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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Hintergrund

Mit der Entdeckung der genetischen Familie der Geruchsrezeptoren Anfang der 9oer Jahre
durch die Neurophysiologin Dr. Buck und den Mediziner Dr. Axel gelang nicht nur der ent-
scheidende Durchbruch zum Verstiandnis der molekularen Mechanismen des Riechens son-
dern auch ein wesentlicher Fortschritt in einem Forschungsbereich, dessen Verbindung zum
Geruchssinn nicht offensichtlich ist: der menschlichen Befruchtung (Buck und Axel 1991).
Bereits kurz nach der Beschreibung der olfaktorischen Rezeptoren im Riechepithel der Nase
wurde deren Expression in verschiedenen Gewebearten beschrieben. Aufsehen erregte insbe-
sondere der Nachweis von ungefiahr 20 Genen in der mannlichen Keimbahn, die Riechrezep-
toren kodieren. Diese Rezeptoren kommen besonders in der spaten Phase der Spermatoge-
nese vor (Parmentier et al. 1992). Die ausschlieBliche oder bevorzugte Expression bestimmter
Riechrezeptoren in spermatogenen Zellen, der im Gegensatz zu konventionellen olfaktori-
schen Rezeptoren der Nasenschleimhaut hohere Prozentsatz intakter Rezeptorsequenzen
und eine stark ausgepriagte Aminosaurekonservation suggerieren eine physiologische Bedeu-
tung (Vosshall 2004, Spehr et al. 2003).

Die chemotaktische Kommunikation zwischen Spermien und Eizelle ist bei Organismen, die
eine externe Befruchtung durchfiihren, essentieller Bestandteil einer erfolgreichen Repro-
duktion. Auf reifen Spermien exprimierte Signaltransduktionskomponenten interagieren
dabei mit chemischen Liganden, die von der Eizelle abgegeben werden. So gelingt es, trotz zu
iiberwindender raumlicher Distanz, einen erfolgreichen Befruchtungsvorgang sicherzustellen
(Weyand et al. 1994, Walensky et al. 1995, Riffell et al. 2004). Das Vorkommen olfaktorischer
Rezeptoren auf menschlichen Spermien gab der kontrovers gefiihrten Diskussion um die Re-
levanz von Chemotaxis bei interner Befruchtung eine neue Basis. Spehr und seinen Mitarbei-
tern gelang es 2003 erstmals einen Riechrezeptor funktionell zu charakterisieren, der sowohl
in der menschlichen Riechschleimhaut als auch auf Spermien vorkommt. Die identische phy-
siologische Reaktion des Rezeptors hOR 17-4 in den unterschiedlichen Geweben lasst vermu-
ten, dass ihm an beiden Expressionsorten die gleiche Rolle im Sinne einer chemotaktischen
Zell-Zell-Kommunikation zukommt. Im Fall der testikuldren Rezeptoren wird die Bedeutung

einer gerichteten Navigation der Geschlechtszellen zueinander postuliert (Spehr et al 2003).
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1.2. Problemstellung

Die Hypothese einer dualen Funktion olfaktorischer Rezeptoren beim Riechen und Befruch-
tungsvorgang lasst die Frage aufkommen, ob eine fehlerhafte Rezeptorfunktion die physiolo-
gischen Prozesse einschranken konnte. In der vorliegenden Studie wurde diese Vermutung in
einen klinischen Zusammenhang gebracht.

Es wurde untersucht, ob die Ursache einer idiopathischen Infertilitit andrologischer Patien-
ten, die sich aufgrund einer ungewollten Kinderlosigkeit arztlich vorstellten, moglicherweise
in einer defekten Aktivitat des Riechrezeptors hOR 17-4 zu finden ist. Mittels Riechtestungen
und einer genetischen Rezeptoranalyse wurde die olfaktorische Leistung der Patienten und

die genetische Struktur von hOR 17-4 im Vergleich zu jungen Vitern untersucht.

1.3. Grundlagen

1.3.1. Der Geruchssinn

Bei vielen Tieren ist der Geruchssinn von entscheidender Bedeutung fiir das Uberleben des
Individuums und der Art. Olfaktorische Signale steuern Schliisselfunktionen wie Nahrungs-
aufnahme, Reproduktionsverhalten und soziale Organisation. Als phylogenetisch alte Funk-
tion lasst sich die Wahrnehmung olfaktorischer Stimuli bereits in der Chemotaxis einzelliger
Organismen antreffen, auch hier mit der Funktion die Umwelt hinsichtlich potentieller Nah-
rungsquellen oder Gefahren erfassen zu konnen (Klinke und Pape 2009).

Bei Spezies mit gut entwickeltem Geruchssinn ist der Anteil des Riechhirns am gesamten
Endhirn groB. Im Laufe der Phylogenese iibernehmen andere Sinne Leistungen des Geruchs-
sinns, was sich auch in einer anatomischen Involution des Riechhirns morphologisch duflert
(Gilad et al. 2003).

Dennoch ist der Geruchssinn auch beim Menschen fiir wichtige Funktionen entscheidend
und seine Bedeutung wird durch den in den letzten Jahrzehnten erlangten Erkenntnis-
zuwachs im Gebiet der Olfaktologie zunehmend wahrgenommen. Lange Zeit wurde dem Rie-
chen gegeniiber den sogenannten Fernsinnen Sehen und Horen, die eher zu bewussten kog-
nitiven Prozessen beitragen, eine mindere Bedeutung zugeschrieben. Doch je mehr der Ge-
ruchssinn in seiner Organisation und Funktion verstanden wird, desto offensichtlicher wird
seine Rolle im menschlichen Leben.

Unser Leben wird von Anfang an durch die Wahrnehmung von Geriichen beeinflusst. Bereits
intratuterin beginnt ab der 28.Schwangerschaftswoche die Geruchswahrnehmung des Fotus

(Bartoshuk und Beauchamp 1994). Der Ubergang von Geruchsstoffen der miitterlichen Er-
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nahrung in das Fruchtwasser konnte experimentell nachgewiesen werden (Beauchamp und
Mennella 2011) und ein Einfluss auf die spiatere Entwicklung von Geruchs- und Geschmacks-
praferenzen wird unter anderem diesem Mechanismus zugeschrieben (Schaal et al. 2000). So
geht man davon aus, dass die Hedonik, also die Bewertung einer Duftsubstanz in angenehm
oder unangenehm fiir bestimmte Geriiche genetisch determiniert ist. Fiir den GroBteil der
Diifte aber einer Pragung unterliegt, die stark kulturabhingig sein kann (Ayabe-Kanamura et
al. 1998).

Der Geruchssinn ist eine wichtige sensorische Qualitit fiir die Feinanpassung der frithen
Mutter-Kind Beziehung. Unmittelbar postnatal kann das Neugeborene seine Mutter {iber
olfaktorische Stimuli erkennen und essentielle Mechanismen, wie der Stillbeginn werden
iiber Duftstoffe gefordert (Varendi und Porter 2001, Mizuno et al. 2004).

Der im Haupthistokompatibilititskomplex (Engl.: major histocompatibility complex = MHC)
determinierte Eigengeruch eines Menschen ermoglicht die olfaktorische Selbst- und Fremd-
erkennung, denn je niher verwandt und demnach genetisch dhnlicher der MHC, desto mehr
gleicht sich der Eigengeruch. Somit ergibt sich eine Art ,Familiengeruch®, was am Beispiel
eineiiger Zwillinge deutlich wird, die sich in ihrem Korpergeruch aufgrund eines nahezu
identischen MHCs praktisch nicht voneinander unterscheiden (Kuhn und Natsch 2008). Der
biologische Sinn dieser geruchlichen Abgrenzung von genetisch dhnlichen zu verschiedenen
Individuen liegt vermutlich in der Favorisierung eines Partners mit vom eigenen diver-
gierenden MHC und der daraus resultierenden Erhohung der Diversitiat des genetischen
Pools. Dies kann die Fehlgeburtenrate, Verbreitung von genetischen Erkrankungen oder die
Immunabwehr eventuell positiv beeinflussen (Wedekind und Penn 2000).

Die Rolle von Pheromonen, definitionsgemall chemische Botenstoffe, die innerhalb einer
bestimmten Art und zu gegenseitigem Benefit von Sender und Empfinger als Signalstoffe zur
Kommunikation genutzt werden, ist beim Menschen noch nicht eindeutig erforscht. Das so-
genannte Vomeronasalorgan auch Jacobson-Organ, dem insbesondere die Detektion von
Pheromonen zugeschrieben wird, ist beim Menschen im Gegensatz zu vielen Tieren zuriick-
gebildet und wahrscheinlich funktionslos. Einige Studien deuten darauf hin, dass bestimmte
biologische Ablaufe von ,sozialen Diiften“ manipuliert werden (Meredith 2001, Witt und
Hummel 2006). Es ist bekannt, dass sich die Geruchsempfindung und Bewertung von Frau-
en durch hormonelle Steuerung abhingig von der jeweiligen Zyklusphase dndert. So wurde in
einer Studie Androsteron, ein Duft aus dem AchselschweiBl von Méannern, zum Zeitpunkt der
Ovulation von den getesteten Frauen signifikant positiver bewertet als in anderen Zykluspha-
sen (Preti et al. 2003).

Hiaufig wird die Bedeutung, die der Geruchssinn fiir den Menschen hat, erst nach dessen Ver-
lust oder bei erheblicher Einschrankung deutlich. Geriiche haben eine starke emotionale
Komponente, wecken Erinnerungen, lassen uns Menschen erkennen und die Nahrungs-

aufnahme geniefBen, sind wichtig fiir die Korperhygiene und das Erkennen von Gefahren.
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Eine Einschriankung der Riechleistung bedeutet fiir den Patienten daher haufig einen grofen

Verlust an Lebensqualitdt (Hummel und Nordin 2005).

1.3.2. Das menschliche Riechrezeptorrepertoire

Mit der Vergabe des Nobelpreises fiir Medizin und Physiologie im Jahre 2004 fiir die Erfor-
schung der Geruchsrezeptoren und der Organisation des Geruchssinns an Dr. Buck und Dr.
Axel richtete sich das offentliche Interesse auf einen im Vergleich zum Sehen und Héren zu-
vor eher wenig beachteten Bereich der Sinnesphysiologie (Hatt 2004).

Buck begeisterte sich fiir die Fahigkeit des Riechsystems eine offenbar unbegrenzte Anzahl
unbekannter Substanzen zu erkennen. Die Vermutung der Forscherin war, dass die Riechzel-
len dafiir eine sehr groBe Anzahl unterschiedlicher Duftrezeptoren exprimieren miissten. In
dhnlicher Form ist dies vom Immunsystem bekannt. Das unspezifische und adaptive Ab-
wehrsystem ist in der Lage ist, korpereigene Zellen von fremden Strukturen aufgrund von
Oberflachenproteinen zu unterscheiden und mit der Ausbildung spezialisierter Antikorper zu
reagieren (Ljunggren und Kirre 1990). Buck und Axel gelang es eine Multigenfamilie von
Geruchsrezeptoren aus dem Riechepithel der Ratte zu isolieren (Buck und Axel 1991). Mittels
Polymerase-Kettenreaktion konnte bewiesen werden, dass sie zur Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehoren und als strukturelle Gemeinsamkeit mit je sieben trans-
membranen Regionen in der Plasmamembran von Zellen liegen. Mit der Beschreibung der
Riechrezeptoren gelang den Forschern der Nachweis der vermutlich groBten Genfamilie des
menschlichen Genoms (Glusman et al. 2001). Die dazugehorigen Gene bestehen ausschlie3-
lich aus Exons, wodurch die Mdglichkeit des alternativen SpleiBens der RNA als Erklarung
fiir die Vielfalt von Rezeptoren ausgeschlossen wird. Bei Sdugetieren gibt es etwa 1300 sepa-
rate Gene fiir Riechrezeptoren, was einem Anteil von 1,4-4% des Gesamtgenoms entspricht.
Die GroBe deutet auf eine entsprechend wichtige physiologische Bedeutung hin (Mombaerts
2004).

Beim Menschen sind nur rund 350 Gene funktionsfiahig geblieben, dies entspricht einem
Genomanteil von 1% (Olender et al. 2004). Die iibrigen Gene stellen durch Mutationen un-
brauchbar gewordene Pseudogene dar, was ein Indiz dafiir liefert, dass nur ein geringer Se-
lektionsdruck auf den Erhalt des menschlichen Riechsystems wirkt (Gilad et al. 2003). Mitt-
lerweile sind 17 fiir Riechrezeptoren kodierende Genfamilien bekannt, die mit Ausnahme der
Chromosomen 20 und Y von allen menschlichen Chromosomen beherbergt werden und

meist in Clustern organisiert sind.
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1.3.3. Ektopische Expression olfaktorischer Rezeptoren und Spermien-

chemotaxis

Mit dem wissenschaftlichen Fortschritt im Bereich der Olfaktologie gelang auch ein Ansto
fiir neue Erkenntnisse in einem zunachst nicht unmittelbar verwandt erscheinenden For-
schungsbereich: der Reproduktionsmedizin und dem Verstandnis der menschlichen Befruch-
tung.

Dieser elementare biologische Prozess hat Forscher seit mehr als einem Jahrhundert be-
schaftigt und doch ist unser Wissen von vielen Aspekten immer noch rudimentar (Vacquier
1998). Die Frage, wie es den kleinsten Zellen des menschlichen Korpers moglich ist, in weni-
gen Stunden eine Strecke von mehr als 3000 Gametenlingen bis zur befruchtungsfihigen
Eizelle zuriickzulegen, ist dabei von besonderem Interesse. Ohne zusitzliche Orientierungs-
hilfe mutet das Zusammentreffen der Gameten einem reinen Zufallsprozess an, weshalb
moglicherweise existierende Navigationsmechanismen seit Langem einen Diskussionspunkt
darstellen. Fiir verschiedene Organismen, die vor allem im aquatischen Bereich leben und
eine externe Befruchtung vollziehen (Seeigel, Korallen, Fische, Algen) ist die Moglichkeit der
Geschlechtszellen, das zu befruchtende Ei zu erkennen und zielgerichtet im turbulenten Ge-
wisser anzusteuern, von elementarer Bedeutung fiir einen erfolgreichen Befruchtungsvor-
gang. Hier konnten Signaltransduktionskomponenten auf Spermien und die Sekretion zahl-
reicher chemischer Botenstoffe von Seiten der Eizelle identifiziert werden, die eine gerichtete
Navigation der Geschlechtszellen zueinander ermoglichen (Eisenbach 1999).

Dass bei Spezies mit interner Befruchtung ebenso eine Kommunikation zwischen Spermien
und Eizelle existiert und diese an einen aktiven chemotaktischen Prozess gekoppelt sein soll,
schien weniger offensichtlich und war lange Zeit duBerst umstritten. Dies lag auch daran,
dass ein brauchbarer physiologischer Erklarungsansatz fehlte. Doch nur kurz nach der Be-
schreibung der OR-Superfamilie im Genom der Ratte veroffentliche eine belgische Forscher-
gruppe um Parmentier Ergebnisse, die das Vorkommen von 20 Riechrezeptoren auf mensch-
lichen Spermien demonstrierten und die Hypothese nahe legten, dass sie eine Rolle bei der
Befruchtung spielen konnten (Parmentier et al. 1992).

In verschiedenen Veroffentlichungen der letzten Jahre wurde die Existenz von Riech-
rezeptoren auBBerhalb von Sinneszellen der Riechschleimhaut belegt, was auch mit dem Ter-
minus ektopische Expression beschrieben wird. Fiir Riechrezeptoren ist ein Vorkommen in
Erythrozyten, Myokardzellen (Feingold et al. 1999), Ganglien des autonomen Nervensystems
(Weber et al. 2002), Pyramidenzellen des zerebralen Kortex (Otaki et al. 2004), Milz, Kolon,
Prostata, Hirnstamm und vielen weiteren Gewebearten beschrieben (Feldmesser et al. 2006).

Aufgrund dieses breiten Verteilungsmusters insbesondere wiahrend der Entwicklung, wurden
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Vermutungen iiber eine mogliche Rolle von OR in der Zell-Zell-Kommunikation laut (Dreyer
1998).

Die meisten der Berichte iiber ektopische Expression olfaktorischer Rezeptoren stehen je-
doch in Zusammenhang mit einem Vorkommen in Hoden und Keimzellen, sowohl bei Ratten
als auch beim Menschen. Die von Parmentier und Mitarbeitern 1992 beschriebenen Rezepto-
ren kamen besonders auf méannlichen Keimzellen der spiten Spermatogenese vor. In den
darauffolgenden Jahren nutzte Parmentiers Arbeitsgruppe RNase-Schutzassays und konnte
mit dieser Methode weitere OR identifizieren, die prddominant aber nicht ausschlieBlich
testikular exprimiert werden. In diesem Zusammenhang sprachen die Forscher von einer
Gesamtanzahl von 50 OR. Diese Zahlen konnten auch in neueren Studien mit Hochdurch-
laufmicroarrays bestatigt werden (Zhang et al. 2004). Einer anderen Forschergruppe gelang
es mithilfe polyklonaler Antikorper ein Mitglied dieser Genfamilie zu isolieren. Mit der Zu-
ordnung im Mittelteil und der Flagellumbasis reifer Spermien beim Hund konnten erstmals
Riickschliisse auf die vorherrschende Lage und physiologische Funktion bei Aktivierung der
Rezeptoren gemacht werden (Vanderhaeghen et al. 1993).

Wenig spater verwiesen auch Weyand und Mitarbeiter auf die Existenz von Ionenkanilen
menschlicher Spermien, deren Struktur und Funktion analog zu Riechzellen waren (Weyand
et al. 1994). Die identifizierten testikularen Rezeptoren konnten keiner spezifischen OR-Sub-
familie zugeordnet werden. Der Anteil an erhaltenen Aminosduren und intakten Sequenzen
ist im Durchschnitt hoher als bei nasalen Riechrezeptoren, was als Hinweis auf eine physio-

logische Funktion gewertet wurde (Branscomb et al. 2000).

