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In Liebe gewidmet meinem Matthias

»Epigenetik waren schon immer all die seltsamen und wundervollen Dinge, die sich durch die

Genetik nicht erklaren lassen.”

Denise Barlow



Referat

Um Erkenntnisse iiber epigenetische Mechanismen verschiedener Infertilitatsfaktoren, wie
Adipositas, Tubenpathologien, Endometriose und das Polyzystische Ovarialsyndrom (PCOS)
zu gewinnen, untersucht die vorliegende Arbeit die Expression von Mikro-Ribonukleinsauren
(miRNA) in Follikelfliissigkeit. Hierzu konnte Follikelfliissigkeit von 72 Patientinnen mit und
ohne die oben genannten Infertilititsfaktoren am Zentrum fiir Reproduktionsmedizin und
Andrologie des Universitatsklinikums Halle (Saale) untersucht werden. Das Vorkommen von
miRNA in Follikelfliissigkeit wurde mittels Mikro Array nachgewiesen. Im Anschluss wurde
mittels quantitativer real time PCR eine quantitative Analyse der in Follikelfliissigkeit
exprimierten miRNA 191, miRNA 200c, miRNA 221 und miRNA 27a durchgefiihrt. Die
Expressionsmengen der einzelnen miRNA im Vergleich zur Referenz miRNA 16 wurden
statistisch anhand von Spearman Korrelationskoeffizienten, Kruskal-Wallis-Tests und
Regressionsanalysen (Kleinste-Quadrate-Schatzer-Verfahren) ausgewertet. Die vorliegende
Arbeit wies die Expression 31 verschiedener miRNA in Follikelfliissigkeit nach. In der
durchgefiihrten quantitativen Expressionsbestimmung zeigten sich bei Patientinnen ohne die
o.g. Infertilitatsfaktoren durchgehend hohere Medianwerte der miRNA 27a, miRNA 191 und
miRNA 200c. Bei Patientinnen mit Tubenpathologien konnten stets geringere Medianwerte aller
miRNA nachgewiesen werden, insbesondere war bei diesen Probandinnen auch im
Durchschnitt statistisch signifikant weniger miRNA 191 in Follikelfliissigkeit vorhanden als bei
Patientinnen ohne Tubenpathologie. Weiterhin zeigt die vorliegende Arbeit eine positive
Korrelation von Gewicht bzw. Body-Mass-Index (BMI) zur Expression von miRNA 27a in deren
Follikelfliissigkeit. Hervorzuheben ist eine statistisch signifikant negative Assoziation zwischen
der Expression von miRNA 191 und einer erfolgreichen Implantation nach Befruchtung und
Embryonentransfer. Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation verdeutlichen die
Notwendigkeit —weiterfithrender ~Untersuchungen im Bereich von epigenetischer
Fertilitatseinfliisse und Fertilititsmodifikatoren, nicht nur im Hinblick auf therapeutische

Moglichkeiten, sondern auch im Sinne einer pradiktiven Testung des Implantationserfolges.

Mertens, Mareike; geb. Bauer: Expression von Mikro-Ribonukleinsauren in Follikelfliissigkeit
bei Infertilitat, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 70 Seiten, 2022
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Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

CDINA e komplementdre DNA
EM e Endometriose
FSH oo Follikelstimmulierendes Hormon
GRCh38 ... Genome Reference Consortium Human Build 38
LH oo Luteinisierendes Hormon
MIRNA s Mikro-Ribonukleinsdure
MRINA L Messenger-Ribonukleinsaure
N s Anzahl der Beobachtungen
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Tt-Q-PCR e real time quantitative Polymerase Chain Reaction
SIND e Single Nucleotide Polymorphismen
U/ MINLc s Umdrehungen pro Minute
UTR o untranslatierte Region



Einleitung

1. Einleitung

Im Folgenden sollen die grundlegenden Begrifflichkeiten der vorliegenden Arbeiten in einem
einleitenden Sinne definiert werden. Begonnen wird mit dem Begriff des unerfiillten
Kinderwunsches und die in der Arbeit untersuchten Faktoren weiblicher Infertilitéat
(Tubenpathologie, Endometriose, Adipositas, PCOS) erldutert. AnschliefSend findet sich ein
kurzer Literaturiiberblick iiber die vier miRNA (miRNA 191, miRNA 200c, miRNA 221 und
miRNA 27a) deren Expression in Follikelfliissigkeit in der vorliegenden Arbeit quantifiziert

wurde.

