Aus dem Universitatsklinikum Minster
Centrum fir Reproduktionsmedizin und Andrologie
Institut fiir Reproduktions-und Regenerationsbiologie
-Direktor: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. S. Schlatt-
Klinische Andrologie
-Chefarztin Prof. Dr. med. S. Kliesch -

Polymorphismen des neuentdeckten Exons 6a auf dem
LHCGR-Gen und ihre Assoziation zum Maldescensus testis

INAUGURAL - DISSERTATION
zur
Erlangung des doctor medicinae

der Medizinischen Fakultat
der Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster

vorgelegt von
Boéckenfeld, Yvonne
aus Rheine
2012



Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der Westfalischen
Wilhelms-Universitat Manster



Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Wilhelm Schmitz
1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Michael Zitzmann
2. Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. med. Peter Wieacker
Tag der mindlichen Prufung: 11.05.2012



Aus dem Universitatsklinikum Munster
Centrum fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie
Institut fiir Reproduktions- und Regenerationsbiologie
- Direktor: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. S. Schlatt -
Klinische Andrologie
- Cheféarztin: Prof. Dr. med. S. Kliesch -
Referent: Prof. Dr. med. M. Zitzmann
Koreferent: Univ.-Prof. Dr. med. P. Wieacker

ZUSAMMENFASSUNG

Bockenfeld, Yvonne
Polymorphismen des neuentdeckten Exons 6a auf dem
LHCGR-Gen und ihre Assoziation zum Maldescensus testis

Der Hodenhochstand (Maldescensus testis) ist heutzutage die haufigste kongenitale Fehlbildung bei
neugeborenen Jungen. Die Betroffenen leiden an einer deutlich erhéhten Inzidenz von bosartigen
Hodentumoren und Infertilitdt. In der inguinoskrotalen Phase des Descensus spielen das Luteinisierende
Hormon LH und der Luteinizing Hormone/ Choriongonadotropin Receptor (LHCGR) eine zentrale Rolle.
Untersuchungen unseres Centrums zeigten ein auf dem LHCGR-Gen gelegenes neuartiges Exon mit drei
darauf vorhandenen Polymorphismen: Exon 6a. Wir untersuchten daher, ob die Polymorphismen des Exon

6a mit einem Maldescensus testis in Zusammenhang stehen.

Methoden: Wir fiihrten eine retrospektive Fall-Kontroll-Studie durch. Darin eingeschlossen waren 278
Patienten mit Maldescensus testis, 277 infertile Manner ohne Hodenhochstand sowie 271 gesunde Ménner
mit normalen Samenparametern. Wir untersuchten und verglichen sowohl klinische, als auch
endokrinologische Daten der verschiedenen Gruppen. Die Analyse der Single Nukleotid Polymorphismen
(SNPs) fuhrten wir mittels GeneScan und TagMan durch.

Ergebnisse: Wir stellten bei den Patienten mit Maldescensus testis ein deutlich erniedrigtes Hodenvolumen
im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen fest. Zudem zeigte sich bei den Patienten mit Maldescensus ein
deutlich erhohter Spiegel an luteinisierendem Hormon (LH) sowie Follikel stimulierendem Hormon (FSH)
bei normal hohen Testosteronwerten. Es fanden sich keine Mutationen auf Exon 6a. Die SNPs waren in
allen drei Gruppen gleich verteilt. In den beiden infertilen Untersuchungsgruppen wiesen Tréger der
Polymorphismen rs 4637173 und rs 4490239 einen deutlich erhdhten Androgen-Sensitivitéits-Index sowie
LH-Spiegel auf.

Bei Ménnern mit Maldescensus scheint der erhohte LH-Spiegel notwendig zu sein, um normale
Testosteronspiegel zu erreichen. Es gibt keinen spezifischen Genotyp des Exon 6a, der mit Maldescensus
im Zusammenhang steht. Die Polymorphismen rs 4637173 und rs 4490239 scheinen jedoch bei infertilen

Minnern einen negativen Einfluss auf die Rezeptor-Funktion zu haben.
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1. Einleitung

1.1. Der Maldescensus testis: Von den Anfingen bis heute

Die Lage des Hodens auBBerhalb des Skrotums, nennt sich Maldescensus testis,

Hodenhochstand oder im englischen Sprachraum Kryptorchismus (cryptorchidism).

Das Phinomen des nicht orthotop liegenden Hodens wurde erstmals im Jahre 1786 von
Hunter beschrieben (37). Die darauf folgenden Versuche der operativen Reposition
waren jedoch immer wieder von Misserfolgen geprégt, da die iiberwiegend kindlichen

Patienten postoperativ an Wundinfektionen und Peritonitiden verstarben (11).

Die erste erfolgreiche Therapie des Hodenhochstands gelang daher erst im Gefolge der
1867 von dem Edinburgher Chirurgen Lister eingefiihrten Technik der antiseptischen
Operation mit Carbolsdure. Der Kollege und Weggefihrte Listers, Thomas Anandale
fithrte am 5. Juli 1877 an einem 3-Jahre alten Jungen die erste Orchidopexie durch (11,
15). Im Laufe des nidchsten Jahrhunderts wurde die Technik der Orchidopexie
bestdndig, teilweise unter Verwendung bizarrer Methoden, verfeinert. So fixierte etwa
Katzenstein 1902 den Hoden in einer Hauttasche am Oberschenkel (21), Cabot und
Nesbit befestigten 1931 den Hoden mittels eines elastischen Gummibandes an
Oberschenkel oder auch Fullsohle (25). Die Operationsberichte Katzensteins wie :
,-..hierbei nimmt der Hoden eine tiefblaue Farbung an, die sich jedoch allméhlich
zuriickbildet” (21) lassen erahnen dass es bei diesen frithen Operationsmethoden

postoperativ hdufig zu ischdmiebedingten Atrophien des Hodens kam.

Das heute noch gebrauchliche Fowler-Stephens-Manover zur Riickverlagerung eines
intraabdominalen Hodens wurde erst im Jahre 1959 entwickelt und beruht auf einer
Versorgung des Hodens tiber Kollateralkreisldufe des Ductus Deferens (16). Die
dehnungsbedingte Ischamie durch Traktion an den verkiirzten Geféd3en kann so
vermieden werden (25). Das Fowler-Stephens-Mandver fiihrt heute in 95 % der Fille zu

einem erfolgreich orthotop replaziertem Hoden (39).



Die Therapie des Hodenhochstandes wird heute moglichst vor dem 18. Lebensmonat
durchgefiihrt, da ab diesem Alter mit einem signifikanten Keimzellverlust zu rechnen ist
(12). Dennoch ist in etwa 56% der Patienten mit bilateralem Maldescensus und 8 % der
Patienten mit unilateralem Maldescensus trotz einer frithen Orchidopexie mit einer
Infertilitdt zu rechnen (12). Zudem ist bei Patienten mit Hodenhochstand von einem 5-

fach erhohten Risiko fiir die Entwicklung eines Hodentumors auszugehen (41).

Der Hodenhochstand stellt zur Zeit bei minnlichen Neugeborenen mit einer Privalenz
von 2-9% (9) die hdufigste angeborene Fehlbildung dar.

Die Atiologie dieser Fehlbildung ist noch unbekannt und Gegenstand aktueller
Forschung. Ebenso ist der komplexe Mechanismus des Descensus sowie die Aktion,
Interaktion und Wirkung daran beteiligter zelluldrer und hormonaler Komponenten

noch nicht voll verstanden.

1.2. Der Descensus

Die Entwicklung der méannlichen Gonaden beginnt ab etwa der 5.Woche post
conceptionem (p.c.) mit dem Einwandern der mannlichen Urkeimzellen in die
Gonadenleiste ventromedial der fetalen Urniere. Das diese tiberziehende Coelomepithel
(= "Keimepithel") beginnt darauthin zu proliferieren und die Hoden entwickeln sich
dann zunéchst auf der Oberfliche der Urniere. Ab etwa der 7.Woche p.c. 16st sich
jedoch diese enge Verbindung durch Regression der Urniere (42). Dabei bleiben Reste
der Urniere mit dem Hoden verbunden und als kraniales und kaudales

Gonadenldngsband erhalten (31)(26).

Das kaudale Gonadenlidngsband wird auch als Gubernaculum Testis bezeichnet und
reicht bis in das verdichtete mesenchymale Bindegewebe der Genitalwiilste hinein.
Durch das Wachstum der aus dem Becken heraufgewanderten Metaniere wird der
Hoden nach caudolateral verschoben und das kraniale Versorgungsband 16st sich auf

(31)(40).



Ab etwa der 13. Woche p.c. ist der Hoden nur noch tiber das Gubernaculum mit dem
inneren Leistenring verbunden und verhindert so ein wachstumbedingtes Hochwandern
des Hodens im Abdomen (5). Diese transabdominale Phase des Deszensus ist in der

Regel in der 15. Woche p.c. abgeschlossen (19).

In der inguinoskrotalen Phase von der 25.-35. Woche p.c. erfolgt der Abschluss des
Descensus. Dabei verdickt sich das Gubernaculum durch Wassereinlagerung mit
entsprechender Weitung des inguinoskrotalen Kanales. Die anschlieende Schrumpfung
des Gubernaculums zusammen mit dem intraabdominalen Druck lassen den Hoden

schlieBlich in das sich formende Skrotum gleiten (5).

1.3. Die hormonelle Steuerung

Die Rollen verschiedenster hormoneller Mediatoren auf den Descensus sind noch nicht
abschlieBend geklart. Versuche an Knock-out-Méusen (46) (14) wiesen darauf hin, dass
die Entwicklung und das Wachstum des Gubernaculums wie auch die Auflésung des
cranialen Versorgungsbandes in der transabdominalen Phase maf3geblich von insulin-

like-hormone-3 und seinem Rezeptor LGRS gesteuert wird (1).