1.3.4. Der olfaktorische Rezeptor hOR 17-4

Es dauerte noch einige Jahre bis der Hypothese um eine mogliche physiologische Funktion
testikularer OR ein direkter Versuchsansatz folgte. Hatt und Mitarbeiter identifizierten 2003
ein auf Chromosom 17 liegendes Gen, welches fiir den Riechrezeptor hOR17-4 (Synonym:
OR1D2) kodiert. Der Rezeptor wird sowohl nasal als auch auf Spermatozoen exprimiert
(Spehr et al. 2003). Fiir ihre Untersuchungen nutzen die Forscher ein rekombinantes System
aus einer geklonten Transmembrandoméne von hOR17-4, die sie in embryonale menschliche
Nierenzellen (HEK293) einschleusten. Es wurden die Segmente II-VII des Rezeptors ge-
wahlt, weil sich in diesem Bereich normalerweise die Bindungstasche von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren befindet. Anhand dieses Systems war es moglich, potentielle Ligan-
den des Rezeptors und deren physiologische Effekte zu untersuchen.

Um das rezeptive Feld des Rezeptors zu bestimmen, wurde zunéchst eine Mischung von 100
chemisch unterschiedlichen Duftsubstanzen (Henkel-100) eingesetzt. Spater wurden Sub-
fraktionen dieser Mischung getestet, wodurch der Strukturraum bioaktiver Kandidaten fiir

den Rezeptor eingeschrankt wurde. Als einziger Stoff der Mischung fiihrte Cyclamal zu einer
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Die vom Keimepithel abgegebenen Samenzellen zeigen nach ihrer Sekretion und in der Phase
des Reifungsprozesses im Nebenhoden zunichst keine Eigenbewegung, sondern werden
durch peristaltische Wellen bis zu ihrer vollen Ausreifung transportiert. Erst im Ejakulat sind
die Spermatozoen aktiv beweglich und zeigen hier charakteristische Bewegungsmuster des
Flagellums sowie ein typisches Schwimmverhalten. Die Bewegungen beruhen auf pulsativen
Filamentkontraktionen des Axonemas, die durch intrazellulire Kalziumwellen ausgelost
werden (Luconi 2003). Dieser Vorgang stellt die Voraussetzung fiir die Bewegung zum Ort
der Fertilisation und zum Durchdringen des Kumulus und der Zona pellucida der Eizelle dar.
Verschiedene Defekte des Axonemas wurden bereits als Ursache fiir eine gestorte oder feh-
lende Spermienmotilitit identifiziert (Neugebauer et al. 1990).

Mit der Entdeckung von zuvor als neuronenspezifisch betrachteten Rezeptoren, Enzymen
und Kanalproteinen auf Spermien liegt die Vermutung nahe, dass eine Aktivierung dieser
Elemente ebenso wie in Nervenzellen in intrazellularen Kalziumstromen miinden konnte. Als
Folge auf die ausgelosten Ionenfliisse wire ein verdndertes Schlagmuster des Flagellums und
eine gesteigerte Spermatozoenbeweglichkeit denkbar und Storungen im Ablauf dieses Pro-

zesses als Grund einer unzureichenden Motilitdt von Bedeutung (Spehr et al. 2006).

1.3.6. Rezeptorfunktion von hOR17-4 in menschlichen Spermatozoen

Um die zuvor am rekombinanten System aus embryonalen Nierenzellen getesteten Rezeptor-
reaktionen von hOR17-4 im physiologischen Umfeld zu untersuchen, gingen Spehr und Mit-
arbeiter zu Experimenten mit menschlichen Spermien von gesunden, fertilen Probanden
iiber (Spehr et al. 2003). Erstaunlicherweise lieBen sich all die zuvor gemachten Beobachtun-
gen ohne Einschrankungen auf menschliche Spermienzellen iibertragen. Die Empfindlichkeit
intakter Spermatozoen auf Bourgeonal war etwa 100-fach hoher als jene von rekombinanten
HEK-Zellen, doch alle Reaktionen auf die oben genannten Testsubstanzen waren vergleich-
bar. Mit Hilfe computergestiitzter Videoanalysen wurde das Schwimmverhalten von Sper-
mien in Gegenwart verschiedener Konzentrationsgradienten von Bourgeonal beob-achtet.
Gegeniiber der Kontrolle mit menschlicher Tubenfliissigkeit (engl. human tubar fluid= HFT)
ohne Zusatz von Bourgeonal zeigten die Zellen nach Aktivierung des OR verschiedene Veran-
derungen ihrer Bewegungsmuster. Es kam zu einer klaren Orientierung in Richtung Stimu-
lus, die mit Anstieg des Bourgeonalgradienten immer deutlicher wurde. Die Schwimmge-
schwindigkeit der Zellen erhohte sich bei Konzentrationen von iiber 10-8 M um ein Vielfaches
und es kam zu hyperaktiven Schwanzbewegungen und charakteristischen Umkehrbewegung
hin zur Geruchsquelle (Spehr et al. 2003, Spehr et al. 2004).

Diese Experimente konnten somit erstmals nachweisen, dass eine chemotaktische Inter-

aktion zwischen dem Duftstoff Bourgeonal und Spermien existiert. Auch auf die Substanz
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1.3.7. Olfaktologie

Anatomische Grundlagen des Riechens

Im Inneren der beiden Nasenhohlen liegen drei wulstartige Gebilde iibereinander, die als
Conchen bezeichnet werden und mit Schleimhaut ausgekleidet sind. Neben dem vor-
herrschenden respiratorischen Epithel befindet sich ein ungefihr 2 x 5 cm2 kleiner Bereich,
der mit olfaktorischem Epithel ausgekleidet ist. Er beschrankt sich auf die obere Muschel,
das Nasendach und die obersten Septumanteile und wird Rima olfactoria genannt.

Das olfaktorische Epithel setzt sich aus drei verschiedenen Zelltypen zusammen. Neben den
eigentlichen etwa 10 bis 30 Millionen Riechsinneszellen finden sich Basalzellen und Stiitzzel-
len. Die Basalzellen sind pluripotente Zellen, aus denen sich die Riechzellen nach einem Le-
benszyklus von 3-6 Wochen stiandig regenerieren. Mit dieser Eigenschaft stellen Riechzellen
eines der seltenen Beispiele fiir Neuronen im adulten Nervensystem dar, die zu regelmifBiger
mitotischer Teilung fiahig sind, was einen wichtigen Aspekt im Rahmen der Therapie von
Riechstorungen darstellt (Hatt in Schmidt 2007).

Das Riechepithel ist von einer Schleimschicht iiberzogen, die von den Bowman-Driisen und
Stiitzzellen gebildet wird. Der das olfaktorische Epithel schiitzend bedeckende Mukus dient
der Losung von Duftstoffen, bevor sie an die speziellen Rezeptorproteine binden und der
Aufrechterhaltung eines fiir den Riechvorgang unerldsslichen Ionengleichgewichts. Zudem
wird ihm eine immunologische Schutzfunktion zugeschrieben. Am apikalen Ende der prima-
ren bipolaren Sinneszellen ragen zahlreiche Fortsédtze (Zilien) in den Schleim, die in ihrer
Membran die Riechrezeptoren tragen. Basal befindet sich ein markloses Axon. Die Axone der
Riechsinneszellen vereinigen sich unterhalb der Siebbeinplatte, die sie gebiindelt als Fila
olfactoria durchziehen. Nach dieser Vereinigung spricht man vom Nervus olfactorius, der
direkt zum Bulbus olfactorius zieht.

Im Bulbus kommt es zu einer Projektion von mehr als 1000 Axonen auf eine Mitralzelle, was
als Konvergenz bezeichnet wird. Die Axone der Mitralzellen bilden den Tractus olfactorius.
Hier gibt es Verschaltungen zum Bulbus der anderen Seite, zu olfaktorischen Projektions-
feldern im Paleocortex (Riechhirn). Eine Weiterleitung geschieht zum Neocortex (Cortex
praepiriformis), Limbischen System (Mandelkern, Hippocampus), vegetativen Kernen des

Hypothalamus und der Formatio reticularis.
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Physiologie des Riechvorgangs

Duftmolekiile gelangen sowohl mit dem Luftstrom der Inspiration vom Naseneingang, was
als orthonasal bezeichnet wird, als auch retronasal wihrend des Kau- und Schluckvorgangs
iiber Mundhohle und Pharynx zur Regio olfactoria. Dadurch tragt der Geruchssinn ganz we-
sentlich zur Geschmackswahrnehmung bei, denn ohne ihn wiare nur das Erfassen der 5
gustatorischen Qualitdten siiB, salzig, sauer, bitter und Umami moglich (Lindemann 2001).
Der Hauptteil der Atemluft stromt durch die untere Concha, weshalb ein eher kleiner Anteil
in Kontakt mit den Sinneszellen der Riechschleimhaut kommt. Durch aktives Schniiffeln
kann dieser Luftanteil erhoht werden, was zu einer stirkeren Geruchswahrnehmung fiihrt.
Die Duftstoffe diffundieren durch die Mukusschicht, die das olfaktorische Epithel bedeckt,
und binden teilweise an spezifische Proteine (Engl.: odor binding proteins), bevor sie die Re-
zeptoren auf den Zilien der Riechsinneszellen erreichen.

Nach Bindung der Duftmolekiile an die Rezeptoren setzt eine Signalkaskade ein. Uber ein
stimulatorisches G- Protein (Gor) wird das Enzym Adenylatcyclase aktiviert und die Produk-
tion des second messengers cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) ausgelost. Die Spie-
gelerhohung von cAMP fiihrt zur Offnung unspezifischer Kationenkanile, was wiederum den
Einstrom von Natrium und Calcium und den Ausstrom von Chlorid-Ionen zur Folge hat.
Durch die ausgelosten Ionenfliisse dndert sich das Membranpotential der olfaktorischen
Nervenzelle und die Auslosung eines Rezeptorpotentials wird bewirkt. Auch Signaltrans-
duktionskaskaden via IP3 und zyklischem GMP wurden beobachtet, deren Bedeutung jedoch
noch nicht komplett entschliisselt ist. Vermutlich kommt ihnen eher eine modulatorische
Funktion im Rahmen der Signalverarbeitung zu. Bei ausreichend starker Depolarisation
kommt es zur Generierung eines Aktionspotentials, dessen Frequenz abhingig von der Kon-
zentration des Duftstoffes ist. Auf den Zilien der Sinneszellen wird jeweils nur ein bestimmter
Rezeptortyp exprimiert und je nach Expression existiert eine spezifische Anordnung der
Rezeptorneurone im Riechepithel, die fiir beide Nasenhilften symmetrisch ist. Da ein
Duftreiz haufig aus einer Vielzahl von verschiedenen olfaktorischen Komponenten zusam-
men gesetzt ist und Uberlappungsspektren der Rezeptorneurone bestehen, wird eine grofe
Zahl spezifischer Sinneszellen durch eine Duftsubstanz aktiviert. Im Bulbus bildet sich da-
durch ein duftstoffspezifisches raumliches und zeitliches Aktivitaitsmuster, das nach seiner
zentralen Weiterleitung zu einem Geruchseindruck fiihrt und die Detektion von etwa 10.000

unterschiedlichen Diiften beim Menschen moglich macht (Hatt in Schmidt 2010).

Einschrdankungen der Riechfunktion

Um die Riechleistung eines Patienten und deren Storungen einzuteilen, wird haufig im klini-

schen Alltag zwischen qualitativen und quantitativen Riechstorungen unterschieden.
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Qualitativ bedeutet hierbei eine verdnderte Wahrnehmung von Geriichen. Von Parosmie
spricht man beispielsweise, wenn real existente Geriiche meist im negativen Sinne verandert
wahrgenommen werden. Phantosmie, bezeichnet dagegen eine Geruchswahrnehmung, die
ohne ein reales Stimuluskorrelat entsteht. Bei den quantitativen Riechstorungen wird die
Normosmie, das subjektiv als normal empfundene Riechvermogen, von der Hyposmie und
Anosmie abgegrenzt. Hyposmie beschreibt einen eingeschriankte Riechleistung. Die Anosmie
kommt einem vollstdndigen Verlust des Riechvermdogens gleich (Forster et al. 2004).

Als spezifische Anosmie bezeichnet man eine deutlich verminderte olfaktorische Sensibilitat
im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung gegeniiber einem bestimmten Geruchsstoff oder ei-
ner Duftstoffgruppe. Ein Erklarungsansatz fiir diese ,Geruchsblindheiten' ist das Fehlen der
fiir die Erkennung dieser Diifte notwendigen Rezeptormolekiile. So sind Anosmien fiir Urin
(Hauptduftstoffkomponente: Androsteron, Haufigkeit in Prozent der Bevolkerung: 40%),
Malz (Isobutanal, 36%), Campher (1,8-Cineol, 33%), Sperma (1-Pyrrolin, 20%), Moschus
(Pentadecanolid, 7%), Fisch (Trimethylamin, 7%) und SchweiB8 (Isovaleriansidure, 2%) be-
schrieben (Hatt in Schmidt 2010).

Im Sinne einer ursachenorientierten Betrachtung von Riechstorungen schlagt die Deutsche
Gesellschaft fiir Olfaktologie und Gustologie eine Einteilung in sinunasale - also die Nase
und/oder Nasennebenhohlen betreffende Ursachen - und nicht-sinunasale Griinde fiir eine
Riechleistungsminderung vor (Forster et al 2004). Bei erstgenannter Gruppe liegt eine Sto-
rung innerhalb des Respirationstraktes vor, das olfaktorische System an sich ist primar nicht
betroffen. Mit einem Anteil von 72% stellen sie die groite Ursachengruppe von Riechstorun-
gen dar, wobei 53% durch Entziindungen der Nase oder der Nasennebenhohlen und 19%
durch respiratorische Storungen verursacht werden. Bei den nicht-sinunasalen Storungen
sind dagegen Pathologien innerhalb der Riechbahn oder am olfaktorischen Epithel nach-
weisbar und ergeben einen Anteil von 28%. Sinunasale Ursachen konnen entziindliche Pro-
zesse der Nase und Nasennebenhohlen infektioser, chronisch-entziindlicher oder allergischer
Art sein (Eccles 2011, Yee et al. 2010, Guss et al. 2009). Anatomische Begebenheiten, die bei-
spielsweise die Nasenatmung storen, erlittene Traumata mit Kopfbeteiligung oder Operatio-
nen im Kopf-Halsbereich sind andere Beispiele fiir mogliche Ursachen (Costanzo und Miwa
2006, Damm et al. 2003).

Die Exposition mit toxischen Substanzen, worunter auch eine Reihe von Medikamenten fallt,
kann zu lokalen Schiadigungen des Riechepithels fiihren. Auch Alkohol- und Nikotinkonsum
konnen sich negativ auf die olfaktorische Perzeption auswirken (Vennemann et al. 2008,
Rupp et al. 2004). Selten sind angeborene Dysosmien, bei denen eine subjektive Beeintrach-
tigung typischerweise nicht vorliegt, da zeitlebens keine Geruchswahrnehmung stattgefunden
hat. In bildgebenden Verfahren ist teilweise eine Hypo- oder Aplasie des Bulbus olfactorius

sichtbar. Ein Beispiel ist das Kallmann-Syndrom, bei dem ein angeborener hypogonado-
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troper Hypogonadismus und eine Anosmie vorliegen, deren Ursache ein neuronaler Migrati-
onsdefekt der GnRH- und der olfaktorischen Neurone ist (Dodé und Hardelin 2004).

Hyp- oder Anosmie sind ebenso im Zusammenhang mit zahlreichen internistischen und neu-
rologischen Erkrankungen beschrieben. So konnen Hyper- und Hypothyreose, Diabetes mel-
litus (Svacina 2007), Nieren - und Lebererkrankungen (Temmel et al. 2005) mit einer Ver-
schlechterung der olfaktorischen Wahrnehmung einhergehen. Das bekanntestes Bespiel neu-
rologischen Krankheiten mit einer Auswirkung auf die Riechfunktion als Frithsymptom ist
der Morbus Parkinson (Herting et al. 2008). Weitere zentralnervose Erkrankungen mit be-
schriebenen Effekten auf das Riechvermogen sind Demenzerkrankungen wie beispielsweise
Morbus Alzheimer (Naudin et al. 2013), Korsakow-Syndrom, rezidivierende Epilepsien und
Schizophrenie (Kohler et al. 2001). Eine Riechstérung, die in keine der genannten Ursachen-
gruppe zuzuordnen ist, gilt solange keine Einteilung moglich ist als idiopathisch. Mit zuneh-
mendem Wissen iiber potentielle Ausloser von Riechstorungen und ausfiihrlicher Diagnostik,
sollte es moglich sein, die Anzahl dieser Ausschlussdiagnose weiter zu minimieren.

Die hochste Inzidenz von Riechstorungen wird in der Altersgruppe der iiber 80-jahrigen mit
50% beobachtet. Doch auch in wesentlich jlingerem Alter ist das Auftreten von Hyp- bezie-
hungsweise Anosmie weit verbreitet. Aktuell geht man davon aus, dass etwa 20% der Bevol-
kerung leichte bis mittelgradige Riechleistungsminderungen aufweisen. Die Anosmierate
wird mit 5% bezogen auf die Gesamtpopulation angegeben (Bramerson et al. 2004, Landis et
al. 2004). Die von den Betroffenen empfundene Beeintrachtigung ist dabei sehr individuell,
so dass vorliegenden Storungen teilweise wenig wahrgenommen werden und eine arztliche

Vorstellung demensprechend selten erfolgt.

Riechtestung

Die Priifung des menschlichen Geruchssinnes an geruchshaltigen Medien wird als
Olfaktometrie bezeichnet und gliedert sich in psychophysische und elektrophysiologische
Testverfahren. Die auch als subjektiv bezeichneten psychophysischen Verfahren dienen zur
Erfassung von Wahrnehmung und Verarbeitung externer physikalischer Reize in Abhéngig-
keit ihrer Konzentration. Eine subjektive Empfindung einer bestimmten Reizintensitat wird
anhand von standardisierten Fragestellungen gemessen. Dies erfordert die aktive Mitarbeit
des Teilnehmers, wodurch die Methode von verschiedenen Faktoren wie Konzentration und
Motivation der Testperson abhingig und dementsprechend vielen Fehlerquellen ausgesetzt
ist. Im klinischen Alltag, in dem zeitlicher und personeller Aufwand bedacht werden muss,
sind diese Testverfahren jedoch haufig einfacher zu praktizieren als elektrophysiologische
Verfahren, die unabhingiger von diesen Storfaktoren sind (Hummel et al. 2001).