1.1 Unerfiullter Kinderwunsch und weibliche Infertilitat

1.1.1  Unerfiillter Kinderwunsch

Bei einem fertilen Paar, welches regelmaflig ungeschiitzten Geschlechtsverkehr vollzieht, setzt
eine Schwangerschaft nach spatestens 1-1,5 Jahren ein.! Im Jahr 2017 sind etwa 3% der geborenen
Kinder mittels extrakorporaler Befruchtung gezeugt wurden. Im Durchschnitt findet sich also
in fast jeder Schulklasse ein Kind, welches nach assistierter Reproduktion gezeugt wurde.?
Fertilitat meint in der vorliegenden Dissertation die geschlechtliche Vermehrungsfahigkeit.? Ein
unerfiillter Kinderwunsch ist definiert als das Ausbleiben einer Schwangerschaft nach zwolf
Monaten, unter der Bedingung, dass regelmafiiger, ungeschiitzter Geschlechtsverkehrs an
einem zur Kontrazeption geeigneten Zeitpunkten stattgefunden hatte.* Ursachen des
unerfillten Kinderwunsches sind in der Mehrheit der Falle bei beiden Partnern zu finden,
seltener sind Félle in denen nur einer der beiden Partner eine als ursachlich vermutete
Pathologie aufweist. In etwa 20 % der Fille kann keine grundlegende Ursache gefunden

werden.*

Die Begriffe Sterilitit und Infertilitdt sind voneinander abzugrenzen. Die Benutzung dieser
Begrifflichkeiten unterscheidet sich vom englischen Sprachraum zum deutschen Sprachraum

und wird in der Literatur seit einem Beitrag von Habemma et al., 2004 diskutiert.> Die

~1~
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vorliegende Dissertation nutzt den Begriff Infertilitit nach der Definition der
Weltgesundheitsorganisation. Diese Definition wird ebenfalls in der aktuell publizierten
Literatur genutzt. Infertilitat ist hierbei eine Erkrankung der zur Reproduktion bendtigten
Organe, im Sinne des Ausbleibens einer klinischen Schwangerschaft nach mindestens zwolf
Monaten regelmafiigem und ungeschiitztem Geschlechtsverkehr.® Sterilitit meint demzufolge
die Unfahigkeit zur Reproduktion und wird im Folgenden kongruent zur aktuellen Literatur

nicht verwendet.>

Uber 900.000 In-vitro-Fertilisationszyklen (IVF) werden in Europa jahrlich durchgefiihrt. 200.000
Kinder werden pro Jahr nach extrakorporaler Befruchtung in Europa geboren. Das sind ca. 5 %
der Geburten in Europa.”2 Zu den haufigsten Indikationen einer extrakorporalen Befruchtung
gehort bei Frauen mit 17,1 % bei IVF bzw. 6,8 % bei Intrazytoplasmatischer Spermieninjekton
(ICSI) die Tubenpathologie, mit 14,2 % bzw. 8,7 % die Endometriose und mit 4,6 % bzw. 3,7 %
das Polyzystisches Ovarialsyndrom (PCOS). Nach aufserkorperlicher assistierter Reproduktion
trat im Jahr 2019 bei 31,9 % der Paare eine Schwangerschaft ein.® 7 Folglich tritt nach 68,1 % der
Embryonentransfers keine Schwangerschaft ein und das ratsuchende Paar bleibt weiterhin
ungewollt kinderlos. Neue Interventionsmoglichkeiten und pradiktive Testungen in der
assistieren Reproduktion konnten zu einer Erhoéhung der Wahrscheinlichkeit auf eine
Implantation fithren. Hierzu konnen Erkenntnisse der molekularen Mechanismen
verschiedener Infertilitatsfaktoren, wie beispielsweise Adipositas, Tubenpathologien,
Endometriose und das Polyzystische Ovarialsyndrom beitragen. Eine epigenetische
Regulierung von Fertilitdit durch fertilitdtsbeeinflussende Faktoren, wie beispielsweise
Ubergewicht, wurde in der Literatur bereits mehrmals nachgewiesen.® 1 Um grundlegende
Erkenntnisse von Genexpression und Genregulation zu gewinnen, ist es notwendig
epigenetische Wirkmechanismen zu untersuchen. Mikro-Ribonukleinsauren (miRNA) als
Modifikatoren der Genfunktion spielen hierbei eine wichtige Rolle. Seit der Entdeckung der
miRNA im Jahr 1993 werden immer mehr funktionale, modifikatorische und lokusspezifische