Da bei Patienten mit hypogonadotropem Hypogonadismus und Androgeninsensibilitét
der Descensus in der transabdominalen Phase normal verlduft und erst im Inguinalkanal
stagniert, nimmt man an, dass die inguinoscrotale Phase des Descensus androgen-
sensibel ist (8). Ein weiterer Hinweis auf die wichtige Rolle der Androgene in dieser
Phase ist die Tatsache, dass ein Grofiteil der Fille von Hodenhochstand in den ersten
drei Monaten nach der Geburt spontan descendiert. In dieser Phase ist der Spiegel von
Gonadotropinen im Rahmen einer sogenannten ,,Mini-Pubertit™ besonders erhoht
(2)(45). Das dabei ausgeschiittete luteinisierende Hormon (LH) regt die

Testosteronproduktion der Leydigzellen an.

Die Testosteronproduktion der fetalen Leydigzellen beginnt unter dem maternalen
Schwangerschaftshormon humanes Choriongonadotropin (hCG ) bereits sehr friih, ab
der 14.Schwangerschaftswoche (18). Allerdings scheint das fetal gebildete LH das

miitterliche hCG im Laufe der Schwangerschaft in seiner Wirkung abzul6sen. Als



Hinweis auf diese Hypothese kann die Tatsache angenommen werden, dass
hypogonadotrope Feten oft trotz normaler hCG-Spiegel einen Kryptorchismus
entwickeln (33). Eine plausible Erklarung hierfiir ist vor allem der bei diesen Kindern

fehlende Einfluss des endogen gebildeten LH’s auf den Descensus des Hodens.

Interessant ist in dieser Hinsicht auch die neu entdeckte Variante des luteinisierenden
Hormons: Variant-LH (V-LH). Diese Hormonvariante zeigt auf Grund zweier
Punktmutationen in der B-Untereinheit deutlich verédnderte Eigenschaften (28). Zum
einen besitzt das V-LH eine erhohte hormonale Aktivitdt, zum anderen jedoch eine
deutlich kiirzere Halbwertszeit als der Wildtyp. Dies resultiert insgesamt in einer
erniedrigten biologischen Aktivitdt des V-LH (23). Durch Untersuchungen an
Neugeborenen konnte gezeigt werden, dass die Privalenz von V-LH bei Jungen mit
Hodenhochstand umso hoher ist, je langer die Schwangerschaft gedauert hat (20). Auch
dies wird mit dem steigenden LH-Einfluss auf den Descensus in der spiten

Schwangerschaft erklart:

Ist der Descensus in der ersten Schwangerschaftshilfte unter hCG verspitet, so kann er
normalerweise in der 2. Hilfte unter endogener LH-Wirkung wieder aufgeholt werden.
Ist die LH-Aktivitét jedoch, wie beim V-LH reduziert, reicht dieser Stimulus nicht mehr
zum Descensus aus.

Auffillig ist auch, dass Patienten mit Maldescensus trotz normaler Testosteronwerte
deutlich erhohte LH-Spiegel aufweisen (38). Dies deutet auf eine zumindest milde
Leydig-Zell-Dysfunktion hin, in deren Zusammenhang vermehrt luteinisierendes

Hormon gebildet werden muss, um normale Testosteronspiegel zu erreichen.

Subsummiert man diese Erkenntnisse, so wird deutlich dass man in der Erforschung der
inguinoskrotalen Phase des Maldescensus testis durchaus eine Stérung auf LH oder LH-

Rezeptor-Ebene ins Auge fassen sollte.

1.3.1. Das luteinisierende Hormon LH

Das luteinisierende Hormon (LH) entstammt der Gruppe der Gonadotropine. Hierzu

gehoren neben LH auch noch das follikelstimulierende Hormon (FSH), das humane



Choriongonadotropin (hCG) und strukturell auch das thyreoideastimulierende Hormon
(TSH) welches jedoch nicht-gonadotrop wirkt. Die Hormone dieser Gruppe setzen sich
aus je zwei Untereinheiten o und B zusammen. Dabei bildet die a-Untereinheit das bei
allen vier Hormonen gleiche Grundgeriist. Die B-Untereinheit ist hingegen fiir jedes

Hormon absolut spezifisch und verantwortlich fiir die entsprechende Wirkung (27).

LH wird im vorderen Hypophysenlappen, der Adenohypophyse synthetisiert und in

Granula gespeichert.

1.3.2. Die Hypothalamus-Hypophysen-Achse

Die Freisetzung des LH wird pulsatil durch das in den Neuronen des Hypothalamus
gebildete Dekapeptid Gonadotropinfreisetzendes Hormon (GnRH) stimuliert. Dieses
wirkt tiber das Pfortadersystem auf die Adenohypohyse ein und bewirkt die
Ausschiittung der gespeicherten Granula in den Blutkreislauf (27).

Das luteinisierende Hormon entfaltet seine Wirkung an den interstitiell liegenden
Leydig-Zellen der ménnlichen Gonaden und regt diese zur Testosteronproduktion an.
Gleichzeitig ist die Testosteronproduktion iiber einen negativen
Riickkopplungsmechanismus mit der GnRH-Sekretion des Hypothalamus verbunden.
Wird iiber die Leydig-Zellen zu viel Testosteron gebildet, fahrt der Hypothalamus die
Stimulation der Adenohypophyse zuriick und mindert so indirekt auch die Stimulation
der Leydig-Zellen.

Wird jedoch zu wenig Testosteron gebildet, so bewirkt dies wiederum eine vermehrte
Ausschiittung von GnRH im Hypothalamus, eine erhohte LH-Sekretion und somit eine
Erhohung des Testosteronspiegels. Durch diesen sensiblen Regelkreislauf bleibt die

Ausschiittung von LH und Testosteron immer im Gleichgewicht (6).

1.3.3. Der LH-Rezeptor (LHCGR) und Exon 6a

Der LH/hCG-Rezeptor gehort zusammen mit dem FSH und TRH-Rezeptor in die
Familie der Glykoprotein-Hormonrezeptoren. Die Glykoprotein-Hormonrezeptoren sind

in der Gruppe der G-Protein (Guaninnukleotid-bindendes-Protein) vermittelten



Rezeptoren eine Besonderheit, da sie liber eine besonders groe extrazellulire Doméne

verfiigen und auch mit entsprechend groflen Liganden interagieren (35).

Die genetische Information fiir den LHCGR ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 2
(2p21) lokalisiert und enthilt nach fritheren Studien 11 Exons die durch 10 Introns
voneinander getrennt sind. Neueste Untersuchungen an Gewebe von Macaca
fascicularis (Langschwanzmakak) und menschlichen Gewebeproben zeigen jedoch die
Existenz eines bisher unbeschriebenen Exons, welches in Intron 6, also zwischen Exon
6 und 7 gelegen ist (22). Dieses wurde mittels Exon Trap Experimenten als
eigenstindiges, sich Exon 6 anschlieendes Exon beschrieben und Exon 6a getauft.
Diese Entdeckung dieses primatenspezifischen zusitzlichen Exons definiert die
genomische Organisation des LHCGR-Gens neu. Folglich muss nun von 12 Exons und

10 Introns des humanen LHCGR ausgegangen werden (22).

Die Exons 1 bis 10 sind mit einer Grof3e von 69 bis 186 Basenpaaren (bp) bzw. 300 bp
(Exon 6a) relativ kurz, wohingegen sich das Exon 11 mit 2022 bp deutlich von den
anderen Exons abhebt (35). Die ersten 10 Exons kodieren fiir die grofe extrazellulédre
Domaéne des Rezeptors. Durch Versuche mit Chiméren aus FSH und LH-Rezeptoren
welche die LHCGR-extrazelluldre Doméne sowie die FSH-R transmembranére und
intrazellulire Doméne enthielten, konnte gezeigt werden, dass der extrazelluldre Teil

des Rezeptors spezifisch fiir die Hormonwirkung ist (10).

Die Bedeutung des neuentdeckten Exon 6a konnte bisher noch nicht geklart werden.
Bisherige Uberlegungen lassen eine Rolle des Exons 6a in der Modulation der

Rezeptoraffinitit bzw. in der Modulation von LH/hCG Aktion vermuten (22).

Das grof3e Exon 11 kodiert sowohl fiir einen kleinen c-terminalen Teil der
extrazelluldren Doméne als auch fiir die gesamte, die Zellwand 7-fach durchspannende
transmembrane Doméne und den kleinen intrazelluldren Teil des Rezeptors (4, 35).
Diese auffillige Struktur des Rezeptors ldsst, auch im Hinblick auf die anderen G-
Protein-vermittelten Rezeptoren, welche nur einen kleinen extrazelluldren Anteil

besitzen, vermuten dass der LHCGR aus einer Fusion zweier Proteine hervorgegangen



ist. Dabei verband sich das Gen eines leucinreichem, ligandenbindenden Proteins (Exon
1-10) mit einem intronlosen Gen (Exon 11), welches ein membranér gebundenes G-

Protein-vermittelndes Protein kodierte (35).

Der LHCGR entsteht schlieBlich in einem Reifungsprozess aus einem Vorldufermolekiil
und besteht aus einer Polypeptidkette mit 674 Aminosdureresten mit einem

Molekulargewicht von 85-95 kDa (4).

1.3.3.1. Die Signaliibertragung

Der LHCGR wird beim Mann vor allem auf der Oberfldche der Leydigzellen
exprimiert. Bindet nun LH oder hCG an seine Oberflache erfolgt zunéchst eine
Konformationsdnderung, die zu einer Aktivierung eines G-Proteins fiihrt. Dieses
aktiviert seinerseits eine membrangebundene Adenylatcyclase welche daraufthin
beginnt, aus ATP (Adenosintriphosphat) cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP)
herzustellen. cAMP wirkt dann als Botenstoff auf die Proteinkinase A ein, welche
wiederum Transkriptionsfaktoren durch Phosphorylierung aktiviert. Die aktivierten
Transkriptionsfaktoren veranlassen daraufthin die Transkription steroidbildender
Enzyme worauf die Testosteronproduktion in den Leydigzellen beginnt. Neben dem
cAMP vermittelten Weg sind mittlerweile noch weitere Signaliibertragungswege iiber
den LHCGR bekannt, man geht jedoch davon aus, dass sie im Gegensatz zu ersterem

eine untergeordnete Rolle in der Steroidsynthese spielen (4).