Die am haufigsten angewandte Untersuchungsmethode psychophysischer Teste ist die Iden-

tifikationspriifung. Hierbei wird dem Probanden ein Duftstoff in iiberschwelliger Konzentra-
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tion dargeboten, welcher aus mehreren vorgegebenen Antwortmoglichkeiten identifizieren
muss. Da sich die Probanden auf eine Antwort festlegen miissen, bezeichnet man die zugrun-
deliegende Methode als 'forced-choice' (Enligsch: erzwungene Wahl). Das Testergebnis wird
durch die Summe der richtig identifizierten Geruchsproben dargestellt. Je groBer die Anzahl
der im Test beinhalteten Geriiche, desto genauer kann eine normale Riechfunktion von einer
eingeschrankten olfaktorischen Leistung unterschieden werden (Cain 1989; Doty 1995;
Hummel et al. 1997; Kondo et al. 1998).

Neben der Identifikationsleistung werden die Fahigkeit der Geruchsdiskrimination und die
Geruchsschwelle fiir bestimmte Substanzen getestet. Eine Diskriminationspriifung basiert
meistens auf der sogenannten 'three-alternative-forced-choice' Methode. Dem Probanden
werden drei Gerliche prasentiert, von denen zwei identisch sind. Die Testperson wird aufge-
fordert, den sich unterscheidenden Duft zu benennen.

Ehrenstein und Ehrenstein entwickelten 1999 eine Methode zur Testung der Wahrneh-
mungsschwelle, bei der ein Duftstuft in auf- und absteigenden Konzentrationen so lange dar-
geboten wird, bis die Testperson den Duftstoff zweimal hintereinander identifizieren kann
(Ehrenstein und Ehrenstein 1999). Die entsprechende Konzentration wird als Wahrneh-
mungsschwelle des bestimmten Duftstoffes definiert. Andere Verfahren bedienen sich dem
Prinzip der logistischen Regression (Lotsch et al. 2004). Diskriminations- und Schwellentes-
tungen konnen im Gegensatz zu Identifikationsuntersuchungen mehrfach angewandt wer-
den, da eine Kenntnis des Testablaufes keinen Einfluss auf das Ergebnis hat.

In den letzten Jahrzehnten wurden standardisierte Tests zur quantitativen, psycho-
physischen Untersuchung von Riechstorungen entwickelt und validiert. Diese Tests erlauben
eine detaillierte Beurteilung des Riechvermogens und konnen zur diagnostischen Einteilung
zwischen Anosmie, Hyposmie oder Normosmie als auch bei Verlaufsbeobachtungen sinnvoll
angewandt werden. In diesem Zusammenhang seien die ,Sniffin' Sticks‘ (Kobal et al. 1996) ,
der University of Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT, Doty et al. 1984) und der
Connecticut Chemosensory Clinical Research Center Test (CCCRC, Cain et al. 1988) erwiahnt.
Um einen Uberblick iiber die Riechleistung eines Menschen zu gewinnen und grundsitzlich
eine Anosmie auszuschlieBen, wurden verschiedene Screeningtests entwickelt, teilweise als
Auskopplung aus kompletten Testbatterien (Ziiricher Riechtest, Simmen et al. 1999; Aache-
ner Rhinotest, Kremer et al. 1998). 2001 entwickelten Hummel et al. den 12-Stifte-
Screeningtest aus dem 16 Stifte beinhaltenden Identifikationstest der ,Sniffin' Sticks‘-
Testbatterie (Hummel 2001 et al.). Er ist fiir ein schnelles Screening der Riechfunktion gut
validiert, wieder verwendbar und auf europiische Verhéiltnisse abgestimmt. Aufgrund dieser
Vorteile und der Bewihrung des Tests im klinischen Alltag wurde er in der vorliegenden Stu-

die angewandt, um eine An- oder Hyposmie bei Patienten und Probanden auszuschlieBen.
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1.3.8. Andrologie

Die Andrologie beschiftigt sich mit der Physiologie und Pathophysiologie der ménnlichen
Fertilitat und Sexualitat sowie deren Diagnostik und Therapie. Nach WHO-Definition hat sie
die reproduktive Gesundheit des Mannes zum Gegenstand und wird als interdisziplinares

Fach von Urologen, Dermatologen und Endokrinologen ausgeiibt.

Andrologische Diagnostik

Die andrologische Diagnostik setzt sich aus verschiedenen Teilbereichen zusammen, die als
Gesamtbild betrachtet erlauben, eine Diagnose hinsichtlich der Fertilitat des Patienten zu
erstellen.

Hierzu zahlen: Anamnese, klinische Untersuchung, makroskopische und mikroskopische
Beurteilung des Ejakulats und eventuelle Spezialuntersuchungen bei weiterfiihrenden Frage-
stellungen. Eine ausfiihrlich erhobene Anamnese fiihrt bereits bei einem Viertel der Patien-
ten zu einer Diagnosestellung und hilft, die Prognose einer eventuell bestehenden Un-
fruchtbarkeit einschitzen zu konnen. Es gilt vor allem Dauer der Infertilitit, voraus-
gegangene diagnostische Mafnahmen und Behandlungsversuche, schwere systemische Er-
krankungen (z.B. Diabetes mellitus, Mukoviszidose, Morbus Crohn), langere Episoden einer
medikamentdse Behandlung, Chemo-/Strahlentherapie, vorausgegangene chirurgische Ein-
griffe, Verletzungen oder Infektionen des Urogenitaltraktes, Storungen der Sexualfunktion,
berufliche Tatigkeit, Alkohol- und Nikotinkonsum zu erfassen. Auch die Sexualanamnese
und Anamnese der Partnerin sind von Bedeutung. Die klinische Untersuchung des Patienten
und die makroskopische und mikroskopische Untersuchung des Ejakulats runden die andro-
logische Diagnostik ab.

Zur Qualitatssicherung der andrologischen Diagnostik erarbeitete die Subkomission der
Deutschen Dermatologischen Gesellschaft ,Qualitatssicherung in der Andrologie’ Empfehl-
ungen (Anonymus 1993), die sich eng an die bereits veroffentlichten Empfehlungen der
Deutschen Gesellschaft fiir Andrologie anlehnen (Wolff und Schill 1996). Da die
Ejakulatanalyse Hauptpfeiler und groSte Fehlerquelle darstellt, sollte sie gemaB den Richtli-
nien der Weltgesundheitsorganisation von 1999 erfolgen (Manual 1999). In manchen Fillen
konnen Spezialuntersuchungen richtungsweisend sein (Erregerdiagnostik, Hormonbestim-
mungen, Antikorperbestimmungen, Uberpriifung der akrosomalen Reaktion etc.).

Der Erfolg andrologischer Bemiihungen kann auf verschiedenen Ebenen kontrolliert werden.
Endpunkt und wichtigstes Kriterium der Ergebnisqualitit ist der Eintritt einer Schwanger-
schaft. Hierbei flieBen gynakologische Faktoren mit ein, die eine Ergebnisanalyse andro-

logischer TherapiemaBnahmen erschweren. Von sehr hoher Aussagekraft sind die Be-
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fruchtungsraten im Rahmen einer In-Vitro-Fertilisation. Allerdings unterzieht sich nur ein
Teil der andrologischen Patienten mit ihren Partnerinnen diesem Eingriff. Als Basiskriterien
der andrologischen Erfolgskontrollen konnen daher zunichst Verbesserungen der klassi-
schen Spermiogrammparameter bewertet werden, obwohl sie nur eine begrenzte Aus-
sagekraft besitzen. Prinzipiell ist der Kontakt zu anderen Fachdisziplinen (Gynakologie, Uro-
logie, Endokrinologie, Humangenetik, Psychosomatik) von grofer Bedeutung. Nach der er-
folgten Diagnosestellung steht die Beratung des Paares zur weiteren Therapieplanung im
Mittelpunkt.

Idiopathische Infertilitdt

Die Weltgesundheitsorganisation definiert den Begriff der Unfruchtbarkeit in einer Partner-
schaft von Mann und Frau als eine Erkrankung des Reproduktionssystems, die zur Folge hat,
dass eine Frau im reproduktiven Alter nach 24 Monaten trotz regelmaBigem, ungeschiitztem
Geschlechtsverkehr nicht schwanger wird (WHO ICMART glossary, 2009).

Die Angaben zur Pravalenz der Infertilitit unterliegen einer erheblichen Schwankungs-
breite, was unter anderem an unterschiedlichen Definitionskriterien liegt. So divergieren die
in der Literatur angegeben Zahlen von 6,8% bis 38,6% (Larsen 2005). In einer aktuellen Stu-
die, die das Vorkommen von ungewollten Kinderlosigkeit in Frankreich analysiert, konnten
nach 12 Monaten 24% (19-30%) und nach 24 Monaten 11% (8-14%) der in die Studie einge-
schlossenen Frauen nicht schwanger werden (Slama et al. 2012).

Die Daten alterer Studien in Deutschland ergeben dhnliche Prozentsatze unfreiwilliger Kin-
derlosigkeit. In der durch Gnoth et al. untersuchten Gruppe von 364 Frauen stellte sich bei
10,4% keine Konzeption ein (Gnoth et al. 2003). Der Begriff der Subfertilitit wird verwendet,
wenn eine eingeschrankte Zeugungs- beziehungsweise Empfangnisfahigkeit bei Mannern
oder Frauen besteht. Nach 48 Monaten blieben noch 5% der Untersuchten kinderlos, was als
Ausdruck einer definitiven Infertilitat gewertet wurde (Gnoth et al. 2005).

In GroBbritannien durchgefiihrte Studien zeigen, dass bei einem von sieben Paaren (14%)
Konzeptionsschwierigkeiten auftreten (Wilkes et al. 2009). Die Rate in vergleichbaren Ge-
sellschaften wird mit 8%-20% angegeben (Whitman-Elia und Baxley 2001, Case 2003). Die
jahrliche Inzidenz der Infertilitat liegt geschitzt bei 1,2 Paaren pro 1000 der Gesamtbevolke-
rung. Metaanalysen, die versuchen eine einheitliche Definition der Infertilitiat zu schaffen,
um diese in demographischen und reproduktionsmedizinischen Studien nutzten zu konnen,
geben eine Rate von 0,6% bis 3,4% primarer Infertilitdt und 8,7% bis 32,6% sekundérer In-

fertilitat an (Mascarenhas et al. 2012, Gurunath et al. 2011).

Es gibt eine Reihe von Fertilitatsstorungen, deren pathophysiologische Ursachen bekannt

sind und kausal behandelt werden konnen. Auch wenn die Versorgung des fertilitats-
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gestorten Mannes weit weniger gut organisiert ist als die der Frau, zeigt die Analyse der Ur-
sachenverteilung von Fertilitatsstorungen, dass bei bis zur Halfte der Paare mit unerfiilltem
Kinderwunsch die Storungen beim Mann liegen (Stahl et al. 2012).

Darunter ist ursachlich hiufig eine eingeschrinkte Spermienmotilitdt zu finden. Diese kann
beispielsweise durch Anti-Spermatozoen-Antikorper, Spermien-DNA-Defekte, erhohtem
Level an freien Sauerstoffradikalen oder Spermienstrukturdefekte bedingt sein. Die Storung
kann natiirlich auch auf weiterfiihrenden Ebenen der Konzeption gestort sein (Stahl et al.

2012).

Storungen

beim Mann
20% Keine Storung

erkennbar
16%

Storungen bel
Mann und Frau

Storungen
bei der Frau ’
269

39% 2

Abbildung 6: Verteilung der Ursachen ungewollter Kinderlosigkeit zwischen Mann und
Frau, WHO 1987

Fiir etwa 30% der Storungen der Zeugungsunfahigkeit des Mannes gibt es keine an den Ursa-
chen orientierte Diagnose, so dass von idiopathischer Infertilitat gesprochen wird (Hamada
et al. 2012).

Auch eine nicht unerheblich groBe Gruppe der eine Fertilitatssprechstunde aufsuchenden
Mainner gehort dieser Gruppe von Patienten an. Wichtig ist dabei zu betonen, dass sie eine
Ausschlussdiagnose darstellt und erst nach eingehender andrologischer Diagnostik beziig-
lich fertilitatsstorender Ursachen gestellt werden darf. Wahrscheinlich verbirgt sich hinter
dieser Sammeldiagnose eine Vielzahl von unterschiedlichen pathogenetischen Mechanismen,
die aufzuklaren eine der wichtigsten und aktuellsten Aufgaben der Andrologie ist, um die
verursachende Stérung durch eine spezifische Therapie beheben zu konnen oder ein Ver-
standnis ihrer Pathophysiologie im Rahmen der Grundlagenforschung zu erlangen, die mog-

liche therapeutische Interventionen ein Stiick nahertreten lassen (Ko et al. 2012).
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1.3.9. Variabilitiit des Genoms

Ein Merkmal des menschlichen Genoms und anderer Organismen ist die Existenz zahlreicher
Unterschiede beziiglich Sequenz und GroBe zwischen verschiedenen Individuen, was auch als
genetischer Polymorphismus bezeichnet wird. Hauptséachlich finden sich diese Unterschiede
in nicht-kodierenden Bereichen, also Sequenzen, die auBerhalb der Gene liegen. Besondere
Bedeutung haben in diesem Zusammenhang einzelne Unterschiede in einer Sequenz, die
auch als Einzelnukleotidpolymorphismen (englisch: single nucleotide polymorphism, SNP)
bezeichnet werden. Diese treten etwa alle 300 Basenpaare auf und sind neben Deletionen
oder Duplikationen die wichtigsten Unterschiede im Genom zwischen verschiedenen Indivi-
duen. Wenn sie sich in kodierenden Abschnitten befinden, werden sie als ,coding SNP*
(cSNP) bezeichnet. Bei einer solchen Lage in kodierenden Exons konnen SNP zu einer Modi-
fikation des kodierten Proteins fiihren. Im menschlichen Genom ist die chromosomale An-
ordnung von tiiber 1,5 Millionen SNP kartiert und im Internet als Datenbank verfiigbar
(Hinds et al. 2005). Aufgrund dieser Haufigkeit und der individuellen Unterschiede definie-
ren SNP jeden gegebenen DNA-Abschnitt und es ergibt sich eine individuell spezifische
Konstellation dieser Einzelnukleotidpolymorphismen. Ein bestimmter DNA-Bereich mit
mehreren varianten Stellen wird als Haplotyp bezeichnet und kann als genetischer Marker
verwendet werden. Dies hat besonders im Rahmen der Erkennung bestimmter Chromo-
somenabschnitte Bedeutung, auf denen Genloci liegen, die fiir Krankheiten disposi-
tionierenden Allele beherbergen.

In der vorliegenden Studie waren mogliche SNP in kodierenden Bereichen des OR1D2-Gens
von Interesse, die aufgrund Threr Lage in Exons eventuell zu einer Verinderung des Gen-
produktes, namlich des Geruchsrezeptors fiir Bourgeonal fithren und somit eine verdnderte
Wahrnehmung des Geruchsstoffes erkliaren konnten. Aufgrund der nasalen und ektopischen
Expression dieses Rezeptors auf Spermien konnte bei Modifikation des Proteins sowohl eine

veranderte Riechwahrnehmung als auch eine Einschrankung der Fertilitat resultieren.
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1.4. Fragestellung

Mehrere Studien beschreiben die Prasenz menschlicher Riechrezeptoren in verschiedenen
Zelltypen. Dieser Studie liegt das Vorhandensein des Rezeptors hOR 17-4 in menschlichem
Riechepithel und auf Spermien zu Grunde. Der Rezeptor scheint eine wesentliche Rolle in der
Chemotaxis von Spermien zu spielen und somit eine kritische Komponente im Fertilitats-
prozess darzustellen. Als einer der Hauptagonisten des Rezeptors konnte der Duftstoff
Bourgeonal identifiziert werden. Es sollte untersucht werden, ob ein Unterschied zwischen
der olfaktorischen Wahrnehmung des Duftstoffes von gesunden fertilen Probanden und an-
drologischen Patienten mit idiopathischer Infertilitit festzustellen ist. Infertile Patienten
konnten den Rezeptor nicht oder im Vergleich zur Normalbevolkerung verandert
exprimieren, wodurch die Spermien weniger erfolgreich im Rahmen der Befruchtung sein
konnten. Bezogen auf die Riechleistung konnte bei mangelhafter Rezeptorfunktion eine Min-
derung von Riechschwelle und Diskriminationsfahigkeit moglich sein. Einer eventuell vor-
handenen Differenz der olfaktorischen Leistung konnte ein genetisches Korrelat im Sinne
eines Polymorphismus oder einer Mutation zu Grunde liegen.
Dazu wurde im Speziellen untersucht, ob
e sich die Riechleistung im Screening Test der Sniffin' Sticks zwischen Probanden und
Patienten unterschied und von einer gleichwertigen Riechfunktion auszugehen war.
e ein Unterschied der olfaktorischen Diskriminationsfahigkeit und Geruchsschwelle fiir
die Duftstoffe Helional, Phenylethylalkohol und Bourgeonal festzustellen war.
e die subjektive Intensitiatseinschatzung der einzelnen Reinsubstanzen unterschiedlich
war.
e es eine Korrelation von Mutationen/ Polymorphismen im hOR 17-4 Gen und der Fa-
higkeit, den Duftstoff Bourgeonal wahrzunehmen, gab.
e ein spezifischer genetischer Haplotyp in der Gruppe der idiopathisch Infertilen haufi-

ger vorkommt.
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2. Material und Methoden

2.1. Ethischer Hintergrund

Alle Probanden und Patienten, die sich zu einer Teilnahme an der Studie bereit erklarten,
wurden im Vorfeld iiber den Ablauf und den wissenschaftlichen Hintergrund der Studie auf-
geklart und unterzeichneten eine schriftliche Einverstindniserklairung zur wissen-
schaftlichen Nutzung der ermittelten Daten. Es wurde erlautert, dass die Teilnahme freiwillig
war und ohne Angabe von Griinden jederzeit abgebrochen werden konnte. Die Teilnehmer
wurden dariiber informiert, dass die Ergebnisse und jegliche den Teilnehmer betreffende
Informationen entsprechend den Regeln der arztlichen Schweigepflicht behandelt werden.
Zudem wurde auf das Recht des Versuchsleiters hingewiesen, den Teilnehmer bei Nichterfiil-
len der Einschlusskriterien aus der Studie auszuschlieBen.