Eigenschaften von miRNA aufgedeckt.!'™3 Nach der Entdeckung des extrazelluldaren
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Vorkommens von miRNA durch Valadi et al., 2007 stellte sich die Frage, ob diesen nicht-

kodierenden Ribonukleinsduren auch eine Rolle bei Infertilitat zukommt.4

Vor diesem Hintergrund untersucht die vorliegende Arbeit die Expression von Mikro-
Ribonukleinsduren in Follikelfliissigkeit bei Frauen mit und ohne physische Infertilitatsfaktoren,
die aufgrund eines unerfiillten Kinderwunsches eine extrakorporale assistierte Reproduktion im

Sinne einer ICSI oder IVF in Anspruch genommen haben.

1.1.2  Weibliche Infertilitit

Die Spontankonzeptionschance kann von spezifisch weiblichen, spezifisch mannlichen oder
geschlechtsunabhangigen Faktoren beeinflusst werden.'* Die vorliegende Arbeit konzentriert
sich insbesondere auf weibliche Einflussfaktoren der Paarfertilitit, da die Expression von
miRNA in Follikelfliissigkeit untersucht wird und das Vorliegen dieser spezifisch fiir das

weibliche Geschlecht ist.

Die Ursachen weiblicher Infertilitit sind vielfiltig. Da eine Thematisierung saimtlicher Ursachen
weiblicher Infertilitit den Rahmen dieser Arbeit iibersteigen wiirde, werden im folgenden
Kapitel insbesondere die Infertilitatsfaktoren Tubenpathologien, Adipositas, Endometriose und
das PCOS erldutert, welche bei ca. 61 % der in der vorliegenden Dissertation untersuchten

Probandinnen diagnostiziert wurden.

Endometriose (EM) ist charakterisiert durch das Auftreten von ektopen Gewebe des uterinen
Endometrium. Dieses ist meist im peritonealen Bereich des Abdomens, insbesondere des kleinen
Beckens lokalisiert. Endometrioseldsionen konnen aber auch extraabdominal im Bereich des
Herzens, des zentralen Nervensystems, der Pleura und anderen Organen auftreten.’® Die
meisten Frauen werden im Alter von 25-35 Jahren mit Endometriose diagnostiziert und zeigen
ein weites Spektrum an Symptomen. So kann es neben asymptomatischen Verlaufen auch zu
neurologischen Symptomen (wie z.B. einer Schmerzsymptomatik), endokriner Dysfunktion
(Hypothyreose, Follikelreifungsstorung) und lokalen Funktionsbehinderungen (z.B. im Bereich

