catalog Nr. #6988-1), and a palyclonal rabbit IgG antiserum to
human GnRH-R was purchased from Thermo Fisher (rabGnRH-R-Ab, Thermo Fisher Scien-
tific, Schwerte, Germany, catalog Mr. #PA5-33597). In order to constructa dilotion series of
paositive samples, the commerdal polydonal antiserm to human GnBEH-R was diluted step-
wise in human control seram,

The expression vector encoding human GnBH-R fused in frame to firefly luciferase (Luc)
was conaructed by first amplifying the cDMA aof firefly Inciterase using pSP-Luc+MNF as tern-
plate and inserting it into plasmid plRESneo generating pIRESneo-Luc. The amplified cDMNA
af human GnRH-R was inserted M-terminal to Luc giving rise to plasmid pIRESneo-
GnRH-R-Luc encoding the GnRH-R-Luc fusion protein. The correct reading frame of the
recombinant fision protein was verified by DMA sequencing of pIRESneo-GnRH-R-Luc
usng a service provider (LGC Genomics GmbH, Berlin, Germany).

Stable expression of GnRH-R-Luc in mammalian cells

Human embryonic kidney cells (HEK 293 cells) were grown in DMEM containing 10% fetal
bovine serum (FBS) and transtected with plRESneo-GnBH-R-Luc udng FulsENES reagent
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(Promega, catalog Mr. #E2691). Stable cell clones were selected by adding G418 (0.8 mg/ml,
Sigma-Aldrich, catalog Nr. #41720), and the resulting Luc activity of established aultures was
compared. Aliquots of cells were lysed and tested for Luc activity and compared, as the expres-
sion levels of the transgene differ between the dones depending on the particular siteof inte-
gration into the host genome. The most productive done was expanded in DMEM/FBS/ (418
until confluency in 100 mm-cell-miture-dishes, and cells were collected by scraping, The sus-
pension was centrifuged (Megatuge 1.0R, Heraens, Hanau, Germary) at 3500 rpm (2000 g) at
4°C for 10 min, and washed twice with FBS. After remaoving the supernatant, the cell pellet was
resuspended in a buffer containing 50 mM Tris HCI (pH 7.4), 100 mM MaCl and 10% glyceral
Finally, Triton X- 100 was added (to 10% f.c) to lysethe cell membranes. After an incubation
stepof 5 min on ice and another centrifugation step (3500 mpm, 2000 g 10 min, 4°C), the
supernatant was collected and stored at -80°C until it was used in the GnRH-R-adbassay. A
control preparation with recombinant firefly luciferase alone, not containing the human
GnRH-R attached, was prepared and tested under the same conditions as above, in order to
verify absence of antibodies recognizing the reporter enzyme.

Immunoprecipitation for quantification of GnRH-R-aAb

The GnRH-R-Luc cell extract was diluted 10-times with buffer containing 50 mM Tris (pH
7.5), 100 mM MaCl, 10% glyceral 5% milk powder, 5% ghicose, 1% Triton X- 100 and 0.01%
sodium azide. To prepare measurements, $6-well-plates were cooled on iceand pre-loaded
with 40 pl of the GnRH-R-Luc extract. Then, 10 pl of pre-diluted serum (1:1, volfval, with dilu-
tion buffer conssting of 50% ghyceral, 100 mM MaCl and 50 mM Tris HCL pH 74) were
added and incubated overnightat4*C in order to allow formation of immune complexes
between GnRH-R-specific adb and the GnRH-R-Luc fusion protein. The following day, 40 pl
protein A-Sepharose suspension (Merck KiGaA, Dammstadt, Germany, catalog Nr.
#FGEITI96303) was added and inmbated for one hour at room tem perature. The 96-well-plates
were washed and centrifuged six times with 200 pl washing buffer containing 50 mM Tris HCI
(pH 7.4}, 100 mM MaCl, 10% ghyceral and 0.5% Triton X-100. The sapernatant was finally
aspired by vacuum andthe pellets were resuspended in luciferase subst rte buffer containing
0.5% Triton X- 100, and then tranderred into glass tubes. Luciferase activity was measured ina
chain liminometer (Berthold, Bad Wildbad, Germany) for 5 sec with 200 pl luciferase suh-
strate buffer per tube. Relatve light units (RLL) were recorded and analyzed as described [218).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism v.7.0 [ GraphPad Software Inc., San
Diiego, USA) or SPSS (version 25, SAS Institute, Cary, NC, USA). Mormal disgtribution was
assessed by the Shapiro-Wilk-Test, and quantitative variables were compared by unpaired t
test (normal distribution). Alternatively, data were compared by two-sded non-parametric U
Mann-Whitney Test. Results are shown as mean £ 5D or median with interquartile rmange
(BR). Statistical significance is asdgned as ®, P<0.05, =, P<001 or =", P=<0L.001.