Die Studie wurde gemaB der Deklaration des Weltarztebundes von Helsinki iiber ,Ethische
Grundsitze fiir die medizinische Forschung am Menschen“ (World Medical Association Ge-
neral Assembly, 2004) durchgefiihrt.

Der Antrag zur Durchfiihrung der Studie wurde von der Ethikkommission der Technischen

Universitidt Dresden gepriift und genehmigt (EK 106032011).

2.2. Probanden und Patienten

Die Probanden wurden durch Aushinge im Bereich der Universitatsklinik und im Raum
Dresden oder durch direktes Ansprechen fiir die Studie gewonnen und mussten den zuvor
festgelegten Auswahlkriterien gerecht werden. Es kamen junge Manner in Frage, die nach
subjektiven Angaben iiber ein normales oder gutes Riechvermogen verfiigten und zum
Untersuchungszeitpunkt keine pathologischen Befunde im Hals-Nasen-Ohren Bereich oder
andere anamnestische Auffalligkeiten aufwiesen, die Grund fiir eine Riechleistungs-
minderung hitten sein konnen. Das Altersspektrum der Probanden sollte dem der Patienten
moglichst exakt entsprechen. Die Probanden sollten iiber eine uneingeschrankte Fertilitat
verfligen. Dies wurde entweder mit einem bereits im Vorfeld der Studie durchgefiihrten Fer-
tilitaitsnachweis oder der anamnestischen Angabe Vater eines oder mehrerer Kinder zu sein
belegt. Da die Fertilitit des Mannes von vielen Faktoren abhingig ist, sollte die Zeugung des
Kindes moglichst kurze Zeit zuriickliegen (das Alter der Kinder lag bei durchschnittlich 20
Monaten). Um Normwerte fiir die Wahrnehmungsschwelle des Duftstoffes Bourgeonal in der

mannlichen Normalbevolkerung zu erhalten, wurden zu Beginn der Studie junge gesunde
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Mainner im Alter von 23-35 Jahren (Durchschnittsalter = 27 Jahre) getestet. Es ergab sich
eine Probandenzahl von 48, darunter befanden sich 22 Méanner mit direktem oder indirek-

tem Fertilitatsnachweis.

Das Patientenkollektiv wurde in Zusammenarbeit mit der Leiterin der andrologischen Ambu-
lanz der Klinik fiir Dermatologie des Universitatsklinikums Dresden Frau Dr. med. Petra
Spornraft-Ragaller ausgewéhlt. Von Interesse waren Méanner, die sich aufgrund eines seit
iiber einem Jahr bestehenden unerfiillten Kinderwunsches in der andrologischen Ambulanz
vorstellten. Die iiblicherweise durchgefiihrte Diagnostik sollte eine unauffillige Anamnese,
einen korperlichen Untersuchungsbefund ohne Pathologien und eine im Rahmen der mikro-
skopischen Ejakulatanalyse wiederholt nachgewiesene Normozoospermie zeigen, so dass von
einer uneingeschrankten Fertilitat ausgegangen werden konnte. Die Paaranamnese spiegelt
wieder, dass die notwendigen Voraussetzungen fiir eine Konzeption erfiillt waren. Die jewei-
lige Partnerin musste eine unauffillige Anamnese beziiglich moglicher Einschrankungen der
Fertilitat aufweisen, was durch eine zusitzlich durchgefiihrte gynidkologische Diagnostik oh-
ne pathologische Befunde belegt wurde. Stand eine weiterfiihrende Untersuchung der Part-
nerin noch aus, wurde als Auswahlkriterium eine unauffillige gynikologische Anamnese ge-
fordert. Zusammenfassend lieB sich die Patientengruppe unter dem Stichwort Manner mit

idiopathischer Infertilitat charakterisieren.

2.3. Studiendesign und Versuchsablauf

Die Untersuchung wurde in zwei Sitzungen durchgefiihrt. Hintergrund und Ziel der Studie
wurde den Teilnehmern erneut erortert und auf sich ergebende Nachfragen ausfiihrlich vor
Durchfiihrung der Untersuchungen eingegangen. Zu Beginn wurde eine ausfiihrliche Anam-
nese anhand eines standardisierten Fragebogens des Interdiszipliniaren Zentrums fiir Rie-
chen & Schmecken erhoben (siehe Anlagen). Da bei einigen Patienten zwischen der Durch-
fiihrung der andrologischen Diagnostik und der Studienteilnahme langere Zeitraume lagen,
wurde die andrologische Anamnese auf ihre Aktualitét hin tiberpriift und bei sich ergebenden
Abweichungen korrigiert dokumentiert. Auch die Anamnese der Partnerin wurde erneut be-
zliglich moglicher Veranderungen erfragt.

Nach der Anamneseerhebung wurde eine subjektiv-olfaktometrische Untersuchung mittels
Sniffin' Sticks durchgefiihrt. Es wurde der Screeningmodus mit 12 Riechstiften genutzt
(Hummel et al. 2001). Die Testung erfolgte unilateral. Es sollte eine Anosmie beziehungswei-
se Hyposmie ausgeschlossen werden, die einen Ausschluss aus der Studie bedeutet hitte. Als

Grenzwert zwischen Normosmie und pathologischem Ergebnis wurden wenigstens 10 richti-
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ge Identifikationen veranschlagt. Bei lateralisierter Testung wird im Screeningmodus das
Ergebnis der besseren Seite fiir die statistische Auswertung verwendet.

Der zweite Teil der Studie beinhaltete eine Diskriminations- und Schwellentestung fiir die
Duftstoffe Bourgeonal, Helional und Phenylethylalkohol. Die Testung erfolgte nach der ,,3-
alternative forced choice“-Methode mit im Vorfeld erstellten Verdiinnungsreihen.

Zuletzt wurden die Studienteilnehmer aufgefordert anhand einer verbalen Bewertungsskala
die Intensitit der drei Duftstoffe in unverdiinnter Form untereinander vergleichend subjektiv
einzustufen (Skala von o bis 10, 0= keine Geruchswahrnehmung, 10= extrem intensive Ge-
ruchswahrnehmung). Die Gesamtzeit der Untersuchung lag zwischen 45 und 60 Minuten.

In einer zweiten Sitzung wurde eine venose Blutentnahme von 10 ml EDTA-Blut als Material
zur Genotypisierung des OR1D2-Gens bei den Teilnehmern durchgefiihrt, die sich dazu be-

reit erklart hatten.

2.4. Anamnese

Bei allen Teilnehmern wurde eine ausfiihrliche Anamnese anhand eines standardisierten
Fragebogens des Interdisziplindren Zentrums fiir Riechen & Schmecken der Hals-Nasen-
Ohren Klinik Dresden (siehe Anlagen) erhoben. Faktoren, die bekanntermafBen einen Ein-
fluss auf das Riechvermogen haben konnen, sollten erfasst werden, da dies einen Ausschluss
aus der Studie nach sich gezogen hitte. Es wurden Alter, Korpergrof3e und -gewicht, Ausbil-
dung und derzeitige Tatigkeit erfasst. Erlittene Unfille und vorausgegangene Operationen im
Kopf-Halsbereich, neurologische und internistische Erkrankungen, Exposition mit fiir das
Riechepithel toxischen Substanzen im beruflichen und privaten Umfeld, als auch Medika-
menteneinnahme, Nikotin- und Alkoholkonsum, wurden unter Anderem erfragt. Da die an-
drologische Anamnese bereits weitgehend aus der Ambulanzakte bekannt war, wurde ledig-
lich die Frage nach der Dauer des unerfiillten Kinderwunsches gestellt. Miindlich wurden die
Patienten nach mdglichen Anderungen in den zuvor erhobenen Daten gefragt (beispielsweise
neuere Untersuchungsergebnisse von Spermiogrammen, Befunde der gynikologischen Diag-
nostik der Partnerin wie Laparoskopie, Hormonanalysen).

Bei den Probanden wurde Vaterschaft und Alter des/r Kindes/r erfasst. Das subjektive Riech-
vermogen sollte anhand einer verbalen Bewertungsskala von ,keine Riechwahrnehmung® bis
»sehr gut® eingeschitzt werden. Dasselbe erfolgte fiir die Qualitdt der Nasenatmung im Sei-

tenvergleich von ,nicht durchgiangig® bis ,,sehr gut®.
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2.5. Sniffin' Sticks

Im ersten Teil der Riechpriifung wurde das psychophysische Testverfahren der Sniffin' Sticks
genutzt (Kobal et al. 1996). Der urspriingliche Test setzt sich aus drei Einzelpriifungen zu-
sammen: eine Wahrnehmungsschwellenbestimmung mit dem Duftstoff Phenyethylalkohol,
der Testung des Diskriminationsvermogens und der Identifikationsfahigkeit von bestimmten
Gerilichen. In der vorliegenden Studie wurde nur der Identifikationssubtest verwendet. Fiir
Schwellenbestimmung und Diskriminationstestung wurden Verdiinnungsreihen mit den re-
levanten Substanzen erstellt.

Bei den Sniffin' Sticks dienen Stifte als Dufttrdager, deren Aufbau im Wesentlichen einem
handelsiiblichen Filzstift entspricht. Der AuBenteil der Riechstifte wird von einem circa 14
cm langen Kunststoffrohrchen mit einem Innendurchmesser von 1,3 cm gebildet. Innerhalb
des Rohrchens befindet sich der eigentliche Trager der Duftsubstanz: ein Filzstift, der mit 4
ml des entsprechenden Geruchsstoffes getrinkt ist. Bei einigen Stoffen, beispielsweise
Phenylethylalkohol, wird der geruchsneutrale Stoff Propylenglykol als Losungsvermittler
eingesetzt. Der Geruchsstift ist mit einer Kappe versehen, nach deren Abnahme kommt es zur
Freisetzung des Duftstoffes (Hummel et al. 1997). Bei der Durchfiihrung wird die Stiftkappe
vom Untersuchung fiir etwa drei Sekunden entfernt und die getrankte Stiftspitze 1-2 cm vor
dem jeweils unabgedeckten Nasenloch platziert. Die Testperson wird zu aktivem Riechen

aufgefordert.

Abbildung 7: Sniffin‘ Sticks Screening 12 Test (Firma Burghart Messtechnik)
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Abbildung 8: Durchfiihrung der Sniffin® Sticks Untersuchung (Riech-und Schmecklabor,
Uniklinikum Dresden, Bild von Dr. Bae-Gartz)

Ein Interstimulusintervall von mindestens 30 Sekunden sollte zur Verhinderung einer Ge-
ruchsdesensibilisierung eingehalten werden. Um die Summe externer Storfaktoren wihrend
der Untersuchung zu minimieren und eine optimale Prasentation der Geruchsstoffe zu ga-
rantieren, fanden die Sniffin‘ Sticks Untersuchungen genauso wie die weiteren Riechpriifun-
gen in ruhigen, klimatisierten und gut beliifteten Rdumen des Riech- und Schmecklabors
statt. Die Patienten und Probanden durften mindestens eine Stunde vor der Untersuchung
keine Nahrung mehr zu sich nehmen, Bonbons und Kaugummis sollten ebenso vermieden
werden und nur noch Wasser getrunken werden. Wahrend der Untersuchungen durfte nicht
geraucht werden und auf starkes Parfiim oder andere starke Duftmittel sollte verzichtet wer-

den.

2.5.1. Identifikation

Zur Priifung der olfaktorischen Identifikationsleistung wurde der von Hummel und Mit-
arbeitern 2001 entwickelte Screeningtest der Sniffin‘ Sticks verwendet (Hummel et al. 2001).

Der Test setzt sich aus folgenden zu identifizierenden Geriichen und Distraktoren zusammen:
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Stift Deskriptoren

1 Orange Brombeere Erdbeere Ananas

2 Rauch Klebstoff Schuhleder Gras

3 Honig Vanille Schokolade Zimt

4 Schnittlauch Pfefferminz Fichte Zwiebel

5 Kokos Banane Walnuss Kirsche

6 Pfirsich Apfel Zitrone Grapefruit
7 Lakritz Gummibarchen Kaugummi Kekse

8 Zigarette Kaffee Wein Kerzenrauch
9 Gewlirznelke Pfeffer Zimt Senf

10 Birne Pflaume Pfirsich Ananas
11 Kamille Himbeere Rose Kirsche

12 Brot Fisch Kise Schinken

Tabelle 1: Aufbau des Screeningtests. Targets sind fett gedruckt, Distraktoren normal.

In der Studie wurden die Stifte wie in 2.5 beschrieben prisentiert. Die Testung erfolgte
lateralisiert indem jeweils nur mit einem Nasenloch gerochen wurde. Die Seiten wurden mit
jedem Stift gewechselt. Durch eine von der Computersoftware vorgegebene, randomisierte
Reihenfolge der Stifte, sollte vermieden werden, dass sich die getestete Person die Begriffe zu
gut merken konnte und ein besseres Ergebnis auf der zweiten getesteten Seite erzielen konn-
te. Es wurde ein ,multiple-forced-choice’-Modus angewandt. Anhand verbaler Antworttafeln
musste die Testperson den Begriff wahlen, der den dargebotenen Geruchsstoff am Treffends-
ten beschrieb.

Um dies zu ermoglichen, wurde dieser Testabschnitt unverblindet durchgefiihrt. Auch wenn
eine Identifikation laut Testperson nicht moglich war, musste die Entscheidung fiir eine
Antwortmoéglichkeit getroffen werden.

Die Testdauer belauft sich auf circa 4 Minuten, was als Vorteil fiir die Compliance bei der
Studienteilnahme angesehen wurde. Erreichte Punktwerte von unter zehn deuten auf eine
eingeschrinkte, Werte von 4 auf eine aufgehobene Riechleistung hin. Werte von fiinf oder
sechs erlauben den Ausschluss einer Anosmie, wohingegen eine Differenzierung zwischen
Norm- und Hyposmie aufgrund iiberlappender Bereiche nicht méglich ist (Gudziol und Fors-
ter 2002). Ein Punktwert von 10 richtigen Identifikationen der besseren Nasenseite wurde

fiir eine Studienteilnahme vorausgesetzt.




28 Material und Methoden

2.6. Diskriminations- und Schwellentestung

Die Diskrimination von Gerilichen beschreibt die Fahigkeit, verschiedene Duftsubstanzen
voneinander zu unterscheiden. Diese Teilfunktion des Geruchssinns sollte fiir die einzelnen
Duftstoffe Helional (HEL, CAS #1205-17-0), Bourgeonal (BOU, CAS #18127-01-0) und
Phenyethylalkohol (PEA, CAS #60-12-8) getestet werden. Helional ist trotz chemisch dhn-
licher Struktur zu Bourgeonal ein nicht aktiver Ligand des Rezeptors ORD1D2. Gleiches gilt
fiir Phenylethylalkohol (Rosenduft). So dass diese beiden Substanzen als Kontrollen genutzt
wurden. Alle drei Duftstoffe haben einen angenehmen und blumigen Geruch.

Durch die Untersuchung einer Geruchsschwelle kann bestimmt werden, ab welcher Konzen-
tration eine bestimmte Substanz von der getesteten Person wahrgenommen werden kann.
Beide Riechleistungen wurden in einem Testdurchlauf untersucht.

Da die Geruchsstoffe Bourgeonal und Helional nicht in der Standardbatterie der Sniffin°
Sticks vorkommen, wurden Verdiinnungsreihen mit den Duftstoffen hergestellt. Die aus 8
Stufen zusammengesetzten Reihen wurden einer geometrischen Verdiinnung folgend herge-
stellt. Als Losungsmittel wurde die Substanz 1,2-Propandiol genutzt. Die Duftstoffe wurden
in einer 1:4 Verdiinnung (ein Teil Duftstoff zu vier Teilen Losungsmittel) beginnend mit 2 ml
der Reinsubstanz in 125 ml erfassende, dunkle Glasflaschen gefiillt, die zuvor auf ihre Duft-
neutralitdt hin tiberpriift wurden. Nach einer ausreichenden Mischung der beiden Substan-
zen, wurden jeweils 2ml der zuvor erstellten Konzentrationsstufe in eine weitere Glasflasche
mit 8 ml Losungsmittelbasis pipettiert. Um auf ein Endvolumen von 8ml zu kommen, wur-
den 2 ml der achten Verdiinnungsstufe verworfen.

Zur Sicherstellung weitgehend identischer Versuchsbedingungen sollten die hergestellten
Reihen nicht langer als 4 Wochen, bei haufiger Nutzung maximal 3 Wochen genutzt werden.
Um die Mdglichkeit einer visuellen Detektion der duftstoffenthaltenden Glasflaschen zu ver-
hindern, wurden die Untersuchungen mit einer blickdichten Maske durchgefiihrt (Hummel
et al. 1997). Der verblindeten Testperson wurden jeweils drei geoffnete Glasflaschen zum
Riechen angeboten. Die Prasentation erfolgte uninasal fiir etwa drei Sekunden in randomi-
sierter Reihenfolge. Das Interstimulusintervall innerhalb eines Tripletts lag bei circa 3 Se-
kunden. Um eine Geruchsdesensibilisierung zu verhindern, sollte zwischen den einzelnen
Flaschentripletts wie bei der Identifikationstestung ein zeitlicher Abstand von mindestens 30
Sekunden eingehalten werden (Kobal et al. 1996, Hummel et al. 1997).

Unter den drei Flaschen befanden sich zwei ,blanks’, die nur mit 8 ml Losungsmittel
Propandiol gefiillt waren. Sie stellten Distraktoren zur dritten Flasche dar, die Geruchsstoff
enthielt. Die Stoffe Bourgeonal, Helional und Phenyethylalkohol wurden wie in 2.6 beschrie-

ben, ebenfalls in Propandiol gelost, was die olfaktorische Detektion erschwerte.
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Die Wahl, mit welcher Verdiinnungsreihe begonnen wurde, legte ein randomisiertes Schema
fest. Der Geruchssinn unterliegt bei einer groSen Stimulusanzahl in einem kurzen Zeit-
intervall einer gewissen Desensibilisierung, die selbst bei Einhaltung definierter Pausen mit
der Zeit eintritt. Die Konzentrationsfihigkeit der Testperson nimmt mit zunehmender Unter-
suchungsdauer ab, was sich ebenso auf die Riechleistung auswirken kann. Mit der
Randomisierung der Reihenfolge sollte einem moglichen systematischen Fehler vorgebeugt
werden.