1.3.3.2. Die zentrale Funktion der extrazellulire Domiine

Die Bindung des Liganden an die extrazellulire Domine stellt daher den ersten
wichtigen Schritt in der Signaliibertragung an der Leydig-Zelle dar. Es zeigte sich in
Experimenten, dass vor allem die Exons 1-8 fiir die Hormonbindung wichtig sind.
Hierfiir wurde das C’-Ende der extrazelluliren Doméne Exon um Exon verkiirzt und
daraufhin die jeweilige Bindungsaffinitdt zu hCG getestet. Es zeigte sich, dass die
Bindungsaffinitét der verkiirzten extrazelluldaren Doménen dabei zwar deutlich
zuriickging, dass jedoch selbst sehr kurze Stiicke aus Exon 1 und 2 noch in der Lage
waren, hCG zu binden. Beispielsweise beobachtete man bei einer Reduktion auf Exon

1-9 nur einen ca 10-fachen Riickgang der Bindungsfreudigkeit im Gegensatz zum



Wildtyp, bei einer Reduktion auf Exon 1-6 konnte man einen 150-fachen Riickgang der
Affinitat feststellen (4, 17).

Weiterhin zeigte sich, dass besonders die Bereiche um die Bindungen zwischen Exon 1
und 2, Exon 4 und 5, Exon 6 und 7 sowie zwischen Exon 9 und 10 wichtige Elemente
der Affinitédt des Rezeptors zum Hormon sind. Verdnderungen in diesen Bereichen

wirkten sich besonders stark auf die Bindungsfreudigkeit des LHR aus (17).

1.4. Die Rolle der Polymorphismen

Das Wort ,,Polymorphismus* ist abgeleitet aus dem Griechischen und heif3t tibersetzt:
Vielgestaltigkeit. Polymorphismen bezeichnen Genvarianten in einer Population. Die
héufigsten Polymorphismen sind Singlenukleotidpolymorphismen (SNP) bei denen es
nur zum Austausch eines Nukleotids im DNA-Strang kommt. Je nachdem an welcher
Stelle des Leserasters der SNP liegt kann es dadurch zu dem Austausch einer
Aminosédure und damit auch zu einer Proteinverdnderung kommen. Hierdurch kénnen

verschiedenste Funktionen im Koérper beeinflusst werden.

Nach der SNP-Datenbank des ,,National Center for Biotechnology Information® sind
auf dem humanen LHCGR-Gen 310 Polymorphismen bekannt. Nur 4 dieser

Polymorphismen sind in Exons gelegen und nonsynomym.

Der auf Exon 11 gelegene SNP rs13006488 tauscht an Aminosdurenposition 661 ein
Serin in ein Prolin aber seine Frequenz ist als sehr gering einzustufen, da sie in HapMap
Collection mit 0.00 angegeben wird (36).

Es wurde jedoch gezeigt, dass die extrazelluldare Doméne durch die 3 anderen, in ihren
Exons liegenden Polymorphismen bzw SNPs, in ihren Eigenschaften verédndert werden

kann.

So fiihrt der in einem Signalpeptid des Exon 1 liegende Polymorphismus rs 4539842
durch eine Insertion von 6 Basenpaaren an Position 55-60 zu einer Aktivitdtserh6hung
und Erhéhung der Membranexpression des LHCGR (32). Der dadurch sekundér erhohte

Ostrogenspiegel ist ursichlich fiir ein jiingeres Erkrankungsalter und verschlechtertes



Langzeitiiberleben von Brustkrebspatientinnen (31). Ahnliches konnte zu den beiden
SNPs auf Exon 10 festgestellt werden, welche jeweils an Aminosdurenposition 291 und
312 zu einem Austausch von Asparagin zu Serin fithren. Hierbei konnte zumindest bei
SNP N312S eine Verbindung zu erh6htem Brustkrebsrisiko der Alleltrigerinnen
gezogen werden, doch auch bei SNP N291S zeigte sich zumindest in vitro eine

Erhohung der Rezeptorsensitivitit (30).

Auf dem neu entdeckten Exon 6a des LH-Rezeptors sind bisher 3 SNPs bekannt. Damit
liegen bereits 7 Polymorphismen in kodierenden Bereichen des LHCGR-Gens.

Es ist moglich, dass auch die Polymorphismen auf Exon 6a konformierend auf

Eigenschaften des LHCGR wirken.

1.5. Zielsetzung und Aufgabe:

Auf diese Uberlegungen aufbauend ist das Ziel dieser Studie die Untersuchung der
Frage, ob der Einfluss des LH-Rezeptors auf den Descensus der mannlichen Gonaden
einer Modulation durch 3 bekannte Polymorphismen auf dem neuentdeckten Exon 6a
unterliegt. Weiterhin wurde Exon 6a auf das Vorhandensein eventueller ursidchlicher
Mutationen gescreent. Zusétzlich wurde untersucht, ob Verteilungsmuster der
Polymorphismen in Zusammenhang mit dem Hormonstatus oder Phianotypus der
Alleltrager stehen. Um eine moglichst hohe Aussagekraft und Spezifitit der Ergebnisse
zu erreichen, wurden als Studienkollektiv weitgehend gesunde Patienten mit schweren
Formen von Maldescensus testis untersucht. Patienten mit schwerwiegenden

Vorerkrankungen wurden von der Studie ausgeschlossen.



2. Methoden

2.1. Patienten und Kontrollen

Im Institut fir Reproduktionsmedizin (IRM) der WWU Miinster erfolgte eine
retrospektive Fall-Kontroll-Studie an 278 Patienten mit Hodenhochstand, welche das

Institut im Rahmen der Fertilitétssprechstunde konsultierten.

Zunéchst wurden mit Hilfe der hauseigenen Datenbank Androbase 665 Patienten mit
vermutetem oder gesichertem Maldescensus testis identifiziert. Die gesammelten
klinischen Daten, als auch Hormon und Samenanalysen, wurden in die Datenbank
eingegeben. Von 568 Patienten war im Labor des Instituts fiir Reproduktionsmedizin
asserviertes Blut vorhanden. Aus dieser Kohorte konnten 278 Patienten als

Studienteilnehmer ausgewéhlt werden (s.u.).

290 Patienten wurde nicht in die Studie eingeschlossen. Ausschlusskriterien waren
minderschwere Fille von Maldescensus, welche auf hCG-Therapie ansprachen ( 37
Patienten), ebenso wurden Patienten mit Spontandescensus (18 Patienten) sowie
Patienten mit fraglichem bzw. unbekannt behobenem Hodenhochstand (40 Patienten)
nicht eingeschlossen. Auch Patienten mit beidseitiger Ablatio testis bzw. Orchidopexie
mit anschlieBender beidseitiger Ablatio testis (20 Patienten) wurden nicht
beriicksichtigt. Diese Auswahl diente zunédchst der Selektion von anamnestisch
sicheren, schweren Fillen von Hodenhochstand mit verfiigbaren Hormon und
Samenanalysen. Um eine Verfidlschung der Untersuchungsergebnisse durch eventuell
mitbestehende schwerwiegende, fertilititsbeeinflussende Erkrankungen zu vermeiden,
wurden zudem weitere 77 Patienten ausgeschlossen: 15 dieser Patienten litten an
Klinefelter-Syndrom, 17 Patienten waren an einem Hodentumor erkrankt, 4 Patienten
hatten sich einer Vasektomie unterzogen, bei 7 Patienten bestand ein Lymphom, 8
Patienten litten unter sekundédrem Hypogonadismus, bei 6 Patienten bestand eine
chromosomale Aberration sowie bei weiteren 20 Patienten andere entsprechende

Erkrankungen.

10



Die fiir unsere Studie ausgewéhlte Kohorte von 278 Ménnern mit sicher
nachgewiesenem Maldescensus testis setzte sich wie folgt zusammen: 26 Patienten
waren von noch bestehendem Hodenhochstand betroffen (8 beidseitig, 11 einseitig
rechts, 7 einseitig links), 215 Patienten waren zuvor erfolgreich mitels Orchidopexie
therapiert worden (85 beidseitig, 65 einseitig rechts, 49 einseitig links und 16
unbekannt), 37 Patienten waren zuvor mit hCG-Therapie und Orchidopexie behandelt
worden ( 22 beidseitig, 8 einseitig rechts, 4 einseitig links und 3 unbekannt). Bei 14 der

Patienten wurde zuvor eine einseitige Orchiektomie durchgefiihrt.

Die Kontrollgruppe wurde, um eine Selektions-Bias zu vermeiden, ebenfalls aus
Patienten der Fertilitétssprechstunde ausgewdhlt. Mit Hilfe von Androbase wurden 277
Patienten ausgewéhlt die sich von den Fillen nur in der Absenz eines

Hodenhochstandes unterschieden (n=277, gematchte Kontrolle).

Ein eigens als Erweiterung von Androbase geschriebenes Programm suchte
systematisch nach zu den Fillen passenden Kontrollen. Dabei wurden folgende
Kriterien angelegt: Vorhandensein gleicher klinischer Symptome ( z.B. Varikozelen,
Torsionen, etc) und entsprechender Wertbereich in der Spermienkonzentration . Dabei
konnte der Wert der Kontrolle bei Spermienkonzentrationen zwischen 0,1 und
1x10*6/ml, +- 100% des Fallwertes betragen, also einem Fall mit 0,8x10*6/ml wurde
somit beispielsweise eine Kontrolle zwischen 0,0 und 1,6 x 10*6/ml zugeordnet; Fillen
mit Spermienkonzentrationen von 1 bis 5x 10*6/ml wurden Kontrollen +-50% des
Fallwertes zugeordnet, also beispielsweise einem Fall mit 3x10*6/ml eine Kontrolle
zwischen 1,5 und 4,5 x10*6/ml zugeordnet; Féllen zwischen 5 und 50x 10*6/ml wurden
Kontrollen mit Werten +- 10% des Fallwertes zugeordnet; +- 15% des Fallwertes
wurde Kontrollen von Féllen mit Werten zwischen 50 und 100x10*6/ml zugeordnet; +-

20% des Fallwertes bei Fillen mit Werten tiber 100x10*6/ml .