Results
GnRH-R expression and generation of GnRH-R-aAb assay

Human HEK293 cells were transtected with plRESneo-GnRH-R-Luc and stable dones were
selected by applying G418 as selection antibiotic. Aliquots of cells were lysed and tested for
Luc activity. Several positive clones were isolated, propagated and used to generate stable cell
stocks for further use (Fig 14). The clone with highest expresdon was expanded and the
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GnRH-R-Luc fuson protein was isolated and tested with the commerdial antiserum raised to
human GnRH-R in rabbit (rabGnRH-R-Ab). Protein A-mediated precipitation of rabGnRH--
R-Abinmbated with extracts from HEK293 cells expressng pIRESneo-GnRH-R-Luc but not
with extracts from untrandected HEFK293 control cells yielded high Luc signals (expressed as
relative light units, RI1T). The signals of the precipitated protein A-bound complexes between
GnRH-R-Luc and the commercial rabhGnRH-R-A b were linear on dilution over a wide con-
centration range (Fig 1B).

Prevalence of GnEH-R-aAb in PCOS versus controls

In order to test for natural GnRH-R-adb in POOS, a total of 1000 human serum samples
wereanalyzed by the newly generated assay (Eig 2. Most of the signals obtained werein a
close range of 250 to 750 RLU. According to the Shapiro-Wilk normality test, the values are
not normally digributed (W =0.7133, P<0.0001). The threshold for positivity of GnRH-R-
aAb was calounlated on basis of the bottom half of all signals, and set at the sum of the mean
value plus three standard deviations (mean+350). The binding index (BI) denotes the factor
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] -
i" " E———— i 1l i---_-g:-"- - -
T [ — ===y
/. 5{’ “‘é‘ 4"}& *uﬁ

Fig 2. Prevalence of Gnk H-REaib inserum saniples of ovntrols and PCOS patients. A) The foll setof samples

{n= 1051} was analyzed for{in RH -R-afb coneentrations by measoring Gn KH-R-Loc activity in the
immunopracipi@ies. Bndingindices (BT} ware almbied hassd on the |meer half of all samples. The mean valne phos
three standard deviati ons {mean + 350} was nsed ascriten on for oo #hers, indicating postiive presence o f GnR H-R-aAh_
Three samples were strongly posi tve, and 12 samples wene slightly ahove the thresho ld (dashed line). B) The signals for
{anRH-R-aAb were not normally distributed in the cohortsof samples analyzed. The prevalence ofhighly positive
samqiesis similar in the aphortsof FOOS patientsand aomtrol sobjects (2 ontofias], Le 00301%, v | oot of 400, ie,
[t
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above the mean. By applying this criterion, we identified a total set of 15 samples as being posi-
tive for containing GnRH-R-adb (Fg 24 ). However, the majority of which (n = 12) is dose to
the threshold (BI = 2.4), leaving a set of three samples anly as strongly positive, displaying BI
aof 546, 565 and 6.36, respectively. Specificity of the three highly positive serum samples for
binding to the GnRH-R moiety of the ncferase-fudon protein detector was verified by anaby-
sis with an unmodified luciferase as reporter, yielding background signals anly.

Comparing the different cohorts of sam ples tested, the positive samples were identified in
the setof healthy conteols (n = 2, with one slightly and one strongly positive signal), in the
large cohort of adult POOS patients from Graz (POOS-A, n =12, with two strongly positive
samples), and one sample in the small cohort of Hungarian PCOS patients (FCOS-HU ). There
was no positive sample in the group of young adolescent POOS patients (PCOS-DE) (Eig ZB).
A direct comparison of samples strongly positive for GnRH-R-aAb in relation to PCOS indi-
cates a similar prevalencein controls and patients, with 0.25% (1/400) in the cohort of slf-
reported healthy controls, and 0.31% (2/651) in the cohorts of POOS patients, respectively.

Stability of GnRH-R-aAb in positive serum samples

The results were reproducible, and the same three sera (one control and two POOS: #175 and
#125) were verified as strongly positive in asecond round of measurements. All three sera
were recognizing the GnRH-R moiety of the detector, and showed no binding to hdferase
without the fusion partner. In order to test for stability of signals and potential interference by
matrix, anabyses of mied serum samples were conducted. Tothis end, a positive anda nega-
tive sample each were combined (1:1, vol/vol) and measured as described above, Le., one setof
test tubes contained 5 pl of a negative serum sample (contral), another contained 5 pl of one of
the three positive semm samples (positive), and the third comtained 5 pl of a mixed serum,
congsting of a 1:1 mixture (vol'vol) of the control and the positive serum samples (mixture).
The results indicate that the resulting signal from the mixture was equal to the arithmetic
mean of the signals from the negative control and the postive GnRH-R-aAb containing
serum, highlighting assay reproducibility, and exduding major matrix effects on the signals
recorded in the GnRH-R-Ab asay (Hg 3).