Der Untersucher benannte die dargebotenen Flaschen bei der Prasentation mit den Zahlen 1,
2 und 3, dadurch wusste der verblindete Teilnehmer, wann er den Stimulus zu erwarten hatte
und konnte die wahrgenommene Geruchsinformation einer Zahl zuordnen. Die Aufgabe be-
stand darin, die duftstoffenthaltende Flasche zu identifizieren und ihre Zahl zu benennen,
ohne den spezifischen Geruch benennen zu miissen. Im Sinne der ,triple-forced-choice” Me-
thode musste sich die Testperson nach einer einmaligen Préasentation fiir eine Antwort ent-

scheiden.

2.6.1. Geruchsschwelle

Zur Erfassung der Wahrnehmungsschwelle der Geruchsstoffe Bourgeonal, Helional und
Phenylethylalkohol wurde nach ,single staircase’ Methode verfahren, die auch die Basis der
Sniffin‘ Sticks Schwellentestung darstellt (Ehrenstein und Ehrenstein 1999, Doty 1991).

Die acht eingesetzten Flaschen der Verdiinnungsreihen waren in absteigender Kon-
zentration mit den einzelnen Duftsubstanzen gefiillt, so dass Flasche Nr. 1 die hochste und
Flasche Nr. 8 die niedrigste Konzentration aufwies. Um dem Untersucher die Erinnerung der
gewahlten Reihenfolge zu erleichtern, waren die Glasflaschen mit Aufkleber versehen, die
Inhaltsstoff und Konzentrationsstufe angaben. Dies erklart die Notwendigkeit, die Testper-
son wihrend der Untersuchung zu verblinden. Die Prasentation der Tripletts mit der nied-
rigsten Duftstoffkonzentration (Nr. 8) stellte den Anfang der Untersuchung dar. Schlug eine
Identifikation fehl, wurde das zwei Verdiinnungsstufen niedriger gelegene Triplett prasen-
tiert (Nr. 6). Sobald eine Verdiinnungsstufe richtig identifiziert werden konnte, wurde das-
selbe Triplett erneut prasentiert. Kam es zu einer zweiten richtigen Detektion, wurde diese
Konzentrationsstufe als Wendepunkt definiert und protokolliert. Nun bewegt sich die Unter-
suchung wieder in Richtung niedrigerer Konzentrationsstufen, da im Folgenden die drei Fla-
schen der nachst hoher gelegenen Stufe angeboten wurden. Nach der Bestimmung des ersten
Wendepunktes erfolgten Auf- und Abbewegungen in den Verdiinnungsreihen nur noch ein-
stufig und nicht wie beim ersten Wendepunkt zweistufig. Dies hat den Hintergrund, dass fiir
den Test ein praxiskompatibler Kompromiss zwischen einer sehr groBen Anzahl von Test-

schritten und dem Vorteil einer hohen Reproduzierbarkeit und einer den Aspekt der Zeit-
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okonomie beriicksichtigenden Einschrankung des Untersuchungsumfangs gefunden werden
muss (Cornsweet 1962).

So birgt ein kleinschrittiges Vorgehen bei der Wahl der Konzentrationsspriinge die Gefahr
der Ineffektivitit, also wenig Informationsgewinn trotz langer Versuchsdauer. Dagegen kann
bei der Wahl einer sehr groBen Konzentrationsdifferenz zwischen den einzelnen Verdiinn-
ungsstufen das Problem auftreten, dass die wirkliche Wahrnehmungsschwelle der Testper-
son nicht erfasst wird, da sie iibersprungen wurde. Es wurden solange Tripletts niedrigerer
Konzentrationen angeboten, bis zwei aufeinander folgende Detektionen scheiterten.

Die zu diesem Versuchszeitpunkt verwendete Konzentrationsstufe stellte den zweiten Wen-
depunkt dar (siehe Abbildung 1.3). Nun bewegte sich die Testung wieder in die andere Rich-
tung. Die Prisentation niedrigerer Konzentrationsstufen geschah erneut bis zu zwei aufei-
nander folgenden erfolgreichen Detektionen der duftstoffenthaltenden Glasflasche. Die Tes-
tung wurde bis zur Definition von fiinf Wendepunkten durchgefiihrt. Die Geruchsschwelle

der Testperson wurde als arithmetisches Mittel der letzten vier Wendepunkte definiert:

Wendepunkt1+2+3+4

4
1
2
3 X X
4 X X X X 00
5 X X X0 X X X0
6 0 X0 X X 0
7 X 0
8 0

Tabelle 2: Dokumentation Schwellen/Diskriminationstestung. Die ermittelte Schwelle liegt

in diesem Beispiel bei 5,0.

2.7. Subjektive Intensititseinstufung

Den letzten Teil der olfaktorischen Untersuchung stellte eine subjektive Intensitats-
einschiatzung anhand einer visuellen Analogskala dar. Die Studienteilnehmer wurden aufge-
fordert, die Intensitit der drei verwendeten Duftstoffe in unverdiinnter Form einzustufen.
Die Skaleneinteilung reichte von o bis 10, wobei o0 fiir ,keine Geruchswahrnehmung® und 10
fiir ,sehr intensive Geruchswahrnehmung® stehen sollten. Die Aufgabe lag darin, die Intensi-

tat der einzelnen Substanzen miteinander vergleichend einzuschétzen.
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2.8. Charakterisierung von Varianten des OR17-4 Gens

Im zweiten Teil der Studie wurde den Riechtestungen eine Genotypisierung des OR1D2-Gens
angeschlossen. Die Patienten wurden durch ein Anschreiben iiber den Stand der Ergebnisse
unterrichtet und erneut in das Riech- und Schmecklabor gebeten, um eine venose Blut-
entnahme von 10 ml EDTA-Blut durchfiihren zu konnen. Von den 15 in die Studie ein-
geschlossenen Patienten erklarten sich 8 fiir eine Blutabnahme bereit. Als Vergleich fiir die
genetische Analyse dienten drei Blutproben von Mannern, die zuvor in der Probandengruppe
an der Studie teilgenommen hatten. Die Proben wurden sofort nach erfolgter Abnahme tief-
gefroren und gesammelt an das genetische Labor des Instituts fiir Zellphysiologie der Ruhr-

universitdt Bochum geschickt, wo die Proben untersucht wurden.

2.8.1. Experimenteller Ansatz

Durch die Genotypisierung sollte untersucht werden, ob es eine Korrelation von Mutationen
oder Polymorphismen im OR1D2-Gen zu den beobachteten Phinotypen gibt. Die Sequenz
des OR 17-4 Gens der Versuchspersonen sollte bestimmt und mit bekannten Sequenzen ver-
glichen werden (siehe 1.7, Datenbank dbSNP).

Experimentell wurden folgende vier Schritte durchgefiihrt:

1. Isolierung von genomischer DNA aus Blut

2. PCR-Amplifikation des OR17-4 Gens und gelelektrophoretische Isolierung des ent-
standenen DNA-Fragments
Sequenzierung des isolierten OR17-4 Gens

4. Analyse der DNA-Sequenz

Eine schnelle Methode, Mutationen aufzuspiiren, ist die direkte Sequenzierung PCR-
amplifizierter genomischer DNA. Der typischerweise 1 kB lange Leserahmen von Geruchs-
rezeptorgenen liegt vollstindig auf einem Exon und kann deshalb in einem einzigen Stiick
amplifiziert werden. Fiir die Genotypisierungsversuche wurden aus dem Blut der 8 Spender
und 3 Kontrollpersonen genomische DNA isoliert. Von vorherigen Untersuchungen des Re-
zeptors konnten entwickelte Primer verwendet werden (P1 und P2 siehe 2.8.5). Mit Hilfe die-
ser Primer wurde der komplette Leserahmen zusammen mit ca. 50- 100 Basenpaaren der
flankierenden Sequenz aus dieser genomischen DNA amplifiziert und die 1,1 kB groBen PCR-

Fragmente gelelektrophoretisch gereinigt und aus dem Agarosegel isoliert. Die isolierten
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DNA-Fragmente wurden mit den Primern P1-P4 durch einen hausinternen Service des Lehr-

stuhls fiir Zellphysiologie der Ruhruniversitit Bochum sequenziert.

2.8.2. Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Materialien

Fiir die Agarosegelelektrophorese wurden 50 Mischungen aus 242 g Tris, 57 ml Borsidure,
1ooml EDTA (500 mM, pH 8,0) und 1000 ml H,O verwendet. Desweiteren 10.000 Mal
Ethidiumbromid-Losung (10 mg x 10!, Serva), Laufpuffer und 5 Mal DNA- Probenpuffer be-
stehend aus 7,5% (v/v) Ficoll, 0,1% (w/v) Bromphenol-Blau und 0,1% (w/v) Xylencyanol FF
und destilliertes H.O.

Durchfiihrung

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in einem horizontalen Agarosegel. Agarose ist
ein Polysaccharid, das wiahrend des Abkiihlungsprozesses nach Aufkochen geliert und dabei
Doppelhelices bildet. Diese Doppelhelices lagern sich zu dicken Faden zusammen und bilden
eine groBporige Matrix. Die DNA- Molekiile sind durch ihr Zucker-Phosphat-Riickgrat nega-
tiv geladen und wandern in einem elektrischen Feld durch das Gel zur Anode. Dabei hingt
die Wanderungsgeschwindigkeit von der GroBe der Molekiile ab, wobei groBe Molekiile lang-
samer durch die Poren wandern als kleinere. Zur Bestimmung der DNA-FragmentgroBen
wurde ein Marker mit DNA-Fragmenten bekannter GroBe auf das Gel aufgetragen. Die DNA-
Fragmente wurden im Gel mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid sichtbar ge-
macht. Mit UV-Licht (312 nm) kann der Farbstoff zur Fluoreszenz angeregt werden und die
DNA durch Ermittlung von Licht im orange-roten Bereich sichtbar gemacht werden. Ent-
sprechen der zu erwartenden DNA-FragmentgroBen wurden Agarosekonzentrationen von
0,8 bis 1,2% (w/v) verwendet. Die Agarose 16ste sich durch Erhitzen in 1x TBE-Puffer, wurde
dann mit Ethidiumbromid (0,4 pg/ml) versetzt und in die Gelkammer gegossen. Nach dem
Aushirten wurde der zur Herstellung des Gels verwendete Puffer als Laufpuffer iiber das Gel
gegossen. Die aufzutrennenden Proben wurden anschlieBend in die Geltaschen aufgetragen

und die Elektrophorese bei einer Spannung von 5 bis 15 V/cm durchgefiihrt.
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2.8.3. Priparation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Materialien

Fir die Praparation der DNA wurde Agarose (Biozym), QIAquick Gel Extraction Kits
(Qiagen) eine Silikat-Harz-Saule und Elutionslosung mit 10mM Tris (Biomol) und HCI ver-

wendet.

Durchfiihrung

Die Isolierung der DNA erfolgte aus einem praparativen Agarosegel. Bei dieser Gelart sind
die Taschen groBer als in einem analytischen Gel, wodurch mehr Probe auf das Gel aufgetra-
gen werden kann und die DNA-Menge so erhoht wird. Unter UV- Licht (312 nm, Handlampe)
wurden die entsprechenden Banden mit einem scharfen Skalpell ausgeschnitten und mit Hil-
fe des QIAquick Gel Extraction Kits nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt. Dabei wurde
das Gelstiick durch das chaotrope Salz im Hochsalzpuffer solubilisiert. AnschlieBend konnten
die DNA- Fragmente an eine Silikat-Harz-Saule absorbiert werden, wiahrend andere Verun-
reinigungen durch Waschschritte entfernt wurden. Durch Zugabe von 50 pl Elutionslosung

(10 mM Tris/ HCI, pH 7,9) konnte die DNA von der Sédule eluiert werden.

Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Losungen erfolgte photometrisch durch Messung
der optischen Dichte bei 260 nm. Eine OD 260 von 1 entspricht dabei einem DNA-Gehalt von
50 ug x ml*. Die DNA-Konzentration wurde folgendermaBen berechnet:

OD x Verdiinnungsfaktor x 50 = Konzentration der DNA

Dicke der Kiivette (cm)

Zusatzlich wurde die Reinheit der DNA-Losung durch Bestimmung der Ratio OD 260/ OD

280 tiberpriift. Eine Ratio von 1,8 entspricht einer reinen DNA-LGsung.

2.8.4. DNA- Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgte durch einen Service des Lehrstuhls fiir Molekulare Neu-
robiochemie der Ruhr-Universitiat Bochum. Als Sequenzier-Automat wurde der ABI-3130xl-
Sequencer eingesetzt. Methodisch wurde nach dem modifizierten Didesoxyverfahren nach

Sanger aus dem Jahre 1977 vorgegangen (Sanger et al. 1992).
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Dieses Verfahren basiert auf der enzymatisch katalysierten Synthese von basenspezifisch
terminierten DNA-Fragmenten, wobei die Reaktionsprodukte mittels fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotiden nachgewiesen werden. Neben den Standardprimern (T7, SP6) konnen auch
eigene Sequenzprimer verwendet werden. In diesem Fall wurden die Primer 3 und 4 nur zum
Sequenzieren genutzt (P3: TGATGGCATATGACCGCTATGTG; interner Name:#512-17-4-
450-fw, P4: GGAAAGGAGTAAGATACAGAGC; interner Name #506-17-4seq450r1v).

Die Primer 1 und 2 dagegen wurden sowohl bei der Sequenzierung als auch bei der im folg-
enden beschriebenen Polymerase-Kettenreaktion verwendet (P1: CCACATATCTA-
TATGCTGTCTCTG; interner Name: #452-17-4-100 , P2: CTTCATGTTTTTATTCAA-
TTAAGGAC; interner Name: #500-17-4-50).

2.8.5. Isolierung genomischer DNA aus Blut nach dem 'QIAamp DNA Mini Kit

Tissue Protocol' (Qiagen)

Zur Gewinnung genomischer DNA wurden 200 pl Blut in ein Eppendorf ReaktionsgefaB ge-
fiillt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 20 pl Proteinase K und die Inkubation der Misch-
ung fiir 2 Stunden bei 55°C in einem Thermoblock. 4 ul RNase A (100mg/ml) wurden zuge-
fithrt und das Gemisch fiir weitere 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von
200 ul AL- Puffer erfolgte eine erneute Inkubation fiir 10 min bei 70°C und eine einminiitige
Zentrifugation, um die Gewebetriimmer von der DNA-Losung zu trennen. Die Zentrifugation
fand mit dem Gerit Centrifuge 5415 C von Eppendorf statt. Die wissrige Losung wurde in ein
neues Eppendorf Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt und mit 200 pl EtOH (96 - 100%) versetzt. Da-
nach erfolgte die Applikation der DNA-enthaltenden Losung auf eine Spin-Saule. Die Siule
wurde 1 min bei 6.000 g zentrifugiert und anschlieBend in ein neues Sammelréhrchen iiber-
fiihrt. Nun wurden 500 ul AW1-Waschpuffer auf die Saule aufgetragen und unter gleich-en
Bedingungen zentrifugiert. Der letzte Waschschritt erfolgte durch Zugabe des AWa2-
Waschpuffers und einer Zentrifugation von 3 min bei 14.000 g. Zur Elution der DNA wurde
die Saule in ein 2 ml ReagenzgefaB iiberfiihrt. Die Elution der DNA geschah durch Zugabe
von 50 ul AE-Elutionspuffer bei einer ein miniitigen Zentrifugation bei 6.000 g. Zur Erho-
hung der DNA- Konzentration kann der letzte Schritt wiederholt werden, was auch genutzt

wurde.

2.8.6. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode zur Amplifizierung definierter DNA- Frag-
mente. Als Templates wird genomische DNA eingesetzt (Mullis et al. 1986). Fiir die Synthese
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der DNA-Fragmente wurde die thermostabile Taq-Polymerase (Invitrogen) und die Primer 1
und 2 (siche DNA-Sequenzierung) verwendet. Die PCR-Reaktionen werden in
Thermocyclern durchgefiihrt, in denen die Temperaturwechsel von Denaturierung,
Annealing und Elongation automatisch gewechselt werden. Der Reaktionsansatz zur

Amplifizierung der DNA hatte folgende Zusammensetzung;:

PCR-Ansatz

Template gen. DNA (300 ng) 1ul

Primer 1 (100 pmol/ul) 0,3ul

Primer 2 (100 pmol/pl) 0,3ul

10x PCR-Puffer 5ul

MgCl2 (50 mM) 3ul

dNTPs (25 mM) 0,4ul

Aqua dest. auf 49,75 pul auffiillen

Taqg-Polymerase (5U/ul) 0,25ul)

Die PCR-Reaktionen zur Genotypisierung des OR1D2-Gen wurden unter Standard-

bedingungen mit dem PCR Thermal Cycler T Gradient (Biometra) durchgefiihrt:

Denaturierung | 5 min | 94 °C

Denaturierung | 1min | 94°C

Annealing 1min | 65°C
Elongation 1min | 72°C/

35 Zyklen
Postelongation | 10 min | 72 °C
Pause 4°C
Tabelle 3: PCR Ansatz

Nach Beendigung der Reaktion kiihlte der Thermocycler die Proben bis zur Entnahme auf
4°C. Im Anschluss wurden 1/10 des Volumens der PCR-Ansétze zur Analyse auf ein Agarose-
gel aufgetragen und analysiert. Bei einem positiven Ergebnis wurde der Rest der Ansitze auf

ein praparatives Agarosegel aufgetragen und die DNA préparativ aufgereinigt.
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2.9. Statistische Analysemethoden

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit der R Software (Version
2.15.0; R Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich). Angaben zur deskriptiven
Statistik erfolgten als arithmetisches Mittel +/- Standardabweichung.

Multivariate Varianzanalysen nach dem allgemeinen linearen Modell dienten der Erkennung
eines moglichen Einflusses von Infertilitat auf die abhingige Variable Geruchsschwelle fiir
Phenylethylalkohol, Bourgeonal und Helional. Ebenso wurde dies fiir den Faktor Alter iiber-
priift.