Diese Verteilung korreliert stark zu dem Verteilungskoeffizienten in der
Spermienkonzentration der gesamten in Androbase von 1976-2007 gesammelten
Patientenkohorte (iiber 18.000 Patienten). Kein Spermienkonzentrationsbereich wurde

fiir Azoospermie sowie fiir Patienten mit Werten unter 0,1x10*6/ml vergeben. Die
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Kontrollpersonen wurden iiber Vergabe von Zufallsnummern aus allen verfiigbaren

Patienten mit kompletten klinischen Akten ausgewihlt

Da Patienten mit Hodenhochstand ebenfalls an anderen Erkrankungen wie Varikozelen,
Infektionen, Torsionen etc. leiden konnen, welche einen negativen Einfluss auf
endokrinologische und klinische Parameter ausiiben, wurde eine weitere Kontrollgruppe
erhoben. Diese Gruppe (n=271; gesunde Kontrolle) konsultierte das Institut ebenfalls im
Rahmen der Kinderwunschsprechstunde, besal3 jedoch keinerlei andrologischen
Symptome bei normalen Ejakulatparametern nach den jeweils giiltigen WHO

Richtlinien (44).

Alle Patienten gaben nach Aufkldrung ihr schriftliches Einverstindnis zur genetischen
Analyse der von ihnen entnommenen Blutproben. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultédt der Universitdr Miinster genehmigt und

wird unter der Ethikvotumsnummer 4INie gefiihrt.

2.2. Klinische Parameter

Alle Studienteilnehmer wurden einer vollstandigen klinischen Untersuchung
unterzogen. Die ultrasonographische Untersuchung des Skrotalinhaltes wurde mit einem
7,5 Mhz Konvexschallkopf (Ultrasound Scanner Type 2002 ADI, BK Medical,
Gentofte, Ddnemark) durchgefiihrt. Das Hodenvolumen wurde unter zu Hilfenahme der

Ellipsoid-Methode berechnet (7).

Weiterhin wurde in einem Anamnesegesprach das Vorhandensein von
Vorerkrankungen, besonders im Genitalbereich, Stoffwechselerkrankungen,
Medikamenteneinnahme sowie Verletzungen und Infektionskrankheiten ermittelt.
Weitere Anamnesedaten waren Zigaretten- und Alkoholkonsum, Umfang sportlicher
Aktivitdten, einwirkende sonstige Noxen, Korpergewicht, Korpergrof3e und Body Mass

Index (BMI).

Die Bestimmung der Spermiogramme erfolgte nach den giiltigen Richtlinien der

WHO(44).
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Die Ermittlung der Spermienkonzentration erfolgte anhand unbeweglicher
Spermatozoen in der Neubauer improved Zihlkammer um eine Mehrfachzéhlung zu
vermeiden. Hierzu wurde eine kleine Menge Ejakulat mit 10%iger NaCl-Losung
verdiinnt. Bei normalwertigen Spermatozoenkonzentrationen erfolgte die Verdiinnung
in der Regel im Mischungsverhéltnis 1:20, bei niedrigen Spermatozoenkonzentrationen
musste eine geringere Verdiinnung von 1:10 gewéhlt werden. AnschlieBend wurde ein
Tropfen (10-20 pl) des verdiinnten Ejakulates in die Zdhlkammern gegeben und nach 5
Minuten im Phasenkontrastmikroskop bei 400facher VergroBerung gezihlt. Die
ermittelte Spermienanzahl wurde nun durch das in die Zéhlkammer gegebene
Ejakulatvolumen dividiert und in Millionen Spermatozoen pro Mililiter angegeben.
Durch Multiplikation der so errechneten Spermienkonzentration mit dem
Gesamtvolumen des Ejakulates wurde die Gesamtzahl an Spermien im Ejakulat
ermittelt. Ein normalwertiges Spermiogramm sollte eine Spermienkonzentration von

20x10*6 Spermatozoen/ml bzw eine Gesamtzahl von 40x10*6 Spermatozoen erreichen.

Die Bestimmung der Spermatozoenmotilitét erfolgte auf einer Warmeplatte bei 37°C.
Es wurde ein definiertes Ejakulatvolumen von 10 pl auf einen Objekttriager gegeben
und mit einem Deckgldschen bedeckt. Hierdurch entstand ein gleichméBiger Film von
ca. 20 um Dicke der bei 400facher Vergroferung unter dem Phasenkontrastmikroskop
untersucht wurde. Hierzu wurde die Vorwértsbeweglichkeit von 2x100 Spermatozoen
bestimmt und der Mittelwert errechnet. Je nach Vorwirtsbeweglichkeit erfolgte dann
die Einteilung in schnell progressive Motilitdt, langsam progressive Motilitét, nicht
progressive Motilitdt oder Immotilitdt. Ein normalwertiges Spermiogramm sollte
mindestens 50 % schnell und langsam progressive bzw mindestens 25% schnell

progressive Spermatozoen enthalten.

Die Beurteilung der Spermienmorphologie erfolgte mittels eines nach Papanicolau
angefiarbten Ejakulatausstriches unter dem Phasenkontrastmikroskop bei 1000facher
VergroBerung. Hierbei wurden mindestens 100-200 Spermatozoen betrachtet.
Morphologische Auftilligkeiten wurden nach Verdanderungen des Spermatozoenkopfes,
Mittelstiickdefekten und Flagellumdefekten unterschieden. Die aktuellen WHO-

Kriterien enthalten keinen giiltigen Grenzwert fiir die Spermienmorphologie.(44)
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Die Samenanalyse des Labors im Institut fiir Reproduktionsmedizin unterliegt einer

konstanten internen und externen Qualitdtskontrolle (QuaDeGA).

Die Bestimmung der Serumkonzentrationen von LH, FSH und SHBG erfolgte mittels
Immunfluoreszierender Assays (Autodelfia, Perkin Elmer, Freiburg, Germany). Das
Serumtestosteron wurde mittels eines kommerziell erworbenen Enzym Immuno Assay
(DRG Instruments, Marburg, Deutschland) bestimmt. Der Gehalt an freiem Testosteron
wurde aus dem Gesamt-Testosteron und der SHBG-Konzentration errechnet. Die Werte
von Gesamt-LH und Gesamt-Testosteron wurden iiber Multiplikation in den Androgen
Sensitivitéts Index (ADI) umgerechnet. Die externen Qualitdtskontrollen fiir
Hormonanalysen am IRM folgen der Deutschen Gesellschaft fiir Chemie e.V. Die

Hormonassays unterstehen fortwédhrender interner Qualitdtskontrolle.

2.3. DNA-Isolation und Analyse

2.3.1. Extraktion

Die DNA Extraktion erfolgte aus EDTA-Blutproben im Zentrallabor der
Universitétsklinik mittels Biorobot EZ1 DSP (Qiagen, Diisseldorf, Germany).

2.3.2. Polymerase-Kettenreaktion

Das zu untersuchende Exon 6a wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

amplifiziert.

Der Reaktionsansatz (50p] Gesamtvolumen) setzte sich aus folgenden Komponenten

zusammen:

- Sul genomische DNA
- 1ul Exon 6a 150 fw Primer

14



- 1ul Exon 6a 150 rev Primer

- 2ul Desoxyribonukleotid Triphosphat 1mM (dNTP)

- Sul Puffer 10x (20 nmol/l Tris-HCI (pH 8,3), 50 nmol/l KCI, 0,01 %
Gelatine, 2 nmol/l MgClI2, 0,2 mmol/l desoxy-NTPs)

- 0,4ul Tag-Polymerase (Promega Corp., Heidelberg, Deutschland)

- 25,6ul Aqua bidestillata (A.bidest.)

folgende Primer wurden verwandt:

Exon 6a 150 fw:
5’- CCG CTC CAG CCT GCC CTC CTC GGC CTC CCA AAG -3’

Exon 6a 150 rev:
5’- CGC GGA TCC CTT TAT AAG CAG CCG GTA GAGCTG -3’

Die PCR wurde im Robocycler Gradient 96 (Stratagene, Cedar Creek, Texas, USA)
durchgefiihrt. Nach initialer Inkubation bei 94 °C iiber 2 min erfolgte in 35 PCR-Zyklen
die Denaturierung bei 94°C fiir 50 Sekunden, Annealing bei 65°C iiber 50 Sekunden
und Extension bei 72°C fiir 90 Sekunden. Der letzte Extensionsschritt betrug 10

Minuten mit anschlieBender Abkiithlungsphase von 10 Minuten bei 6°C.

2.3.3. Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen.

Das Prinzip der Gelelektrophorese ist die Auftrennung der DNA-Fragmente in einem
elektrischen Feld. Die durch ihre Phosphatgruppen negativ geladene DNA wandert von
der Kathode zur Anode. Dabei besitzen unterschiedliche DNA-Fragmente abhéngig von
GroBe und Ladung verschiedene Wanderungseigenschaften. Das Agarosegel besitzt
zudem eine maschenartige Struktur, welche durch den Gehalt an Agarose in ihrer Grof3e
beeinflussbar ist. Daher wird die Zusammensetzung des Gels auf das PCR Produkt

abgestimmt.