Steroid hormone levels in PCOS patients with GnRH-R-aAb

The GnREH-R on pitnitary gonadotrophs controls [TH and FSH biosynthesis and secretion and
thereby affects steroid hormone status In order to test for a potential effect of GnRH-R-adb
on dreulating steroid hormones, serum concentrations of total Testost., free Testost., DHEAS
and androstenedione were determined in GnBH-R-aAb postive PCOS patients and compared
to the reference range of healthy women and to the range of the other adult patients of
PCOS- A The direct comparison indicates that both patients with positive GnRH-R-aAb
(PCOS #175 and #225) were characterized by hyperandrogenemia in comparison to healthy
women (Ref. Range). In particular, the patient with the highest GnRH-R-aAb concentrations
[(POOS #175) displayed not anly elevated androgen levels in comparison to the Ref. Range, but
ako relatively high concent rations of total testosterone and DHEAS 2 compared to the other
adult POOS patients (Fig 4). The second positive PCOS patient with GnRH-R-aAb (PCOS
#225) showed the same pattern of elevated steroids as FPOOS #175, albeit less pronounced.

Discussion

In this explorative study, we tested the hypothesis of ahigh prevalence and consderable diag-
nostic value of GnRH-R-aAb in PCOS. The notion was based both on endocrine [24] and
genetic [29] considerations as well as on a recent report describing high prevalence of
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GnRH-R-adbin POOS sera using an extracellular loop peptide as antigen [30). In order to
generate a reliable and scalable diagnostic assay of high sensitivity, we decided to use as antigen
a receptor fusion protein with firefly lnciterase (GnBH-R-Luc). In view that the extracellular
M-terminus of human GnRH-Ris only 34 amino adds in length, and none of the three extra-
cellular loops are any longer, we decided to using the full dength receptor expresedin a
human cell line a5 bait. Choosing the intracellular C-terminus as fusion site, we expect all
extracellular domains of the fudon protein to become available to potential GnRH-R-aAh,
induding the N-terminus and all the extracellular loops. In analogy to our experiences with
the TSH-receptar, we expected hereby to enable the detection of baoth linear and three-dimen-
sional epitopes, respectively, the latter of which are likely to be missed when using small linear
peptides of a certain region only [21). Our results indicate that indeed a few European subjects
express natural GnFH-R-adb, andthat the receptor-specific adb can reproducibly be detected
and quantified.

In owr study, we were also successtul in identifying a aitable positive standard antiserum
that recognizes human GnRH-R reliably, and that can be used by other research teams for
independent studies an this issie. Importantly, the rabbit antibodies used as standard are ako
efficiently recognized by protein A during immuno precipitation, as expected from its ability to
bind IgG from different spedies [32). However, in our study, the prevalence of natural
GnRH-R-ad b was very low and not different between healthy controls and Enropean POOS
patients. This finding indicates that the GnRH-R can be recognized a2 an antigen, but that it
does not constitute a relevant diagnostic parameter in PODS, in contrast toa recent report
[20]. Even our newly develo ped assay with full-length human GnRH-R expressed in human
cells as bait for GnRH-R-adb seems not to be of diagnostic value for predicting PCOS risk or
accelerating diagnosis. Mevertheless amoimmunity to GnRH-R does happen and might
develop in selected cases toan extent that may become of pathological relevance, even though
such rare cases were not present in our analysis. Even though the two PCOS patients identified
as postive for GnRH-R-aAb displayed a particular pattern of dreulating androgens in com-
parison to conteol and to the other PCOS patients from the same cohort (PFCOS-A), the
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samples from the same cobort of PCOS patients (POOS-A) (mean +/8D; black symbols with error bars)
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prevalence of GnRH-R-aAbin PCOS was very low, the concentrations of the GnRH-R-aAb
were not exceedingly high, and the deviation of the steroid levels from the range observed in
PCOS is moderate. Collectively, we have to conclude that GnRH-R-aAb are very rare and not
of general relevance for the diagnosis of PCOS in subjects with European ethnicity.