Um die Frage zu kldren, ob auftretende Mittelwertunterschiede sich mit zufalligen Schwan-
kungen erkliaren lieBen oder signifikante Unterschiede darstellten, wurden Vergleiche mit
dem t-Test fiir unabhingige Stichproben (t-Test nach Student) durchgefiihrt. Es wurde getes-
tet, ob sich die beiden Gruppen beziiglich ihrer Mittelwerte fiir Alter, Ergebnis des Sniffin'
Stick Screening-Tests, der Schwellen und subjektiven Intensitdtseinschatzung der Duftstoffe
Bourgeonal, Helional und Phenylethylalkohol signifikant voneinander unterschieden.
Box-and-Whisker-Plots zur vergleichenden Darstellung nummerischer Daten beinhalteten
Median und Grenzen entsprechend der 25. und 75. Perzentile sowie Minimum und Maxi-
mum der Werte. Als AusreiBer wurden Werte interpretiert, die mehr als 1,5 jedoch weniger
als 3 Boxlangen unter- bzw. oberhalb der 25. bzw. 75. Perzentile lagen.

Das Signifikanzniveau wurde bei allen Analysen auf p<0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Deskriptive Statistik

Insgesamt wurden 39 Manner in die Studie aufgenommen, davon 17 Patienten und 22 Pro-
banden. Zwei Manner der Patientengruppe konnten bei der Auswertung nicht beriicksichtigt
werden, da sie die Einschlusskriterien im Verlauf der Studie nicht erfillten.

Bei einem Paar lieB sich nach erneuter gyniakologischer Diagnostik der Partnerin eine Endo-
metriose feststellen, die als Grund fiir eine Infertilitat in Erwdgung gezogen werden musste.
Beim zweiten Patienten stellte sich noch wiahrend der Durchfiihrung der Studie eine Schwan-
gerschaft der Partnerin ein. Die Daten von 37 Teilnehmer flossen in die statistische Auswer-
tung ein (15 Patienten, 22 Probanden). Trotz geringer Fallzahl reprisentiert die Patienten-
gruppe in etwa die Patientenanzahl der andrologischen Ambulanz des Universitatsklinikums
Dresden pro Jahr, bei der eine idiopathische Infertilitat als Ursache einer ungewollten Kin-
derlosigkeit diagnostiziert wird.

Das Alter der Patienten liegt zwischen 23 und 44 Jahren (Mittelwert 34,5 Jahre, Standard-
abweichung= 4,2, Standardfehler des Mittelwertes= 1,1), das der Probanden bei 30,8 Jahren
im Mittel (23- 41 Jahre, SD= 5,7, SED= 0,33). Das mittlere Alter der beiden Gruppen unter-
scheidet sich signifikant voneinander (t[df= 34,67]= 2,26, p= 0,03).

3.2. Screeningtest der Sniffin' Sticks

Die Untersuchung der Identifikationsfiahigkeit des Geruchssinns anhand des Screeningtests
der Sniffin' Sticks wird mit dem Ergebnis der jeweils besseren Seite beurteilt. Die Patienten
erreichen im Mittel eine richtige Identifikation von 10,7 Riechstiften (SD=1,28, SEM=0,33).
Bei der Kontrollgruppe liegt der Mittelwert einer erfolgreichen Identifikation bei 11,2
(SD=0,73, SEM=0,16), womit kein signifikanter Unterschied vorliegt (t[df=35]=-1,36,
p=0,18). Abbildung 3.1 verbildlicht die Ergebnisse der beiden Gruppen.
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Abbildung 9: Sniffin' Sticks Screening Test
(SSB = Sniffin' Sticks Best, Ergebnis der Sniffin' Sticks der jeweils besseren getesteten Seite,

Probanden versus Patienten)

3.3. Schwellen- und Diskriminationstestung

Die Varianzanalyse nach dem allgemeinen linearen Modell ergibt im Multivariate Test zum
Faktor ,Schwelle’ und den Wechselwirkungen zu ,Alter’ und ,Gruppe’ einen signifikanten Ef-
fekt zwischen ,Schwelle‘ und ,Gruppe‘ (F[df=2]=3,37, p=0,05). Dagegen zeigt sich kein signi-
fikanter Effekt zwischen ,Schwelle‘ und ,Alter* (F[df=2]= 1,49, p=0,25).

Die Berechnung zum Faktor Schwelle ist nicht signifikant (F[df=2]=2,26 , p=0,12). In den
Testen der Innersubjekteffekte wiederholen sich die Ergebnisse fiir den Faktor ,Schwelle’
(F[df=2]=1,72, p=0,19) und die getestete Wechselwirkung zwischen ,Schwelle‘ und ,Alter
(F[df=2]=1,12, p=0,33) ohne nachgewiesenen Signifikanz. Bei der Betrachtung der Faktoren
sSchwelle’ und ,Gruppe‘ wird das Signifikanzniveau mit p=0,06 (F[df=2]= 3) knapp verfehlt.
Beim Test der paarweisen Vergleiche zeigt sich mit p=0,02 eine signifikante Differenz zwi-
schen ,Schwelle 1° (Phenylethylalkohol) und ,Schwelle 3° (Helional). Wogegen sich keine Sig-
nifikanz zwischen ,Schwelle 1° und ,2° (Bourgeonal) (p= 1,0) oder ,Schwelle 2‘ und ,3° (p=0,33)

zeigt.
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3.3.1. Phenylethylalkohol

Die Geruchsschwelle, bei der es zur einer erfolgreichen Diskrimination des Duftstoffes PEA
durch die Probanden und Patienten kam, unterscheidet sich nicht signifikant voneinander
(t[df=35]=-1,08, p=0,29). Der Mittelwert liegt in der Kontrollgruppe bei 5,3 (SD=1,44,
SEM=0,31). Die Patienten erreichen einen Wert von 4,7 (SD= 1,92, SEM=0,5).

10
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Abbildung 10: Schwellentestung Phenylethylalkohol
(PEA= in der Testung erreichte Verdiinnungsstufe Phenylethylalkohol, Probanden versus

Patienten)

3.3.2. Bourgeonal

Es lasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der beiden Gruppen
bei der Geruchsschwelle fiir die Duftsubstanz Bourgeonal feststellen (t[df= 35]= -1,62). Die
Probanden konnen Bourgeonal bei einer Geruchsschwelle von 5,8 (SD=1,6, SEM=0,34) dis-
kriminieren. Bei der Patientengruppe liegt der Mittelwert bei 4,8 (SD= 2,12, SEM= 0,55), was
in Abbildung 3.3 verdeutlicht wird.
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Abbildung 11: Schwellentestung Bourgeonal

(BOU= in der Testung erreichte Verdiinnungsstufe Bourgeonal, Probanden versus Patienten)

3.3.3. Helional

Bei der Schwellentestung des Duftstoffes Helional zeigt sich keine Signifikanz der Mittelwerte
(t[df= 23,25]=0,69, p=0,49). Die Probanden detektieren den Stoff ab einer Schwelle von 5,6
(SD=1,38, SEM=0,3). Bei der Patientengruppe kommt es bei einem Schwellenniveau von 6,0
(SD= 1,97, SEM= 0,51) zu einer Detektion.
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Abbildung 12: Schwellentestung Helional

(HEL= in der Testung erreichte Verdiinnungsstufe Helional, Probanden versus Patienten)
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3.4. Subjektive Intensititsschiatzung
3.4.1. Phenylethylalkohol

Bei der subjektiven Einschitzung der Geruchsintensitit des unverdiinnten Stoffes PEA legt
sich die Patientengruppe im Mittel auf einen Wert von 7,9 auf einer Skala von 0 bis 10 mogli-
chen Punkten fest (SD= 1,81, SEM= 0,47). Ein signifikanter Unterschied lasst sich bei einem
Mittelwert der Kontrollgruppe von 7,4 und p= 0,43 (t[df= 35]= 0,80) zwischen den beiden
Gruppen nicht feststellen.
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Abbildung 13: Intensitatseinschatzung Phenylethylalkohol

(IP= gewahlte Intensitatsstufe auf einer Skala von 0-10, Probanden versus Patienten)

3.4.2.Bourgeonal

Es zeigt sich ein hochsignifikantes Ergebnis beim Mittelwertvergleich der beiden Gruppen in
der subjektiven Intensitatsschatzung von Bourgeonal (t[df= 35]= -3,25, p= 0,003). Die Pati-
entengruppe ordnet dem Duftstoff im Mittel einen Skalenwert von 5,9 (SD= 1,53, SEM= 0,4),
die Probandengruppe dagegen eine Wert von 7,7 (SD=1,72,SEM=0,37).
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Abbildung 14: Intensitatseinschatzung Bourgeonal

(IB= gewahlte Intensitatsstufe auf einer Skala von 0-10, Probanden versus Patienten)

3.4.3. Helional

Fiir die Substanz Helional wird keine signifikante Differenz der Mittelwerte beim Intensitats-
test gefunden (t[df= 35]= 0,09 p=0,93). In der Patientengruppe wird ein

Mittelwert von 6,3 mit einer Standardabweichung von 1,8 und einem Standardfehler des Mit-
telwertes von 0,46 ermittelt. Die Probanden schitzen die Geruchsintensitit der Substanz im

Mittel auf einen Skalenwert von 6,3 ein (SD= 2,21, SEM= 0,47).
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Abbildung 15: Intensititseinschitzung Helional

(IH= gewahlte Intensititsstufe auf einer Skala von 0-10, Probanden versus Patienten)
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3.5. Ergebnisse der Genotypisierung

Durch die Genotypisierung von acht Patienten und drei Kontrollpersonen konnten im Be-
reich der kodierenden Sequenz des ORi1D2 Gens insgesamt drei Einzelnukleotid-
polymorphismen nachgewiesen werden.

Die Spender waren zum Teil homozygot fiir die Variante G (Stelle 1), Variante A (Stelle 2),
Variante C (Stelle 3) oder heterozygot an den entsprechenden Stellen. Polymorphismus 1
entspricht einer A/G Variation an Nukleotidposition 74. Die G-Variante ist die weitaus Hau-
figere. Polymorphismus 2 stellt eine A/G Variation an Nukleotidposition 297 dar. Die A-
Variante kommt deutlich 6fter vor. Der dritte gefundene Polymorphismus ist eine C/T Varia-

tion an Nukleotidposition 719. Hierbei kommt die C-Variante weitaus haufiger vor.

Spender | Position 1 Position 2 Position 3
1 G AA GC

2 G A C

3 G A C

4 GA GC T

5 G AA GC

6 G A C

7 G A C

8 GA GC T

Tabelle 4: Einzelnukleotidpolymorphismen der durchgefiihrten Genotypisierung

3.6. Zusammenfassung der Ergebnisse
3.6.1. Sniffin' Sticks
Im Screeningtest der Sniffin' Sticks lieBen sich mittels t-Test fiir unabhingige Stichproben

keine signifikanten Mittelwertunterschiede zwischen der Patienten- und Probandengruppe

feststellen.
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3.6.2. Schwellen- und Diskriminationstestung

Bei der Schwellen- und Diskriminationstestung der Duftstoffe Helional und Phenyl-
ethylalkohol lieBen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mittelwerten der bei-
den Gruppen feststellen. Ebenso wenig ergab sich ein signifikantes Ergebnis bei der Testung
mit Bourgeonal. Bei einer Signifikanz von p= 0,1 im Vergleich zu p= 0,3 (PEA) und p= 0,5
(Helional) konnte dies als Trend gewertet werden.

Die folgende Graphik fasst die Ergebnisse der Schwellentestungen fiir die drei Duftstoffe zu-
sammen. O steht dabei fiir die Patienten und 1 fiir die Probandengruppe. Die farbliche Zu-

ordnung der Duftstoffe ist in der Legende neben der Abbildung erlautert.
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Abbildung 16: Zusammenfassung Schwellentestung
(PEA= erreichte Schwelle Phenylethylalkohol, BOUO erreichte Schwelle Bourgeonal, HEL=

erreichte Schwelle Helional), o= Probanden, 1= Patienten.

3.6.3. Intensitiatsschitzung

In der subjektiven Intensitatsschiatzung der Reinsubstanzen ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen bei den Duftstoffen Helional und
Phenylethylalkohol. Bei der Einschatzung von Bourgeonal zeigte sich ein signifikantes Er-
gebnis (t[df= 35]= -3,25, p= 0,003). Die Patienten schatzten die Duftintensitat signifikant

niedriger ein als die Probanden.
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Abbildung 17: Zusammenfassung Intensititseinschitzung
(IP= gewihlte Intensitdtsstufe Phenylethylalkohol, IB= gewihlte Intensitatsstufe Bourgeonal,

IH= gewaihlte Intensititsstufe Helional), o=Probanden, 1=Patienten.

3.6.4. Genotypisierung

Die Genotypisierung der kodierenden Sequenz des Geruchsrezeptors hOR 17-4 wurde bei 8
Studienpatienten und 3 Probanden der Kontrollgruppe durchgefiihrt. Es konnten insgesamt
drei Einzelnukleotidpolymorphismen innerhalb der 11 verschiedenen DNA-Fragmente nach-

gewiesen werden.
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Abbildung 18: Lage der SNPs im Leserahmen des OR1D2-Gens

Alle gefundenen Polymorphismen sind in der SNP-Datenbank fiir das OR1D2-Gen beschrie-

ben.
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4. Diskussion

4.1. Riechtestungen

Alter und Fallzahl, Sniffin' Sticks

In dieser Studie wurde die olfaktorische Wahrnehmung von Duftstoffen mit dem klinischen
Bild der idiopathischen Infertilitat bei Mannern in Verbindung gebracht.

Es zeigt sich ein signifikanter Altersunterschied zwischen Probanden und Patientengruppe.
In vielen Studien ist das Alter als EinflussgroBe auf die olfaktorische Leistung beschrieben.
Es sind verschiedene Faktoren, die mit zunehmendem Alter eine Einschrankung der Riech-
wahrnehmung bedingen. Als Beispiele seien eine zunehmende Neigung zu nasalen Erkran-
kungen, kumulative Schiden des olfaktorischen Epithels durch virale Schadigung und andere
schidigende Umwelteinfliisse, Verianderungen in Neurotransmittern und neuro-
modulatorischen Systemen, Zunahme an neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer
oder Parkinson genannt (Doty und Kamath 2014). Im Screening Test der Sniffin' Sticks,
welcher laut der Arbeitsgemeinschaft Olfaktologie und Gustologie der Deutschen Gesellschaft
fiir Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde ein gut validierter Test fiir die Differenzierung zwischen
Norm- , Hyp- und Anosmie ist, ergibt sich kein Unterschied der Riechleistung in den beiden
Gruppen. Somit kann die Altersdifferenz in der Studie am ehesten vernachlassigt werden. In
zukiinftigen idealerweise multizentrisch angelegten Studien sollte dennoch eine groBere Fall-
zahl und eine identische Altersverteilung angestrebt werden.

Bei beiden Gruppen zeigte sich ein Ergebnis, das im Bereich einer Normosmie lag. In der
Studienplanung wurde der Screeningtest gewiahlt, da er im Vergleich zum Identifikationstest
der erweiterten Testbatterie bestehend aus 16 Riechstiften mit einer Testzeit von circa 4 Mi-
nuten wesentlich schneller durchfithrbar ist (Hummel et al. 2001). Der Nachweis einer
Normosmie schlieBt das Vorliegen einer spezifischen Anosmie jedoch nicht aus. Die Hypo-
these einer Anosmie gegeniiber Bourgeonal der Infertilen als Ursache der idiopathischen

Infertilitdt wurde in den weiterfiihrenden Riechtestungen untersucht.

Bourgeonal

Bourgeonal ist ein synthetischer Maiglockchenduft und aktiviert als bisher starkster identifi-
zierter Agonist den Riechrezeptor hOR 17-4. Aufgrund der in Untersuchungen durch Hatt
und Spehr belegten Wirkungen der Substanz auf Spermien in vivo wird der Aktivierung des
Rezeptors eine wichtige Rolle im Rahmen der Spermienchemotaxis zugesprochen (Spehr et

al. 2006).
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In einer Studie von Olsson und Laska wird die Verbindung zwischen Reproduktionsfunktion
und Riechwahrnehmung hergestellt, indem die Forscher die olfaktorische Wahrnehmung
von Bourgeonal zwischen Mannern und Frauen vergleichen und hinterfragen. In den durch-
gefiihrten Riechtestungen zeigte sich, dass Manner im Vergleich mit weiblichen Probanden
Bourgeonal in signifikant niedrigeren Konzentrationen wahrnehmen konnten. Bei den ande-
ren in der Studie eingesetzten Substanzen Helional und n-Pentylacetat lieSen sich keine ge-
schlechterspezifischen Differenzen aufweisen (Olsson et al. 2010).

In den veroffentlichten Studien, die beide Geschlechter hinsichtlich der Riechleistung ver-
gleichend untersuchen, fillt insbesondere ein besseres Abschneiden von Frauen bei der Iden-
tifikation von Geriichen auf, was die Fahigkeit zur Benennung und Zuordnung von Riech-
wahrnehmungen beschreibt. Dies scheint an insgesamt besseren verbalen Fihigkeiten von
Frauen zu liegen (Brand und Millot 2001, Oberg et al. 2002). Uberlegenheit in der Sensitivi-
tat gegeniiber Duftsubstanzen war nur in einzelnen Fillen gegeben. In keiner Studie zeigten
Mainner eine bessere olfaktorische Leistung als Frauen (Doty und Cameron 2009).

Die biologische Funktion einer unterschiedlichen Wahrnehmung von Mannern und Frauen
fiir spezifische Geriiche ist unklar. Der minnlichen Uberlegenheit in der Wahrnehmung des
Botenstoffes Bourgeonal wird eine Relevanz in biologischen Verhaltensmustern zugeschrie-
ben. Hiermit wird die Funktion von hOR 17-4 sowohl als nasal exprimierter Riechrezeptor als
auch als Spermienrezeptor wie in den Studie von Spehr und Hatt unterstrichen. Eine bessere
Riechwahrnehmung von Bourgeonal bei Mannern konnte als Indiz eines evolutiondren Pro-
zesses gewertet werden, da die Substanz als Agonist der Riechrezeptoren auf Spermien von
elementarer Bedeutung ist. Weiterfiithrend konnte eine fehlerhafte Rezeptorfunktion negative
Auswirkungen auf den Befruchtungsprozess haben (Olsson et al. 2010).