Um eine optimale Wanderungsmatrix fiir das hergestellte Fragment von ca. 300 bp zu

erzeugen, wurde ein 1,5 %iges Agarosegel gegossen.
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Dafiir wurden 50 ml 1x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) bestehend aus 40 mM
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, 1 mM Ethylendiamintetraessigsédure-Na2-Salz, 40
mM Essigdure mit 0,75 g Agarose versetzt und solange aufgekocht, bis die Agarose
komplett gelost war. Nach Abkiihlen der Losung wurde ca. Sul Ethidiumbromid
beigemengt. Die Losung wurde nun in ein mit Kamm versehenes Gelelektrophoresebett
gegeben. Der Kamm wurde nach Aushirtung des Gels entfernt, und das Gel in eine
Gelelektrophoresekammer (Biometra, Gottingen, Deutschland) mit 1x TAE-Puffer
gegeben. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mit 6x Orange-G-Dye (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) versetzt und zusammen mit einem Marker und einer

Leerprobe (A.bidest) aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 80-110 Volt (Spannungsquelle
NBS Koch Light). Um die Banden nach der Gelelektrophorese sichtbar zu machen,
wurde das Gel mit UV-Licht der Wellenldnge 312nm bestrahlt
(Geldokumentationsgerit Multilmage Light Cabinet, Alpha Innotech, Randburg, South
Africa)). Das Ethidiumbromid wird hierdurch angeregt und strahlt bei Ubergang in
einen niedrigeren Energiezustand orangefarbenes Licht ab. Die Banden im Gel kénnen

somit detektiert werden.

Produkte mit diffuser Bandenauspragung wurden mit einem sterilen Skalpell unter einer
UV-Lampe aus einem erneut hergestellten Agarosegel ausgeschnitten und anschlieBend
mit Hilfe des High Pure PCR Produkt Purification Kits (Roche, Mannheim,
Deutschland) nach Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die Produkte mit starker

Bandenfiarbung im Bereich um 300 bp konnten direkt aufgereinigt werden.

2.3.4. Sequenzierung

Die Sequenzierung nach Sanger beruht auf der Kettenabbruchmethode. Hierbei werden
mit Fluoreszenz-Farbstoffen markierte Didesoxynukleosidtriphosphate eingesetzt,
welche keine 3’-OH-Gruppe besitzen. Dadurch entstehen bei der Amplifikation
Fragmente verschiedener Lénge. Diese Kettenabbruchprodukte werden mittels

Kapillarelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe eines Lasers zur Fluoreszenz angeregt.
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Beim Austreten aus der Kapillare kann so durch die verschiedenen Fluoreszenzsignale

der vier Farbstoffe die Basensequenz ermittelt werden.

Der Ansatz zur Sequenzierung (Gesamtvolumen 10pul) setzte sich aus folgenden

Komponenten zusammen:

- 1ul Big Dye 3.1 (Applied Biosystems,Darmstadt )

- 2ul Sequencing Buffer (5x) (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland)

- 1,5ul Primer (1pmol)

- 1ul DNA

- 4,5ul A.bidest

Die Reaktion erfolgte in 96-Well Platten mittels Robocycler Gradient 96 (Stratagene,
Cedar Creek, Texas, USA). Zunidchst wurde der Ansatz bei 96°C fiir 4 Minuten
inkubiert. Danach folgten 35 Zyklen bestehend aus Denaturierung bei 96°C fiir 20
Sekunden, Annealing bei 50°C fiir 10 Sekunden und Extension bei 60°C fiir 2 Minuten.
Dann wurden die Proben bei 6°C fiir 10 Minuten heruntergekiihlt.

Abschlieflend erfolgte die Sequenzierung der Proben im Zentrallabor des
Universitéitsklinikums Miinster mit Hilfe des ABI 3730 (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland).

Die Sequenzen wurden mit Hilfe des Programmes Sequencher 4.0 (Gene Codes

Corporation Inc., Ann Arbor, MI, USA) auf mogliche Mutationen untersucht und die
SNP’s in Androbase notiert.
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2.3.5. Real-time PCR

Die Kontrollen der gesunden Probanden (n=271) und der gematchten Patienten (n=277)
wurden mittels Allelic Discrimination und Real Time PCR auf die Verteilung der SNP’s

untersucht.

Hierbei wird wéhrend der PCR-Reaktion mittels iiber den Reaktionsgefif3en
befindlichen optischen Fasern die Signalstdrke fluoreszierender Sonden gemessen.
Diese spezifischen Sonden lagern sich wihrend der Reaktion an die komplementére
Zielsequenz der cDNA an. Dabei liegt ihre Zielsequenz zwischen den Bindungsstellen
des reverse und forward Primers. Die Sonden sind zudem an beiden Enden mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. VIC und FAM) bestiickt.

Der Farbstoff am 5’Ende nennt sich ,,reporter , seine Fluoreszenz wird durch den am
3’Ende befindlichen ,,quencher unterdriickt. Trennt nun die Tag-Polymerase im Zuge
der Elongation die Sonde vom komplementiren Fragment ab, wird die Sonde dadurch
zerteilt. Dies fiihrt zu einer deutlich erhohten Fluoreszenzintensitét des reporters. Diese
Fluoreszenz kann bereits wahrend der Reaktion gemessen werden. Gibt man nun zwei,
zu dem jeweiligen Allel komplementidre Sonden mit jeweils spezifischen
Fluoreszenzfarbstoffen in die Reaktion, sind drei Reaktionsmoglichkeiten vorhanden.
Wenn beide Sonden binden ist die Farbintensitit beider Fluorochrome dhnlich und von
einem Heterozygoten SNP auszugehen. Bindet jedoch nur eine Sonde, ist die
Fluoreszenz eines Farbstoffes hervorgehoben und der SNP ist homozygot auf das

jeweilige Allel.

Fiir die Reaktion (20 ul Gesamtvolumen) wurden folgende Komponenten pipettiert:

- 0,5 ul Taqg Man Universal Mastermix (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland)

- 0,5 ul Assay-Mix (40x) bestehend aus den Primern und den jeweiligen
Sonden (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)

- 4,5 ul A.bidest.

- 5 ul DNA
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folgende Primer mit entsprechenden Sonden (Kleinbuchstaben markieren die SNP

Position) wurden verwandt:

SNP ¢.5994>G (S196N) (rs 4637173)

LHR 6A 196 fw:
5’-GGCAATAAAGGAGCTCACCCTTAAA-3’
LHR 6A 196 rev:
S’CTCTTCTTTTGCTTCACATCTATCTCTTCA-3’
LHR 6A 196 (VIC-markiert):
5’-TTCCAATCCaTGTTTTC-3’

LHR 6A 196 (FAM-markiert):
5’-CAATCCgTGTTTTC-3’

SNP c.6534>G (S117N) (rs 4490239)

LHR 6A 241-117 fw:
5’-GGATTGGAATGACTCTGAAATGAAGAGA-3’
LHR 6A 241-117 rev:
5’-GCACCAAGGATACCAATTTTTAGAATCCA-3’
LHR 6A 241-117 (VIC-markiert):
5’-AAAAGAAGAGATCaTCTCAG-3’

LHR 6A 241-117 (FAM-markiert):
5’-AAAAGAAGAGATCgTCTCAG-3’

SNP c.748T>G (S212N) (bisher keine Datenbanknummer vergeben)
LHR 6A 334-212 fw:

5’-GGTGCACTGCCTTTGTATAGTACTT-3"

LHR 6A 334-212 rev:
5’-TGGTCACAGCTTTGTAACATGACAA-3’

LHR 6A 334-212 (VIC-markiert):
5-TTGTGTAGATGTAALTTTA-3’

LHR 6A 334-212 (FAM-markiert):
5-TTTGTGTAGATGTAAZTTTA-3’
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Die PCR und Allelic Discrimination erfolgte mittels ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Das
Temperaturprofil fiir die PCR-Reaktion setzte sich folgendermaBBen zusammen:
Zunichst Anlagerung der Sonden bei 50°C fiir eine Minute, dann Denaturierung bei
95°C tiber 15 Minuten und schlieBlich 35 Zyklen von 95°C fiir 15 Sekunden gefolgt von
60°C tiber 1 Minute. Die Allelic Discrimination erfolgte bei 60°C iiber 1 Minute.

2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der klinischen Daten wurde mit den Programmen
GraphPadPrism version 5.00 fiir Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
oder mit Statistical Program for the Social Sciences (SPSS INC., Version 14.0, Chicago,
IL, USA) durchgefiihrt. Haufigkeitsverteilungen wurden mit dem Chi-Quadrat-Test
untereinander verglichen. Hormonwerte und Samenparameter der Maldescensusgruppe
und der beiden Kontrollen wurden als median und range untereinander per
parameterfeiem Mann-Whitney-Test verglichen. P-Werte unter 0,05 wurden als

statistisch signifikant angesehen.

Alle genetischen Analysen wurden mit Stata/SE (StataCorp LP, version 9.1, College
Station, TX, USA) unter Verwendung spezifischer genetischer Unterprogramme
durchgefiihrt: die Verteilung des Hardy Weinberg Gleichgewichtes wurde mittels
HWSNP getestet. Unterschiede in der Allelhdufigkeit zwischen Fillen und Kontrollen
wurden mittels GENCC analysiert. QTLSNP kam zum Vergleich von Merkmalen
zwischen verschiedenen Genotypen zur Anwendung. Dieses Vorgehen unterstellt ein
kodominantes genetisches Modell um sowohl auf additive, als auch auf multiplikative
Effekte testen zu konnen. Es ist jedoch ebenso moglich, unter Verwendung dieser

Methoden auf dominante und rezessive Modelle zu testen.
Die Haplotypen-Analyse sowie die LD Determination wurden mit Haploview 3.32

durchgefiihrt. Das Programm PHASE Version 2.1 kam zur Bestimmung individueller

Haplotypen zum Einsatz.
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Daten

Der Vergleich der Haufigkeitsverteilungen der klinischen Diagnosen von Patienten mit

Maldescensus testis und gematchten Kontrollen (Tabelle 1a) zeigt keinen signifikanten

Unterschied beider Gruppen. Dies bestitigt die angewandten Kriterien zur Auswahl

einer gematchten Kontrollgruppe, da diese sich von den Féllen wie gewiinscht nur im

Fehlen von Maldescensus testis unterscheidet.