It is unfortunate, that the molecular pathogenesis of PCOS is not resolved and the pheno-
type is heterogeneous, hindering a fast and unequivocal diagnosis. PCOS presents as a highly
multifactorial disease, where genetic predispostion, socioeconomic conditions, ethnicity, life-
style and metabolic factors, as well as inflammatory and immunological reactions are causally
involved and interact [12.33.34}. An autoimmune nature of PCOS still is areasonable theory,
in view that other autoimmune diseases and certain aAbare observed in PCOS with ahigher
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frequency than in the general population [2,16,17). Tt was thus unexpected and disap pointing
to identifying only few postive samples for GnRH-R-aAb in the full collection of samples
tested, i.e., a total prevalence of 1.4% (15/1051) only, with just 0.3% being highly positive.
Using the same technique of constructing an antigen receptor fusion protein with luciferase as
reporter at the intracellular C-terminus, we identified around 10% of subjects positive for ad b
to the IGF 1-receptor (IGFIR-aAb) [28]. The IGF1R-aAb proved to inhibit growth hormone
signaling and proliferation in viteo [ 28), and were assodated with low musde strength in ado-
lescent subjects [35). Due to the very amall number of positive samples identified in the cumrent
study, asimilar analysis on a potential physological role of natural GnRH-R-aAb is not possi-
ble. A reason for the low prevalence of GnRH-R-aAb may be given in the nature of the protein
asa GPCR, with only small portions of the protein exposed to the extracellular space, Le., the
M-terminus and the three small extracellular loops This feature may have also contributed to
the relatively low concentrations of the GnBEH-R-aAb identified, barely surpassing the noise
level in several of the statistically postive samples, leaving three samples only with GnRH-R-
aAb concentrations in a considerable range that may be disease-relevant, as the disruptive
effects of adb on physiological or endocrine pathways usually correlates to ad btiter [36].

This low prevalence is in contrast toe.g. the TSH-receptor (TSH-R), which likewise belongs
to the family of GPCR. Here, the extracellular domain is huge, and different aAb to the TSH-R
are known capable of antagonizing TSH signaling or even of acting positively like TSH and
cansng constant simulation leading to Graves' disease and hyperthyroidism [37). Unti now,
it appears that the complete full dength and correctly processed GPCR molecule is necessary as
antigen to reliably measiring TSH-R-aAb, and smaller subdomains or peptides would naot be
suitable or sufficient [ 38]. Maore elaborate bioassays have recently been generated and
described capable of discriminating the nature of the TSH-R-aA b as stimulating or not [32).
With the mre occurrence of GnBH-R-aAb detected in our study, the generation of 2 similar
binassay for the purpose of testing biological effects of these ad b appears not warranted at
present.

The inherent complexity of reliably measuring aAb to members of the GPCR famiy as
potential antigens in human disease is a well-recognized issue, and attempts to detecting eg.
aAb against the betal-adrenergic receptor in Chagas’ disease by peptide-based assays failed
until now [40,41). & smilar isme emerges when comparing the adb prevalence reported for
other membrane proteins, determined by peptide-tased versus full-length protein assays, e.g
in case of the transporters for indide. Here, peptide-hased aAb assay have reported very high
prevalencein different thyroid diseases, e.g. 84% of positive samples for the sodinm-indide
symparter in Graves' disease [42], or 97.5% positive samples for pendrin in Hashimaoto's dis-
ease [43). These astonishing high valies were not reproduced when full-length transporter
molecules were used as antigens in radioligand binding assays [44), or when the transporters
are used as antigens in the form of full -length fusion proteins with Luc [45). Notably, the direct
izatope labeling of the transporters and the Luc-hased labeling yvielded dmilar results, verifying
the importance of full-length membrane proteins as bait in such anabyses [44.45).

Our data do notargue against the notion of POOS being an autoimmune disease in at least
some patients, as there are many maore relevant antigen candidates potentially affecting the
gonadal avis and androgen concentrations, or the metabolic axes, body composition and insu-
lin sensitivity. Prime candidates of the former are the pituitary receptors for LH and FSH, and
comprehensive analyses for the potential involvement of a Ab to these GPCR using full-length
maolecules as antigens are missing. Similarly, aAb to the insulin-receptor may be involved as
they can affect insulin signaling along with metahaolic control of the reproductive axis and rare
cases of high aAb levels to the insulin receptor have been described in ovarian overgrowth and
hyperandrogenemia [46). This hypaothesis needs to be tested experimentally.
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Among the strengths of our study are the high quality of the asay developed, its suitahility
for reproducible production and high throughput screening, and the demonsration of linear-
ity afsignals witha commerdal antiserum as universally available #andard Moreover, the
num ber of samples analyzed was sufficiently high to obtain a representative picture on the
prevalence of natural GnRH-R-aAb in both healthy subjects and patients with POOS. Finally,
using full-length GnRH-R as antigen implies that all potentially relevant antigens were avail-
ableand correctly processed to the sample tested, and it is unlikely that site-specific GnBRH-R-
adb have escaped detection. Among the limitations of the sudy are the lack of knowledge on
any potential clinical phenotype of the purchased set of healthy control samples, that we have
analyzed cohorts of Cancasians only, and that we have not mapped the domain(s) recognized
by the GnRH-R-adbidentified.

We conclude that the pathogenesis of PFODS remains poorly understood, and that the
hypaothesiz of natural aAb to the GnRH-R constinating a frequent finding of predictive or diag-
nostic relevance for POOS is not verified
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