Als einen moglichen Erklarungsansatz fiir die phinotypische Diversitit der Geruchs-
wahrnehmung diskutieren Olsson und Laska bezugnehmend auf die Studien von Keller,
Menashe und Nozawa das Vorkommen von Einzelnukleotidpolymorphismen oder DNA-
Kopienzahlvariationen. Diese konnten das genetische Korrelat einer spezifischen Anosmie
aber auch Hyperosmie sein (Keller et al. 2007, Menashe und Lancet 2007, Nozawa et al.
2007).

Die Hypothese einer kompletten Anosmie der infertilen Patienten gegeniiber Bourgeonal,
welche sich in einem schlechten Abschneiden in der Schwellentestung des Geruchsstoffes
geduBert hitte, konnte in der vorliegenden Studie nicht bestitigt werden. Andererseits zeigt
sich in der Patientengruppe eine niedrigere iiberschwellige Sensitivitit gegeniiber dem hoR
17-4 Agonisten, da sie den reinen Duftstoff als weniger intensiv einschitzen als die Viter-
gruppe. Diese scheint spezifisch fiir Bourgeonal zu sein, denn weder in den Untersuchungen
zur allgemeinen olfaktorischen Identifikationsleistung noch in den Schwellen- und Intensi-
titstestungen fiir Helional und Phenylethylalkohol schneiden sie beziiglich der Sensitivitat

schlechter ab als die Probanden. Als Basis einer spezifischen Anosmie wird die Fehlfunktion
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einer bestimmten Riechrezeptorkonstellation angesehen, denn die Verschliisselung eines
Geruches ist kombinatorisch. Dies bedeutet, dass ein normaler Duftreiz, der sich aus vielen
einzelnen verschiedenen Duftkomponenten zusammensetzt, Antworten einer groBen Zahl
von spezifischen Sinneszellen auslost (Hatt in Schmidt 2000, Menashe et al. 2006). Eine
Verbindung von Rezeptorfehlfunktion und konsekutiv mangelhafter Wahrnehmung eines
Duftstoffes erscheint offensichtlicher als eine verminderte Intensititswahrnehmung wie in
dieser Studie nachweisbar.

In einer Studie von Duchamp-Viret zeigte sich, dass nach Konzentrationserhohung eines be-
stimmten Molekiils von 108 mol/l auf 105 mol/l, eine Rekrutierung verschiedener Rezepto-
ren moglich war (Duchamp-Viret et al. 1999). Bezieht man dieses Ergebnis auf die Resulte
dieser Studie, so konnte man die Vermutung aufstellen, dass OR1D2 bei iiberschwelligen
Duftstoffkonzentrationen von Bourgeonal aktiviert wird. Einige Rezeptoren mogen bereits
bei unterschwelliger Konzentration reagieren, was womoglich dhnlich in Patienten- und Pro-
bandengruppe der Fall ist, aber im Bereich hoher Konzentrationen kénnte eine fehlerhafte
Aktivierung des Rezeptors in einer niedrigen Intensititswahrnehmung resultieren, so dass
eine Rezeptorfehlfunktion nur bei iiberschwelliger Konzentration des Duftstoffes auftaucht.
In einer dhnlichen Studie von Ottaviano im Jahr 2013 zeigte die idiopathisch infertile Patien-
tengruppe gegeniiber der Probandengruppe bestehend aus fertilen Mannern sowohl eine
erniedrigte Riechwahrnehmung von Bourgeonal als auch eine mangelnde Reaktion von
Spermienzellen auf die Duftsubstanz in vitro. Auch hier war die Fallzahl allerdings sehr ge-
ring, was in der Diskussion als Ansatzpunkt zukiinftiger Studien aufgegriffen wurde

(Ottaviano et al. 2013).

Phenylethylalkohol

Die Geruchsschwelle der beiden Gruppen fiir den Duftstoff PEA unterschied sich nicht signi-
fikant voneinander, was fiir eine gleich gute Wahrnehmung der Geruchssubstanz spricht.
Auch bei der subjektiven Einschiatzung der Intensitit der Reinsubstanz legten sich beide
Gruppen auf eine dhnlich hohe Stufe fest. In den 2001 durch Hummel et al. durchgefiihrten
Riechtestungen an 1012 Probanden, zeigten 87,5% eine richtige Identifikation des Stoffes
(multiple forced choice Modus, 1 von 4 Stiften, Hummel et al. 2001). Somit liegt PEA in der
Gruppe der getesteten Substanzen mit der héchsten Identifikationsrate (Leder, Fisch, Oran-
ge, Pfefferminz). Die groBe Familiaritit des Geruchs, der rosenahnlich ist, konnte hierbei

eine Rolle spielen.

Helional

Die Geruchssubstanz Helional wird als meeresbrisenartig beschrieben und wurde in den Un-

tersuchungen der Arbeitsgruppe um Hans Hatt als nicht-aktivierende Substanz fiir hOR 17-4
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definiert. Trotz struktureller Analogien des Duftstoffes zu Cyclamal, der primar identifizierte
Ligand des Rezeptors, und Canthoxal, Bourgeonal und Lilial, die spater als deutlich potentere
Rezeptoragonisten entdeckt wurden (Spehr et al. 2003).

In dieser Studie wurde Helional als unspezifische Substanz dhnlich wie PEA im Vergleich zu
Bourgeonal getestet. In den Schwellenergebnissen zeigt sich kein Unterschied zwischen infer-
tilen und fertilen Mannern. Auch die Intensitatseinschiatzung fiel ohne signifikante Differenz

aus, weshalb von einer dhnlichen Riechleistung in beiden Gruppen auszugehen ist.

4.2. Genotypisierung des Riechrezeptors hOR 17-4

Die groBle phanotypische Diversitdt der menschlichen Geruchswahrnehmung kann teilweise
genetischen Korrelaten wie der Variation von Kopienzahl einzelner DNA-Segmente,
Alleldeletionen und Einzelnukleotidpolymorphismen zugeschrieben werden (Hasin-
Brumshtein et al. 2009). Im Bereich der Chemosensorik gibt es gut charakterisierte Beispiele,
bei denen SNPs die Ligandenspezifitat bestimmter Chemorezeptoren modifizieren (Hasin-
Brumshtein et al. 2009). Im Falle des PTC-Gens (PTC=Phenylthiocarbamid), das fiir den
Bitterrezeptor fiir Phenyl-thioharnstoff kodiert, treten im Wesentlichen zwei Haplotypen auf,
die sich durch drei SNPs im Leserahmen des Gens unterscheiden. Die PAV- und die AVI-
Variante treten in etwa gleich hiufig auf und unterscheiden sich in ihrer Fihigkeit, Phenyl-
thioharnstoff zu detektieren (Duffy et al. 2004).

Auch bei Genen fiir Geruchsrezeptoren sind SNP-Varianten bekannt. Beim Rezeptorgen
OR7D4 kodieren zwei Varianten fiir Proteine, welche Androstenon unterschiedlich gut de-
tektieren konnen (RT- und WM-Variante) (Keller 2007). Androstenon gehort zur Klasse der
Steroidhormone und ist ein Metabolit des Sexualhormons Testosteron. Bei verschiedenen
Saugetieren dient es als Pheromon und auch beim Menschen scheint es einen Einfluss auf
das Verhalten zu haben. Studien zeigen, dass die Beurteilung durch weibliche Testpersonen
nach olfaktorischer Darbietung von Androsteron abhingig der jeweiligen Zyklusphase ist
(Hummel et al. 1991).

Menashe und Mitarbeitern gelang der Nachweis, dass SNPs im menschlichen Riechrezeptor
OR11H7P zu einer veranderten Sensitivitit gegeniiber Isovaleriansaure fiihren. Einzel-
nukleotidpolymorphismen konnen demnach auf genetischer Basis zur Diversitat olfaktor-
ischer Phéanotypen beitragen und die Riechwahrnehmung individuell beeinflussen (Hasin-
Brumshtein et al 2009, Keller et al 2007). Das Vorkommen von SNPs ist auch in kleinen Ge-
nen relativ haufig: von 10 zufillig ausgewihlten Geruchsrezeptorgenen fand sich keines ohne
bekannte SNPs im kodierenden Exon. Die Zahl der gefundenen Variationen lag zwischen eins
und 14. Geschitzt kann man typischerweise mit etwa drei bis fiinf bekannten SNPs im kodie-

renden Bereich von Geruchsrezeptorgenen rechnen (Gisselmann 2009).
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In der durchgefiihrten Untersuchung wurden drei Einzelnukleotidpolymorphismen ge-
funden. Nicht alle fiihren zwangslaufig zu einem Austausch von Aminosduren. Polymor-
phismus 1, bei dem eine A/G Variation an Nukleotidposition 74 vorliegt, kann bei einem G-A
Austausch die Aminosdure Nr. 25 von R zu Q verdndern. Das Vorliegen von Arginin statt Glu-
tamin an dieser Position konnte eine Funktionsanderung des exprimierten Rezeptors bewir-
ken. Polymorphismus 2 stellt eine A/G Variation an Nukleotidposition 297 dar. Der A-G Aus-
tausch verdandert die Aminosaure Nr. 99 nicht und ist damit eine stille Mutation. Der dritte
Polymorphismus ist eine C/T Variation an Nukleotidposition 719. Der C-T Austausch veran-
dert die Aminosdaure Nr. 240 von Threonin zu Isoleucin, was eine Funktionsinderung zur
Folge haben konnte (Gisselmann 2008).

Eine genauere Einordnung der gefundenen SNPs ist anhand der SNP-Datenbank moglich.

Die meisten bekannten SNP sind in dieser Datenbank katalogisiert (http://www.-ncbi.-

nlm.nih.gov/projects/SNP/). Eine Einteilung erfolgt mittels rs-Nummern. Interessant ist

hierbei, ob die nachgewiesenen SNPs bereits an bekannten Stellen auftreten und wie groB
deren Hiufigkeit in einer bestimmten Population ist.

Eine Suche nach SNPs im OR1D2-Gen in der SNP-Datenbank (Englisch: database SNP,
dbSNP) ergibt, dass die drei durch PCR-Sequenzierung ermittelten SNPs bereits bekannt
sind. Polymorphismus 1 entspricht rs 769423. Fiir diesen Polymorphismus liegt eine Analyse
der Populationsverteilung vor. Die in der Studie vorkommende Verteilung passt gut zu dieser
Auflistung. Gleiches gilt fiir Polymorphismus 2, der als rs 769424 in der Datenbank gelistet
ist. Polymorphismus 3 findet sich als rs 4300683. Eine Analyse der Populationsverteilung
liegt vor. Fiir Europder ist die C-Variante mit 95-100% die Haufigere. In unserer Analyse tritt
die T-Variante, welche bei Europaern mit 0-5% eher selten vorkommt, verhaltnismaBig hau-
fig auf.

Zusammenfassend liefert die Analyse der genomischen PCR-Fragmente ein SNP-Muster, das
sich zwischen Kontrollgruppe und Probandengruppe im Wesentlichen nicht unterscheidet. In
beiden Gruppen findet sich ein teilweise identisches Muster. Vier der acht Patienten mit
verminderter Bourgeonalwahrnehmung haben eine OR1D2-Gensequenz, welche der weltweit
Haufigsten entspricht. Alle drei in der vorliegenden Studie gefundenen SNP-Positionen wa-
ren bereits bekannt und keine dieser Variationen ist ausgesprochen selten. Eine Korrelation
zwischen SNP-Mustern und dem beobachteten Phanotyp ist also nicht feststellbar
(Gisselmann 2008).

Die Studienergebnisse schliefen nicht aus, dass SNPs im OR1D2-Gen zu einer Modifikation
der Bourgeonalperzeption fiihren konnen. Die gefundenen SNPs an Position 1 und 3 bewir-
ken einen Aminosaureaustausch von R zu Q (Variante 1) oder von T zu I (Variante 3), so dass
sie zu einer Funktionsveranderung des Geruchsrezeptors fithren konnten. Die SNP an Positi-
on 2 ist fiir die Funktion wahrscheinlich irrelevant, da die kodierte Aminoséiure keiner Ande-

rung unterliegt.
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Ottaviano und Mitarbeiter analysierten das OR1D2-Gen neun infertiler Manner und von 15
Kontrollpersonen hinsichtlich 13 vorkommender SNPs. Es zeigte sich ein statistisch haufige-
res Vorkommen von Allel und Genotyp rs 769423 unter den Infertilen. Ebenso zeigte die Pa-
tientengruppe eine geringere Geruchsschwelle bei der Detektion von Bourgeonal und eine
geringere Reaktion von Spermien auf die Geruchssubstanz in vitro im Vergleich zu den ferti-
len Probanden, weshalb eine Bedeutung von ORD1D2 und dessen genetischer Beschaffenheit
im Rahmen der Befruchtung postuliert wird (Ottaviano et al 2013).

Es ist moglich, dass die selteneren Varianten des Rezeptorproteins Bourgeonal schlechter
wahrnehmen konnen. In der Studie kommen fiir diese Allele nur heterozygote Probanden
vor, welche somit auch das haufigere, garantiert funktionelle, Allel haben. So konnte es sein,
dass der Phanotyp moglicherweise nur schwach ausgepragt ist. Interessant wiaren demnach
Probanden, die homozygot fiir die seltenen Allele sind. Die gezielte Suche und Testung
homozygoter Probanden fiir seltene Allele ware ein sinnvoller Ansatz fiir eine zukiinftige Stu-
die. Zur Identifikation solcher Probanden wire eine schnelle Methode zur Untersuchung sol-
cher SNPs in groBeren Populationen notwendig. Eine Moglichkeit stellen SNP-DNA-Chips
dar, die kostengiinstig eine parallele Analyse von allen bekannten SNPs (ca. 5.000) in
Chemorezeptorgenen (ca. 500) in einem einzigen Experiment ermoglichen. Durch diese Vor-
gehensweise konnte man vererbte chemosensorische Phianotypen deutlich leichter zu einem
Gen korrelieren, da man nicht von der Kenntnis eines einzelnen Kandidatengens abhéngig

ist.

4.3. Die Bedeutung von hOR 17-4 fiir Fertilitit und Reproduktionsmedi-

zin

Idiopathische Infertilitdt

Nach Schatzungen der WHO sind weltweit 50 Millionen Paare von Fertilitatsstorungen be-
troffen. Bei etwa 40% der Erkrankten sind die Ursachen auf Seiten des Mannes zu finden.
Haufig liegt die mannliche Infertilitit in einer minderwertigen Qualitdt der Spermien be-
griindet. Klammert man die Gruppe aus, bei der Storungen der Morphologie und Beweglich-
keit der Spermien diagnostiziert wird, verbleiben zwischen 10 und 20% der Manner, bei de-
nen die klinisch relevanten Parameter der Spermien im Normbereich liegen, deren Partne-
rinnen fertil sind und bei denen trotz regelmaBigem, ungeschiitzten Geschlechtsverkehr nach
einem Zeitraum von 12 Monaten oder mehr keine Schwangerschaft eintritt (Isaksson und
Tiitinen 2004). So bleiben 15% der Paare in westlichen Landern der Welt ungewollt kinderlos

(Gurunath et al. 2011).
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In der Andrologischen Ambulanz des Universitatsklinikums Dresden werden pro Jahr um die
100 Patienten mit unerfiilltem Kinderwunsch betreut. 40% der Manner zeigen pathologische
Befunde in den erstellten Spermiogrammen, die als Ursache einer Infertilitat in Frage kom-
men. Einzelne definierte Ursachen (beispielsweise das Vorliegen einer Varikozele) kommen
in circa 10% vor. Es verbleiben 20% der Patienten, bei denen keine Ursache der Unfrucht-
barkeit bestimmt werden kann. Die Zahl deckt sich gut mit der in der Literatur beschriebe-

nen Préavalenz der idiopathischen Infertilitat (Ko et al. 2012).

Spermienchemotaxis

Bedenkt man das teilweise bevorzugte Auftreten bestimmter Riechrezeptoren in
spermatogenen Zellen und deren potentielle Bedeutung fiir die Navigation menschlicher
Spermien, so konnte hier ein neuer Ansatz zur Klarung der idiopathischen Infertilitit liegen.
Defekte in Strukturen oder dem Repertoire der olfaktorischen Rezeptoren auf Spermien
konnten zu Schwierigkeiten in chemotaktischen Prozessen fiithren und eine erfolgreiche Be-
fruchtung verhindern. Genau ist bisher nicht im Einzelnen verstanden, welche Mechanismen
hinter einem erfolgreichen Zusammentreffen der Geschlechtszellen stehen. Forschungser-
gebnisse der letzten Jahrzehnte legen ein multifaktorielles Geschehen nahe und vieles deutet
auf eine fein aufeinander abgestimmte Interaktion von Eizelle und Spermien, vielmehr als
eine rein zufillige Kollision der Gameten, hin (Eisenbach und Giojalas 2006, Suarez 2002).
Ein thermotaktischer Prozess scheint einer chemotaktischen Kommunikation vorauszuge-
hen. Vermutlich werden die reifen Spermien zur wiarmeren und Befruchtung bereitstehenden
Eilleiterseite ,gelockt® (Bahat 2010).

Die chemotaktische Kommunikation zwischen Eizelle und Spermien ist ein weitverbreitetes
Phianomen, welches bei verschiedensten Lebensformen von niederen Pflanzenarten bis hin
zu Saugetieren beobachtet werden kann und eine entscheidende Rolle zur Sicherstellung ei-
nes erfolgreichen Befruchtungsvorgangs spielt. Freigesetze Botenstoffe fungieren als rich-
tungsweisende Signale fiir den Weg zur Eizelle der eigenen Spezies. Insbesondere bei mari-
nen Invertebraten mit externer Fertilisation ist eine Speziesspezifitat im Rahmen der Chemo-
taxis haufig zu beobachten und Rassenkreuzung kann verhindert werden (Yoshida et al.
1993).