Tabelle 1a: Klinische Diagnosen (in Prozentangabe des Gesamtkollektivs, signifikante

Werte p <0,05 sind fettgedruckt)

gematchte | gesunde
Maldescensus | Kontrollen | Kontrollen
(n=278) (m=277) | (n=271) r
Diagnosen
Maldescensus
(aktuell/Zustand nach) 100 % (278) 0 % (0) 0% (0) [<0.001/nd
Varikozele
(aktuell/Zustand nach) 10.8 % (30) |[11.6% (32)| 0% (0) | 0.776/nd
Infektionen
(aktuell/Zustand nach) 79%22) | 69%(19) | 0% (0) | 0.635/nd
endokrine Erkrankungen
(zB Schilddriise, Nebenniere) 3.6 % (10) 2.9 % (8) 0% (0) | 0.637/nd
Metabolische Erkrankungen
(zB Diabetes) 10.1 % (28) | 13 % (36) 0% (0) | 0.281/nd
Chronische Erkrankungen
(zB Asthma, Bluthochdruck) 5% (14) 4% (11) 0% (0) | 0.545/nd

Der Vergleich der anthropometrischen Daten ist in Tabelle 1b dargestellt und zeigt

einige Auffilligkeiten
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Tabelle 1b: klinische Daten der 3 untersuchten Gruppen [median (range)] signifikante

Werte p <0,05 sind fettgedruckt

gematchte gesunde
Maldescensus Kontrollen Kontrollen
(n =278) (n=277) (n=271) P
Diagnosen
0.374/
Alter |y] 33 (17 - 48) 33 (18 - 58) 34 (20 - 53) <0.001
0.041/
Grofie [cm] 183 (161 -203) | 182 (158 -204) | 181 (157 - 202) 0.033
0.858 /
Gewicht [kg] 85 (47 - 160) 86 (59 - 160) 84 (51 - 138) 0.045
0.132/
BMI [kg/mz] 25.6 (17.7-45.3)126.2(17.7-44.8)|25.4 (17.4-42.3)| 0.201
Hodenvolumen
[Gesamtvolumen <0.001/
in ml] 31(3-116) 39 (6 - 96) 52 (21 - 109) <0.001
<0.001 /
LH [U/1] 4.7 (0.6 - 45.4) 3.7(0.9 - 20.9) 3.0(0.8-8.1) <0.001
<0.001 /
FSH [U/1] 10.2 (0.9-86.2) | 5.75(1.1-67.4) | 3.3(0.6-19.8) <0.001
Testosteron 0.553/
[nmol/l] 14.4(09-40.6) | 144 (2.8-35.3) | 14.8 (5.5-35.4) 0.219
<0.001 /
ASI® 69.2 (8.0-721.9) | 56.4 (8.1 - 336.0) |44.7 (7.1 - 173.5)| <0.001
LH/Testosterone <0.01/
Ratio [U/nmol] |0.32(0.04 - 21.67|0.27 (0.05-1.97)|0.20 (0.05-0.91)| <0.001
0922/
SHBG [nmol/l] 31 (7-281) 31 (10-81) 32 (8 - 86) 0.477
freies
Testosteron 0.836/
[pmol/l] 294 (13 - 1183) 299 (69 - 735) | 308 (137 - 850) 0.111
0.440/
Prolaktin [mU/l] | 186 (58 - 1470) 178 (2 - 2200) 193 (54 - 791) 0.399
Estradiol 0.063/
[pmol/l] 65 (12 - 125) 64 (13 - 264) 65 (15 - 164) 0.817
0.993/
PSA [ng/l] 0.6 (0.2 -2.4) 0.6 (0.2 -3.3) 0.6 (0.2-2.4) 0.833
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Tabelle 1b: klinische Daten der 3 untersuchten Gruppen [median (range)] signifikante

Werte p <0,05 sind fettgedruckt

Maldescensus | gematchte Kontrollen | gesunde Kontrollen

(n=278) (n=277) (n=271) P

Diagnosen
0.883/

Azoospermie 94 (33.8 %) 96 (34.7 %) nd
mit < 0.991/
0.1x10%/ml 23 (8.3 %) 23 (8.3 %) nd
mit >= 0.730/
0.1x10%/ml 151 (54.3 %) 158 (57.0 %) 271 (100.0 %) <0.001
sexuelle 0.002 /
Abstinenz [d] 4(2-28) 4(1-14) 4(1-14) <0.001
Samenkonzent 0.531/
ration [10%ml] | 4.4 (0.1 - 180) 5.0 (0.1 - 189) 51.5 (20 - 313) <0.001
Samenvolume 0.353/
n [ml] 3.8(0.7-12.5) 3.7 (0.8 - 10) 3.4(0.5-12) 0.008
Totale
Spermienzahl 0.580/
[10°] 16 (0.1 - 649) 15 (0.2 -567) 180 (24 - 1872) | <0.001
a+b Motilit:it 0.755/
[%] 42 (1-76) 42.5 (0 - 66) 51 (23 -75) <0.001
normale
Morphologie 0.559/
[%] 10 (0 - 60) 8(0-37) 16 (4 - 39) <0.001

Maldescensus-Patienten zeigen im Vergleich sowohl zu gematchten als auch gesunden

Kontrollen eine leicht hohere Korpergrofle (1,83m vs. 1,82m/1,81m).

Weiterhin ist das Gesamthodenvolumen der Minner mit Maldescensus testis mit

durchschnittlich 31 ml deutlich vermindert. Der Vergleich mit den Kontrollgruppen

zeigt, dass nicht nur die gesunde Kontrolle mit durchschnittlich 52 ml signifikant {iber

dem Wert der Patienten mit Maldescensus liegt, sondern ebenso die gematchte

Kontrollgruppe mit einem Median von 39 ml ein deutlich hoheres

Gesamthodenvolumen besitzt.
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Damit assoziiert ist der signifikant erhohte Spiegel an follikel-stimulierendem Hormon
(FSH) bei Patienten mit Hodenhochstand. Dieser liegt mit 10,2 U/l deutlich iiber den
Werten der Kontrollgruppen von 5,75 (gematchte Gruppe) 3,3 (gesunde Gruppe).
Auftillig ist ebenso der signifikant erhohte Spiegel des luteinisierenden Hormones (LH)
von 4,7 U/l im Vergleich zu beiden Kontrollen.

Damit einhergehend zeigt sich sowohl der Androgen Sensitivitits Index (ASI= Produkt
aus LH und Testosteron) als auch die LH/Testosteron Ratio der Maldescensus-Patienten
deutlich iiber dem Wert der Kontrollen.

Da der Spiegel an freiem und Serum-Testosteron der Maldescensus-Patienten sich nicht
signifikant von den Kontrollgruppen unterscheidet, ist anzunehmen, dass die erhohte
Ausschiittung an LH zur Aufrechterhaltung des normalwertigen Testosteronspiegels

notwendig ist.

Wie bereits in anderen Studien bestitigt, zeigt sich auch in unseren Untersuchungen
eine im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe hochsignifikant verminderte

Samenqualitdt und -quantitit der Hodenhochstand-Patienten.

3.2. Genetische Analysen
3.2.1. Mutationsscreening

Die Mutationsanalyse zeigte keine Mutationen auf Exon 6a bei Patienten mit

Maldescensus testis.

3.2.2. Assoziationsstudie

Alle untersuchten Allele von Exon 6a befinden sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium
(HWE).

Tabelle 2 zeigt die Allelhdufigkeit und die Genotypverteilung der 3 SNP’s in den drei

untersuchten Gruppen.
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Tabelle 2: Allelfrequenz in den 3 untersuchten Gruppen

gematchte gesunde
Maldeszensus | Kontrollen Kontrollen
(n=278) (n=277) (n=271) P

196 Exon 6a (HW-
Test) 0.134 0.385 0,126
C Frequenz 17.1 % (95) 16.8 % (92) | 20.0 % (108)
T Frequenz 82.9 % (461) | 83.2 % (454)| 80.0 % (432) | 0.917/0.214
CC 4,3 % (12) 3,6 % (10) 5,5 % (15)
CT 25,5 % (71) 26 % (72) 28,8 % (78)
TT 70,1 % (195) | 69 % (191) | 65,3 % (177)
CC+CT/TT 0.963 /0.250
CC/CT+TT 0.965/0.502
241 Exon 6a (HW-
Test) 0.134 0.177 0.125
A Frequenz 82.9 % (461) | 84.1 % (466) | 80.1 % (434)
G Frequenz 17.1 % (95) 15.9 % (88) | 19.9 % (108) | 0.291/0.226
AA 70,1 % (195) | 71,8 % (199) | 65,7 % (178)
AG 25,5% (71) | 24,5 % (68) | 28,8 % (78)
GG 4,3 % (12) 3,6 % (10) 5,5 % (15)
AA + AG/ GG 0.670/0.509
AA/ AG+ GG 0.660/ 0.263
334 Exon 6a (HW-
Test) 1.000 0.696 0.359
G Frequenz 37.8 % (210) | 36.1 % (200) | 36.5 % (198)
T Frequenz 62.2 % (346) | 63.9 % (354) | 63.5% (344) | 0.565/0.671
GG 14,4 % (40) 12,3 % (34) 14,8 % (40)
GT 46,8 % (130) | 47,7 % (132) | 43,5 % (118)
TT 38,8 % (108) | 40,1 % (111)| 41,7 % (113)
GG+GT/TT 0.768 / 0.496
GG/GT+TT 0.464 / 0.902

Die Analyse der MAF’s (minor allele frequencies) zeigt keine signifikanten

Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen.

Bei Anwendung des Chi-Quadrat-Tests sind keine signifikanten Unterschiede im Bezug

auf eine dominate oder rezessive Analyse der Allele feststellbar.

Die Analyse der Allelkombinationen zeigt in allen untersuchten Gruppen lediglich das

Vorkommen von 3 Haplotypen: TAT, TAG, CGT. (Tabelle 3)

25




Tabelle 3

Die Haplotypenverteilung in den 3 untersuchten Gruppen (beriicksichtigt wurde nur
eine Hdufigkeit iiber 1%)

gematchte gesunde
Maldeszensus Kontrollen Kontrollen
Haplotyp Exon 6a (n=278) (n=277) (n=271) P
0,467 /
TAT 45,1 % 47,3 % 43,3 % 0,546
0,507/
TAG 37,8 % 35,8 % 36,7 % 0,706
0,590/
CGT 17,1 % 15,9 % 20,0 % 0,215

Die Haplotypenverteilung zwischen den untersuchten Gruppen unterscheidet sich nicht

signifikant und zeigt somit keine Assoziation zu Maldescensus Testis.

3.2.3. Korrelation der SNP’s zu klinischen Parametern

Die Untersuchung auf den Zusammenhang einzelner SNP’s zu quantitativen

Eigenschaften von hormonellen Parametern zeigt Auffalligkeiten.

So kann eine Korrelation einzelner SNP’s mit dem Spiegel an LH sowie dem ASI

nachgewiesen werden. (Tabelle 4)
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Tabelle 4

Analyse einzelner SNP’s (QTLSNP, kodominantes Modell, additiver Effekt)
die Assoziation von SNP und LH, Testosteron, ASI kann fiir p<0,05 (fettgedruckt)

angenommen werden

gematchte gesunde
Maldeszensus Kontrollen Kontrollen

(n=278) (n=277) (n=271)
LH [U/]
196 exon 6a 0.113 0.050 0.447
241 exon 6a 0.113 0.047 0.440
334 exon 6a 0.853 0.086 0.100
Testosteron [nmol/l]
196 exon 6a 0.414 0.269 0.684
241 exon 6a 0.414 0.316 0.685
334 exon 6a 0.555 0.286 0.808
Androgen Sensitivity Index
(ASI)
196 exon 6a 0.032 0.030 0.560
241 exon 6a 0.032 0.036 0.555
334 exon 6a 0.845 0.354 0.359

Ein Zusammenhang mit dem Testosteronspiegel kann fiir keine der untersuchten

Gruppen und fiir keinen der untersuchten Haplotypen gefunden werden.

Ein erhohter LH-Spiegel ist in der gematchten Kontrollgruppe signifikant mit dem

Vorhandensein der SNPs 196 und 241 in Verbindung zu bringen. Kein Zusammenhang

ist zwischen LH-Wert und SNP 341 zu ziehen.

Eine deutlich statistisch signifikante Beziehung ist zwischen Androgen Sensitivitits

Index (ASI) und den SNP’s 196 sowie 241 zu finden: Hier ist sowohl in der Gruppe mit

Maldescensus testis als auch bei den gematchten Kontrollen ein signifikanter

Zusammenhang zum ASI ersichtlich. Diese Korrelation kann nicht in der gesunden

Kontrollgruppe beobachtet werden.

Wieder kann keine signifikante Verbindung von SNP 341 zu erh6htem ASI aller

Gruppen gezogen werden.
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Auf Grund des mehrfach fehlenden signifikantem Einfluss von SNP 341, kann in den
weiteren Uberlegungen von einer niedrigen Relevanz dieses SNP’s in Bezug auf

klinische Parameter ausgegangen werden.

3.2.4. Haplotypen-Analyse

In der Haplotypenanalyse werden auf Grund der niedrigen Signifikanz

im Bezug auf SNP 341 die Haplotypen TAT und TAG unter TA(N) zusammengefasst
und als ein Haplotyp analysiert. Es bleiben somit nur die Allele CGT und TA(N).
(Tabelle 5)

Tabelle S
Haplotyp Analyse (QTLSNP, kodominantes Model, additiver Effekt) - Assoziation von
Haplotyp und LH, Testosteron, ASI bei p<0,05

gematchte gesunde
Maldeszensus Kontrollen Kontrollen

(n=278) (n=277) (n=271)
LH [U/]
CGT/CGT vs. other 0.114 0.054 0.343
Testosteron [nmol/l]
CGT/CGT vs. other 0.383 0.234 0.846
Androgen Sensitivity Index
(AS))
CGT/CGT vs. other 0.034 0.034 0.561

Der Vergleich des homozygoten Polymorphismus-Haplotypen CGT/CGT mit den
anderen Haplotypen (CGT/TA(N), TA(N)/TA(N)) im kodominanten Modell zeigt eine

deutliche Korrelation zwischen dem Haplotyp CGT und erhohtem ASI in beiden

infertilen Gruppen (p= 0,034).

In der gematchten Kontrollgruppe verfehlt der Haplotyp CGT/CGT nur knapp die

Signifikanzgrenze (0,054 bei p<0,05) zu einer Korrelation mit LH.

In der gesunden Kontrollgruppe kann kein Zusammenhang in Bezug auf alle drei

Parameter erkannt werden.
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Es wird deutlich, dass der Polymorphismus-Haplotyp nur in den beiden infertilen

Untersuchungsgruppen einen Einfluss auf klinische Werte hat.

Untersucht man beide infertilen Gruppen und vergleicht homozygote Tréger aller drei
Polymorphismen (CGT/CGT) mit Trégern der anderen Haplotpen, ergibt sich folgender
Zusammenhang: (Tabelle 6)

Tabelle 6
Vergleich von LH, Testosteron und ASI zwischen Patienten mit CGT/CGT Genotyp und

allen anderen Genotypen

infertile Patienten

(n = 555)

LH [U/]

7.4 (1.7 - 29.5) vs. 5.3 (0.6 - 45.4)
CGT/CGT (n=22) vs. andere 0.017

Testosteron [nmol/l]

16.6 (8.0 - 32.0) vs. 14.9 (1.0 -
41.0)
CGT/CGT (n=22) vs. andere 0.146

Androgen Sensitivitiits Index (ASI)

123.4 (21.9 - 690) vs. 78.6 (8.0 -
721)
CGT/CGT (n=22) vs. andere 0.003

Demnach zeigt der Haplotyp CGT/CGT in der Gruppe infertiler Patienten einen
deutlich positiven Einfluss auf LH-Spiegel und ASI. Der LH-Wert der CGT/CGT
Gruppe liegt mit median 7,4 U/l deutlich iiber dem Wert der anderen Genotypen mit
etwa 5,3 U/l

Ahnliches gilt fiir den ASI, der bei Patienten mit homozygoter Form aller drei
Polymorphismen mit 123,4 erheblich iiber dem Wert der anderen Haplotypen mit 78,6
liegt.

Der Testosteronwert der CGT/CGT-Gruppe zeigt sich im Vergleich mit 16,6 nmol/l zu
14,9 nmol/l ebenfalls leicht erhoht, ist jedoch mit p=0,146 nicht statistisch signifikant.
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Somit zeigt sich eine hochsignifikante Korrelation des homozygoten SNP Gentotypes
CGT/CGT mit erhohten hormonalen Parametern LH-Spiegel und ASI bei infertilen
minnlichen Patienten mit und ohne Maldescensus testis. Dieser Zusammenhang kann

nicht bei gesunden Ménnern beobachtet werden.

Kein Haplotyp der SNP’s auf Exon 6a kann jedoch ausschlieBlich mit Maldescensus

testis in Verbindung gebracht werden.
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4. Diskussion

Der Grad der testikuldren Schidigung und damit auch der Gonadotropinspiegel ist bei
Patienten mit Maldescensus testis deutlich hoher als bei infertilen Ménnern ohne

Hodenhochstand.

Dieses Phanomen kann bereits im Sduglingsalter mit deutlich erhthten Gonadotropin-
Spiegeln beobachtet werden (38) und besteht offensichtlich auch im Erwachsenenalter
weiter. So konnten wir auch in unserer Studie einen signifikant héheren LH,- und FSH
Spiegel der Ménner mit uni- oder bilateralem Maldescensus im Vergleich zu infertilen

und gesunden Ménnern ohne Maldescensus nachweisen.

Diese Erkenntnis deckt sich mit den Untersuchungen von Lee et al. (2001) und de
Gouveia Brazao et al (2003). Sie zeigten, dass Maldescensus-Patienten im Gegensatz zu
gesunden und infertilen Ménnern, neben erhohten Gonadotropin-Spiegeln signifikant
erniedrigte Inhibin B-Werte bei normal hohen Testosteronspiegeln aufweisen (13, 24).
Inhibin B ist gemeinsam mit FSH ein sensitiver Marker fiir die Spermatogenese und

Sertoli-Zell-Funktion (43).

Ahnliche Ergebnisse zeigen Studien an Frauen mit inaktivierenden Mutationen des
LHCGR. Der Ostrogen-, und Progesteronspiegel der Betroffenen ist bis auf einen
fehlenden Peak im mittleren Zyklusdrittel im Normalbereich. Auffillig ist der, bei
Mutationstragerinnen jedoch stark erhohte LH-Spiegel bei leicht erhohten FSH-Werten

3).

In Zusammenschau mit diesen Daten legt unsere Studie eine primére testikuldre
Schadigung, wahrscheinlich auf Leydig-Zell-Ebene, im Zusammenhang mit
Maldescensus testis nahe.

Ebenso konnten auch wir keine signifikante Abweichung des Testosteronspiegels von
Mainnern mit Maldescensus im Vergleich zur infertilen und auch zur gesunden

Kontrollgruppe feststellen.
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Dies legt die Vermutung nahe, dass die an Kindern aufgestellte These der
Kompensation einer Leydig-Zellen-Dysfunktion tiber erhohte LH-Spiegel (38) auch auf

erwachsene Ménner iibertragbar ist.

Wir iiberlegten daher, inwiefern Varianten des LHCGR die zu einer sinkenden
Gonadotropin-Sensitivitét fithren, im Zusammenhang mit Maldescensus stehen konnen.
In vorangegangenen Studien wurden bereits dhnliche Uberlegungen zu dem insLQ-
Polymorphismus auf Exon 1 und dem N291S- Polymorphismus auf Exon 10
durchgefiihrt. Basis waren Studien, die eine erhohte Aktivitdt des LHCGR mit insLQ-
Polymorphismus und N291S-Polymorphismus im Vergleich zum Wildtyp-Rezptor
zeigten (30-32). Dabei konnte, wie bereits in 1.4. dargestellt ein bei untersuchten
Brustkrebspatientinnen signifikant jiingeres Erkrankungsalter bei deutlich schlechterem

Outcome ursdchlich mit den Polymorphismen in Verbindung gebracht werden.