Bei Saugetieren weist die Chemotaxis der Geschlechtszellen Unterschiede auf. Die Eizelle
scheint nicht direkte oder alleinige Quelle der freigesetzten Lockstoffe zu sein, sondern ihr
Ursprung wird der Follikularfliissigkeit und den die Eizelle umgebenden Cumuluszellen zu-
gesprochen. Einige Studien deuten darauf hin, dass beim Menschen nur eine Subpopulation
der Spermien chemotaktische Verhaltensweisen zeigen. Diese reagierenden Spermien haben

gemein, dass sie die Kapazitation bereits durchschritten haben (Cohen-Dayag et al. 1995). So
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wird die Hypothese aufgestellt, dass diese Assoziation den Hinweis darauf geben konnte,
dass die physiologische Funktion von Spermienchemotaxis in vivo nicht sein konnte, mog-
lichst viele Spermien zur Eizelle zu geleiten, sondern genau den Anteil zu rekrutieren, der
nach erfolgter Kapazitation fiir eine limitierte Zeit zur Befruchtung bereitsteht (Cohen-Dayag
et al. 1995). Spehr und Mitarbeiter konnten dagegen keine Korrelation von Kapazitation und
Chemotaxis bestimmter Spermienuntergruppen feststellen (Spehr et al. 2003, 2004). Bei
Nicht-Saugetieren scheint die physiologische Aufgabe der Chemotaxis dagegen zu sein, eine
moglichst hohe Anzahl an Geschlechtszellen ohne eine spezielle Selektion zur Eizelle zu leiten
(Yanagimachi et al. 1992).

Die zugrunde liegenden Mechanismen der Spermienchemotaxis scheinen aber arten-
iibergreifend identisch zu sein. Entscheidend scheint hierbei das intrazellulare Calcium-
niveau. Die jeweiligen Rezeptorliganden fithren zu einem Einstrom extrazelluldren Calciums
nach intrazellulair und bewirken so, nach Induktion verschiedener Signaltrans-
duktionskaskaden, eine Modulation der flagellaren Bewegungsmuster (Yoshida et al. 2010).
Bioassays, die im Rahmen der Identifikation und Charakterisierung von hOR 17-4 durch-
gefiihrt wurden, konnten die Reaktionen von Spermien auf Bourgeonal darbieten (Spehr et
al. 2003). Mit zunehmender Duftstoffkonzentration kam es zu einer deutlichen Zunahme der
Schwimmgeschwindigkeit, hyperaktiven GeiBelschlagmustern und charakteristischen Um-
kehrbewegungen in Richtung der Duftstoffquelle, die im Englischen auch als ,chemotactic
turn® bezeichnet werden.

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Dosisabhéngigkeit der beobachteten Reaktio-
nen. Bei einer Konzentration von 109 M zeigten Spermien keine chemotaktische Bewegung
in Richtung Bourgeonal. Bei 1078 M dagegen bewegen sich die Zellen schneller und zielge-
richteter zum Ort der hoheren Duftstoffkonzentration, weshalb hier von einer erreichten
notwendigen Schwellenkonzentration ausgegangen werden kann. Bei einer eingesetzten
Konzentration von 10® M konnte bei der Mehrzahl der Geschlechtszellen typische Bewe-
gungsmuster detektiert werden (Spehr et al. 2006). Dies bedeutet, dass die Schwellenkon-
zentration um das 100-fache iiberstiegen werden muss, um eine vollstindige und effektive
Verhaltenssequenz bei der Mehrzahl der Spermien in der chemotaktischen
Gameteninteraktion sicherzustellen. Bezogen auf die Hypothese dieser Studie kann somit
postuliert werden, dass obwohl in einer physiologischen reifen Spermienpopulation ein ge-
wisses Konzentrationsniveau des Rezeptorliganden zu einer kompletten Aktivierung chemo-
taktischen Verhaltens fiihrt, dieses gleiche Dosisniveau eventuell bei pathologisch verander-
ten Zellen zu keiner suffizienten Chemotaxis ausreicht.

Die Frage wo und wann Spermien den Botenstoff detektieren ist ungeklart. Auffillig ist der
breite dynamische Wahrnehmungsbereich, da Spermien auf Konzentrationen zwischen 10-12
bis 10 M Reaktionen zeigen. Der Zeitpunkt der Kapazitation von Spermien und deren Frei-

setzung aus ihrer Warteposition im Eileiter scheint auf die Verfiigbarkeit der Eizelle abge-
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stimmt zu sein (Giojalas et al. 2004). Auch ist auffallend, dass in der Ampulle des
ovulierenden Eierstocks eine signifikant groBere Anzahl an Spermien vorgefunden wird als
im Eileiter der kontralateralen Seite (Williams et al. 1993). Diese Tatsachen deuten darauf
hin, dass sich Spermien in einem dynamischen Dialog mit ihrer Umgebung befinden.

Auch andere auf Spermien exprimierte Riechrezeptoren sind im Gesprach im Rahmen der
Chemotaxis eine Rolle zu spielen und auf unterschiedliche Geruchssubstanzen zu reagieren.
Der von mehreren Autoren beschriebene, ionotropische ChatSper Kanal wird beispielsweise
durch Progesteron und Prostaglandine aktiviert (Striinker et al. 2011). In einer neueren Stu-
die konnte eine Reaktion desselben Rezeptors auf Bourgeonal und Undecanal nachgewiesen

werden (Brenker et al. 2012).

Kandidaten fiir potentielle Liganden der testikuldren OR

Die Sekretion richtungsweisender Komponenten unmittelbar am Ort der Befruchtung wird
ebenso wie die Bedeutung als Navigationsfaktor der Spermien fiir den gesamten Weg durch
den weiblichen Genitaltrakt diskutiert (Eisenbach 2004). Offensichtlich scheinen die
Rezeptoraktivierungen nicht nur einen Einfluss auf das Bewegungsmuster von Spermien zu
haben, sondern zudem essentielle Reaktionen wie die Kapazitation und Akrosomenreaktion
zu bedingen (Yanagimachi 2011).

Die synthetisch hergestellten Duftstoffe Bourgeonal, Cyclamal oder Lyral repriasentieren
vermutlich keine endogenen Liganden testikuldrer Riechrezeptoren, sondern dienen lediglich
als chemische Schablonen, um die strukturellen Voraussetzungen einer potentiell aktivieren-
den Substanz nachvollziehen zu konnen. Verschiedene Stoffe werden in diesem Zusammen-
hang diskutiert. Obwohl das Phinomen der Chemotaxis von Spermien und Eizelle bei vielen
Pflanzen und Tierarten gut verstanden ist, hinkt die Identifikation der Botenstoffe hinterher.
Die ersten identifizierten Lockstoffe wurden bei Pflanzenarten beschrieben (Brokaw 1958).
Im Tierreich konnte bei mehreren Nicht-Sdugetieren einen genaue Zuordnung von Spezies
und chemischem Botenstoff erfolgen. Hier handelt es sich zum GroBteil um Peptide, Proteine
oder Aminosiuren, teilweise Komponenten mit geringem Molekulargewicht (1-20 kDa)
(Guerrero et al. 2010, Bohmer et al. 2005, Rifell et al. 2002).

Eine Reihe von in der weiblichen Follikularfliissigkeit detektierten Botenstoffen wurden als
mogliche Liganden prasentiert, darunter atriales natriuretisches Peptid (ANP), Progesteron,
n-formylierte Peptide und das von Granulosazellen priaovulatorischer Follikel exprimierte
Chemokin RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
chemokine) (Eisenbach 1999, Isobe et al. 2002). Sliwa erwahnt in einer Untersuchungsserie
Heparin, Adrenalin, Oxytocin, Calcitonin und Acetylcholin, doch scheint es sich bei der kriti-
schen Betrachtung der Untersuchungstechniken eher um Hyperaktivierung und Einfangen

der Zellen als um Chemotaxis zu handeln (Sliwa 1995). Progesteron, welches seine Quelle in
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Zellen des Cumulus oophorus haben soll, wurde in mehreren Studien als ein entscheidender
Botenstoff der Spermienchemotaxis beim Menschen beschrieben, obwohl das Hormon vie-
lerorts im weiblichen Genitaltrakt vorkommt (Teves et al. 2009) und auch Gegenstimmen in
der aktuellen Literatur vorkommen. Die Vielzahl der auf Spermien vorkommenden G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren ist ein deutliches Argument, das hier interagierende Sub-
stanzen in die Chemotaxis involviert sind. Ein Nachweis physiologischer Liganden ist bis

dato jedoch noch nicht gelungen (Yoshida und Yoshida 2011).

OR und thr gezielter Einsatz im Rahmen von Infertilitdt und Kontrazeption

Nach erfolgreicher Identifikation physiologisch vorkommender Kandidaten solcher Duft-
stoffe im weiblichen Genitaltrakt lieBe sich bei gezieltem Einsatz moglicherweise der Be-
fruchtungsprozess positiv oder negativ beeinflussen. Dies konnte ein neuer diagnostischer
und therapeutischer Ansatzpunkt im Rahmen der Behandlung einer idiopathischen Infertili-
tit sein. Die Anwendung pharmakologischer Modulatoren der Riechrezeptoren kénnte bei-
spielsweise einen therapeutischen Gewinn in der Reproduktionsmedizin darstellen. Eine
Ergebnisverbesserung von In-vitro-Fertilisationen, die mit einer Erfolgsrate von circa 40%
immer noch mehr als unbefriedigend sind, ware denkbar. Andererseits sind diese Erkennt-
nisse auch fiir die Kontrazeption von groBem Interesse. Ein gezielter Einsatz olfaktorischer
Substanzen oder deren Antagonisten als alternative Kontrazeptiva, die weder in den sensib-
len weiblichen Hormonstoffwechsel eingreifen noch zellschadigende Eigenschaften besitzen,
wiren von enormer klinischer Relevanz (Spehr und Hatt 2005) . In diesem Zusammenhang
ist die Identifikation des Antagonisten von Bourgeonal interessant. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die Substanz Undecanal zu einer kompletten Blockade der Rezeptorantwort von
OR1D2 fiihrt und ein kompetitiver Antagonismus der beiden Substanzen wird als zugrunde-
liegender Mechanismus angenommen (Spehr et al. 2003).

Trotz dieser vielversprechenden Ansétze miissen diese ,,in vitro“ erlangten Erkenntnisse vor-

erst der Ubertragbarkeit in eine ,,in vivo® Situation standhalten.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der Erforschung der Riechrezeptoren und deren molekularen Funktions-
mechanismen zeigt sich, dass ihr Vorkommen nicht auf Gewebearten reduziert ist, die eine
Rolle im Kklassischen Riechprozess spielen. Eine Funktion im Rahmen der Zell-Zell-
Kommunikation mittels Chemotaxis wird in der Literatur vielseitig diskutiert. Die Expression
olfaktorischer Rezeptoren in der Spermatogenese und auf reifen Spermien, lasst eine physio-
logische Funktion vermuten. Insbesondere eine molekulare Steuerung des menschlichen Be-
fruchtungsprozesses wird kontrovers diskutiert. Sollten die auf Spermien exprimierten
Riechrezeptoren das Zusammentreffen der Gameten ermoglichen, so ist eine fehlerhafte
Rezeptorfunktion als Ursache fiir Fertilitatsstorungen denkbar. Der Riechrezeptor hOR 17-4
konnte im Riechepithel und auf Spermien nachgewiesen werden. Eine Rezeptorfehlfunktion
wiirde demnach auch in einer verminderten olfaktorischen Leistung beziiglich der entspre-
chenden Liganden resultieren. Der Nachweis einer funktionellen Anosmie fiir Bourgeonal,
der identifizierten Substanz mit der starksten Rezeptorantwort, wire in Riechtestungen mog-
lich.

In der vorliegenden Studie wurden die Erkenntnisse iiber den nasal und testikular ex-
primierten Riechrezeptor hOR 17-4 in einen klinischen Zusammenhang gebracht. Es sollte
dessen Funktion anhand von Riechtestungen bei idiopathisch infertilen mannlichen Patien-
ten untersucht und im Vergleich zu fertilen Mannern bewertet werden und die Hypothese
einer gestorten Rezeptorfunktion als Ursache einer idiopathischen Infertilitat iiberpriift wer-
den. Im zweiten Teil der Studie wurde der Rezeptor bei einzelnen Mannern aus Patienten
und Probandengruppe genetisch analysiert, um gezielt moglicherweise bestehende Polymor-
phismen oder anderweitige genetische Korrelate fiir eine verminderte olfaktorische Leistung
gegeniiber Bourgeonal aufweisen zu konnen.

Die Ergebnisse deuteten zwar nicht auf eine Anosmie der Patienten gegeniiber Bourgeonal
hin, jedoch zeigte sich eine niedrigere Intensivititswahrnehmung der Geruchssubstanz durch
infertile Manner, die spezifisch fiir den Duftstoff war. Alle anderen untersuchten Substanzen
wurden gleichwertig von Probanden- und Patientengruppe detektiert.

Molekulargenetisch zeigten sich einige Polymorphismen, die aus Voruntersuchungen bereits
bekannt waren. Insgesamt konnte kein eindeutiges genetisches Korrelat fiir eine verminderte
Bourgeonalperzeption bei den Patienten nachgewiesen werden. Die lediglich exemplarische
Fallzahl ist hier sicherlich zu beriicksichtigen.

Noch sind die sich mit diesem Thema befassenden Studienergebnisse nicht in einen physio-
logischen Kontext zu iibertragen, da insbesondere die Identifizierung potentieller Liganden
im weiblichen Genitaltrakt aussteht. Doch stellen die bisher erlangten Erkenntnisse eine Ba-

sis zur Weiterentwicklung von Diagnostik- und Therapieansitzen im Bereich der idiopathi-
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schen Infertilitat, hormonfreien Kontrazeption und In-vitro-Fertilisation als auch zur Ent-

wicklung neuer olfaktorischer Untersuchungen im Rahmen andrologischer Diagnostik dar.
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Summary

The identification of olfactory receptor expression in different tissues than olfactory epithe-
lium prepared the ground for a discussion about a potential role in cell-cell communication
via chemotaxis. Especially the finding of olfactory receptors on the flagellar midpiece of hu-
man spermatogenic cells led to a debate about a link between OR activation and sperm motil-
ity. A chemotactic guidance of sperm cells towards the egg could ensure fertilization and thus
in the reverse case could cause infertility in receptor function deficiency.

Odorant receptor hOR 17-4 (or OR1D2) was found to be expressed in both olfactory epithe-
lium and sperm cells. The receptor was shown to be activated by bourgeonal (“lily of the val-
ley” odor) and is inhibited by undecanal (“green leafy” odor). A receptor dysfunction in the
nose might entail also fertility problems. A functional anosmia towards bourgeonal could be
detected in olfactory tests.

In this study the findings about hOR17-4 were transferred to a clinical setting. Receptor func-
tion of idiopathic infertile patients and fertile men was studied in olfactory tests and the hy-
pothesis of a receptor deficiency causing infertility was reviewed. Recent genetic studies sug-
gest that 2 mechanisms could explain observed variations in olfactory sensitivity among indi-
vidual humans. First, the single nucleotide polymorphisms (SNPs) are believed to contribute
to olfactory diversity. Furthermore, a variation in the number of copy of DNA segments
(CNVs) could explain a disparity in the number of olfactory receptors and thus be correlated
to various degrees of inputs toward higher neuronal levels. In order to detect possible genetic
variations which might result in a deficient bourgeonal perception in the group of idiopathic
infertile men a genetic analysis of hOR 17-4 from a sample of infertile and fertile men was
performed.

Although the results do not show a complete anosmia of infertile patients to bourgeonal, the
patients exhibit lower suprathreshold sensitivity to this odor because they perceive bourgeo-
nal as less intense as the fertile group. This lower suprathreshold sensitivity seems to be spe-
cific to bourgeonal odorant as infertile subjects exhibit general odor identification abilities
equivalent to the fertile group and do not exhibit any differences in sensitivity ( “threshold”
and “intensity” measurements) to the other odors tested in the study.

The analysis of SNPs of OR1D2 revealed three SNPs which are already listed on the SNP da-
tabase and widespread among the European population. One of them leads to an exchange of
aminoacids and could thus have an influence on olfactory perception. No specific SNP in the
group of infertile men could be linked to a deficient olfactory sensitivity towards bourgeonal.
Findings from different studies strongly suggest an important role of hOR17-4 in human

sperm chemotaxis. However, odorants activating the receptor in vitro have not been identi-
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fied in the female reproductive tract yet and chemical identity of native ligands for the olfac-
tory receptor are as yet unknown. Identifying natural sperm chemoattractants as well as re-
ceptor antagonists may open the door to new diagnostic and therapeutic tools in male infer-
tility treatment, hormone-free contraceptive methods, improvement of in-vitro-fertilization

results and detection of infertility via olfactory tests.
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6. Thesen

Die olfaktorische Wahrnehmung des Duftstoffes Bourgeonal durch fertile und infertilen
Mdnnern und Genotypisierung des Bourgeonalrezeptors hOR 17-4, Medizinische Fakultat

Carl Gustav Carus, Technische Universitat Dresden, vorgelegt von Eva Kemper, 2013

1) Die olfaktorische Identifikationsleistung von idiopathisch infertilen Patienten und
fertilen Probanden spricht fiir eine Normosmie hinsichtlich der getesteten Substan-

zen (Sniffin' Sticks Screening Test).

2) Die Diskriminationsleistung und Ergebnisse fiir die Geruchsschwellentestung bei den
Substanzen Phenylethylalkohol, Helional und Bourgeonal ergibt keinen Unterschied

zwischen den beiden getesteten Gruppen.

3) Ein Zusammenhang zwischen einer fehlerhaften Rezeptorfunktion im Sinne einer
verminderten olfaktorischen Sensibilitét fiir die Duftsubstanz Bourgeonal und einer
Infertilitait konnte nicht nachgewiesen werden. Eine spezifische Anosmie fiir

Bourgeonal liegt bei der Gruppe der Infertilen nicht vor.

4) Bourgeonal wird von infertilen Patienten subjektiv als weniger intensiv wahr-
genommen als von Teilnehmern der fertilen Kontrollgruppe. Diese verminderte In-
tensitatseinschatzung ist spezifisch fiir Bourgeonal, da weder Phenylethylalkohol
noch Helional als weniger intensiv eingeschitzt werden und auch in den anderen

Riechtestungen keine verminderte Geruchswahrnehmung auffallig war.

5) Gesunde Probanden empfinden Bourgeonal als den intensivsten der drei getesteten
Duftstoffe.

6) Eine verminderte olfaktorische Wahrnehmung des Duftstoffes Bourgeonal, konnte in
der vorliegenden Studie mit keinem spezifischen Polymorphismus und/ oder be-

stimmten Mutation im OR1D2-Gen in Zusammenhang gebracht werden.
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