Eine darauthin durchgefiihrte Untersuchung unserer Maldescensus-Kohorte und einer
gematchten infertilen sowie einer gesunden Kontrollgruppe konnte jedoch keinen
Zusammenhang zwischen milder Leydigzell-Dysfunktion bei Maldescensus Testis und
291 Ser —Polymorphismus und 312 Asn-Polymorphismus bzw. auf Exon 10 nachweisen

(36).

In Untersuchungen des Instituts fiir Reproduktionsmedizin der Universitdt Miinster
konnte die Existenz eines bisher unbekannten, primatenspezifischen Exons, welches
zwischen den bisher bekannten Exons 6 und 7 gelegen ist, nachgewiesen werden (22).
Der bisher bekannte LHCGR ist somit Ergebnis eines Spleilvorgangs bei dem Exon 6a
aus der mRNA entfernt wird. Nach Kossack sind die nicht gespleiiten
Rezeptorprodukte mit Exon 6a von zentraler Rolle in der Rezeptorregulation und
Hormonwirkung. Darauf aufbauend untersuchten wir den Zusammenhang der drei auf
Exon 6a bekannten Polymorphismen mit der postulierten Leydig-Zell-Dysfunktion bzw

LH-Insensibilitit bei Maldescensus testis.

In unseren Untersuchungen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung

der MAFs (minor allele frequencies) aller drei SNPs zwischen Maldescensus-Patienten,
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gematchter infertiler Kontrollgruppe und gesunder Kontrollgruppe. Im Chi-Quadrat-
Test lieBen sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf eine dominante oder
rezessive Analyse der Allele feststellen. Es zeigte sich jedoch, dass in der
Maldescensus-Gruppe und in der infertilen, gematchten Kontrollgruppe Tréager der
Polymorphismen 196 Exon 6a und 241 Exon 6a eine signifikante Korrelation zu
erhohtem Androgen-Sensitivitéts-Index aufwiesen. Diese Tendenz konnte man fiir beide
Gruppen ebenfalls im Bezug auf erhohten LH-Spiegel erkennen, verfehlte in der
Maldescensus-Kohorte mit 0,113 jedoch knapp die Signifikanzgrenze von 0,05. Dieser
Zusammenhang war nicht fiir die gesunde Kontrollgruppe zu finden. Es zeigte sich
weiterhin, dass der dritte untersuchte Polymorphismus keinerlei Einfluss auf die
klinischen Parameter der drei Gruppen zu haben schien. Daher konnte er in den

weiteren Uberlegungen vernachlissigt werden.

Maénner mit homozygotem Polymorphismus-Haplotyp CGT/CGT zeigten im
kodominanten Modell in beiden infertilen Gruppen im Vergleich zu den anderen
Haplotypen noch deutlicher signifikante Assoziation zu erhohtem ASI. Wieder war
dieser Zusammenhang nicht in der gesunden Kontrollgruppe nachzuweisen, allerdings

auch nicht spezifisch fiir die Maldescensus-Gruppe.

Innerhalb der infertilen Gruppe ( Médnner mit Maldescensus testis und gematchte
infertile Ménner) zeigten die Homozygoten Polymorphismus-Tréager einen signifikant
hoheren LH- Wert und auch ASI als die Heterozygoten bzw. nicht-Alleltrager. Diese
Beobachtung konnte wieder nicht fiir gesunde Ménner getroffen werden, hier scheint
das Vorliegen der Polymorphismen keinen Einfluss auf die Gonadotropinwerte oder den

ASI zu haben.

Die Wirkung von Verdanderungen im LHCGR bzw. luteinisierendem Hormon, die durch
SNPs hervorgerufen werden kénnen, wird gegenwirtig intensiv untersucht. So konnte
die Ndhe des 291NS-Polymorphismus auf Exon 10 zu einer Glykosilierungsstelle
demonstriert werden. Hierbei wird 291S (Ser) im Gegensatz zu N291 (Asn) nicht
glykosiliert, was zu einer leicht erh6hten Rezeptoraktivitit fiihrt (29)(34). Diese

Verdnderung scheint zu Fertilitdtsvorteilen und damit einhergehend zu natiirlicher
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Selektion zu fiithren, denn die Verteilung von N291S befindet sich in der kaukasischen
Bevolkerung nicht mehr im Hardy-Weinberg-Equilibrium (36). Ahnliches konnte fiir
den insLQ-Polymorphismus auf Exon 1 festgestellt werden, dessen Insertionsstelle in
einer hydrophoben Region des Signalpeptids gelegen ist und dadurch den Transport des
Rezeptorproteins zum endoplasmatischen Retikulum beeinflusst (31). Die dadurch
verdanderte Konformation des Proteins beeinflusst die Bindungsaktivitét des Rezeptors
positiv (31). Interessant ist hierbei die Assoziation zu Brustkrebs. So konnte kein
gehduftes Auftreten des insLQ-Allels bei Brustkrebserkrankten im Vergleich zur
Allelverteilung bei gesunden Frauen festegestellt werden (32). Allerdings scheint das
insLQ-Allel mit einem jlingeren Erkrankungsalter und aggressiveren Tumorformen bei
bereits Erkrankten in Verbindung zu stehen. Hier ist eine interessante Parallele zu

unseren Studienergebnissen zu ziehen:

Die drei SNPs sind in allen drei Kollektiven gleich verteilt, das heif3t es gibt keinen
direkten Zusammenhang zwischen Verteilung der Polymorphismen und Maldescensus
oder Fertilitit.

Allerdings haben in beiden infertilen Gruppen 196 Exon 6a und 241 Exon 6a negativen
EinfluB3 auf LH-Wert und ASI. Dies zeigt sich besonders, wenn die SNPs in
homozygoter Form vorliegen. Das heif3t, hnlich wie nur brustkrebserkrankte Frauen in
Erkrankungsalter und Outcome negativ von insLQ-Polymorphismus beeinflusst werden,

sind nur infertile Manner negativ von 196 exon 6a und 241 exon 6a beeinflusst.

Es ist also zu iiberlegen, dass die beiden SNPs zu kleinen strukturellen Verdanderungen
des LHCGR fiihren, die mit leichten Eigenschaftsverdnderungen desselbigen
einhergehen. Diese Verdnderung scheint jedoch bei gesunden Ménnern nicht
ausreichend, um einen Effekt auf den Hormonstatus haben zu konnen. Bei Mannern mit
bereits gestortem Hormonstatus, beispielsweise Patienten mit Maldescensus, kann diese
Verianderung moglicherweise die LH-Desensibilitit des LHCGR soweit verstiarken, dass
der LH-Wert signifikant ansteigt. Hier zeigt sich eine Parallele zu insLQ-Trégerinnen,
die zwar nicht haufiger an Brustkrebs erkranken, aber deutlich aggressivere Tumoren im

Erkrankungsfall entwickeln.
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Interessant in dieser Hinsicht ist auch, dass infertile homozygote Trager aller drei SNPs
deutlich hohere LH-Werte entwickeln als heterozygote Tréger. Dies spricht ebenfalls
fur einen Einfluss der Polymorphismen auf die Rezeptoraktivitéit oder

Rezeptorexpressivitit.

Einschriankend muss gesagt werden, dass nur 22 infertile Studienteilnehmer Tréger des
homozygoten Polymorphismus-Haplotyps CGT/CGT sind und somit die Aussagekraft
dieser These auf Grund dieses relativ kleinen Untersuchungskollektives moglicherweise
beschrénkt ist.

Weiterhin wurden die Méanner mit Maldescensus testis im Rahmen unserer
Fertilitdtssprechstunde rekrutiert. Das heif3it, es wurde eine Selektion infertiler
Maldescensus-Patienten, also besonders schwerwiegender Maldescensus-Fille

vorgenommen.

Eine weitere interessante Entdeckung unserer Studie ist die im Gegensatz zu beiden
Kontrollgruppen, hohere Korpergrofie der Manner mit Maldecensus testis in
Verbindung mit der bei diesen Médnnern verschobenen LH/Testosteron Ratio. Wir
vermuten, dass die bei diesen Ménnern vorliegende, auf leichter LH-Resistenz
beruhende Androgeninsuffizienz, neben dem unvollstdndigen Descensus der Hoden

auch an dem erhohten Korperwachstum beteiligt sein konnte.

Zusammenfassend konnte unsere Studie keine Assoziation von Maldescensus testis mit
einem spezifischen LHCGR-Genotyp beziiglich der Polymorphismen auf Exon 6a
feststellen. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die primére testikuldre
Schidigung bei Ménnern mit Maldescensus von einem erhdhten LH-Spiegel begleitet
ist, der vermutlich notig ist um einen normalen Testosteronspiegel zu halten.
Interessanterweise stellte sich jedoch heraus, dass bei infertilen Mannern zwei der drei
untersuchten Polymorphismen zu deutlichen Veridnderungen des LH-Spiegels und des
ASI fithren. Besonders deutlich zeigt sich dieser Effekt bei Mannern mit homozygotem
Vorliegen beider Polymorphismen. Diese Beobachtung ist nicht spezifisch fiir
Maldescensus-testis sondern scheint im Allgemeinen mit Infertilitdt im Zusammenhang

zu stehen. Der LHCGR scheint somit durchaus einem modulierenden Einfluss durch
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SNPs zu unterliegen. Die dadurch hervorgerufene verminderte LH-Sensibilitéit des
Rezeptors scheint jedoch nur bei bereits gestortem Hormonstatus einen messbaren
Effekt in der Hypothalamus-Hypophysen-Achse hervorzurufen. In weiteren Studien
sollte die genaue Funktion des Exon 6a in der Rezeptorregulation beleuchtet werden
und die beiden Polymorphismen in ihrer Wirkung auf die Translation oder
Prozessierung des Rezeptorproteins untersucht werden. Zudem sollte untersucht
werden, inwiefern Mutationen oder Polymorphismen in Enzymen der Steroidgenese
oder im Androgenrezeptor mit Maldescensus testis in Verbindung stehen. Die
Kausalitdt der SNPs im Bezug auf die Infertilitét sollte ebenfalls weiter untersucht

werden.
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