der Tuben, der Oozytenfreisetzung und Spermienmotilitdt) durch mechanische Einwirkungen
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kommen. 10-15 % aller Frauen im reproduktionsfahigen Alter sind von Endometriose betroffen.
Bei Fertilitatsstorungen liegt eine Endometriose mit einer Pravalenz von ungefahr 25 %-50 %
vor.'® Es wurden bereits Expressionsunterschiede von miRNA in Follikelfliissigkeit von
Patientinnen mit und ohne Endometriose nachgewiesen. So konnte eine geringere Expression
der miRNA 451 bei Patientinnen mit Endometrioseldsionen nachgewiesen werden.'” Als
potenziell dtiologischer Faktoren der Endometriose assoziierten Infertilitat wird die aberrante
Expression des HOXA10 Gens diskutiert.!® Diesem kommt eine Rolle in der embryonalen
Entwicklung des Uterus zu. Die Expression von HOXA10 erreicht ihren Hohepunkt wahrend
der Implantation der befruchteten Eizelle. Frauen mit Endometrioseldsionen zeigen diesen
Expressionsanstieg nicht.!® Hierbei konnten Petracco et al., 2011 einen regulatorischen Einfluss
von miRNA 135 auf die Expression von HOXA10 belegen.” Die Literatur konnte auflerdem in
Endometrioseldsionen somatisch entstandene, pathogene Einzelnukleotidvarianten bzw.
Kopienzahlveranderungen, welche sonst als Treibervarianten bei der Tumorentstehung von
somatischen Tumoren bekannt sind, finden. Insbesondere sind hierbei pathogene Varianten in

KRAS zu nennen.?0

In den Tuben erfolgt der Transport der Eizelle zum Uterus. Ursachen fiir pathologische
Tubenverinderungen konnen mechanischer und paralytischer Atiologie sein, bislang sind
allerdings nicht alle Ursachen aufgekldrt.?! Mechanische Verschliisse der Tuben sind meist
durch Adhésionen bedingt. Diese konnen postinflammatorisch (z.B. postinfektids nach
Adnexitis bei Chlamydieninfektionen), postoperativ. und postpartal entstehen. Ein
mechanischer Verschluss der Tuben kann auch durch Endometrioseldsionen bedingt sein.??
Bisher wurden in der Literatur keine Expressionsunterschiede von miRNA in Follikelfliissigkeit
bei Frauen mit fertilitdtsbeeinflussenden Faktoren im Vergleich zu Frauen ohne diese Faktoren

beschrieben.

Adipositas ist eine Erkrankung, die durch ein stark erhchtes Korpergewicht mit einem Body-
Mass-Index (BMI) von mehr als 30 kg/m? charakterisiert ist. Etwa die Halfte (53 %) der Frauen

in Deutschland sind mit einem BMI von > 25 kg/m? iibergewichtig. Bei ungefahr jeder sechsten
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erwachsenen Frau (18,1 %) in Deutschland ist eine Adipositas bekannt. Hierbei fiihren freie
Fettsduren zu einer toxischen Wirkung im reproduktiven Gewebe und darauffolgend zu einer
chronischen Entziindung. Bei Frauen mit Adipositas sind hohere Fehlgeburtsraten,
Totgeburtsraten und einer hohere Wahrscheinlichkeit einer Praeklampsie in der
Schwangerschaft bekannt. Die Fertilitatsrate bei adiposen Frauen ist selbst bei Eumenorrhoe
geringer als bei Frauen mit Normalgewicht. Auflerdem besteht die hohere Wahrscheinlichkeit
einer ovariellen Dysfunktion. Ebenso sinkt bei Ihnen die Chance einer erfolgreichen
Implantation nach extrakorporaler Fertilisation.?® In Follikelfliissigkeit konnten bislang in der
Literatur keine Expressionsunterschiede von miRNA bei Frauen mit und ohne Adipositas

gefunden werden.

Als die haufigste endokrine Erkrankung von Frauen ist das Polyzystische Ovarialsyndrom
(PCOS) ein Krankheitskomplex, der die Reproduktion, den Metabolismus aber auch die
psychische Gesundheit der Betroffenen beeinflussen kann. Klinisch konnen variabel eine
Hyperandrogenamie, Ubergewicht, Adipositas, periphere Insulinresistenz,
Zyklusunregelmafigkeiten im Sinne einer Oligomenorrhoe, respektive Amenorrhoe und die
typische polyzstische Ovarmorphologie auftreten.? 8-10 % der Frauen im reproduktionsfahigen
Alter sind betroffen. Diagnosestellung und Therapie werden in der Fachliteratur insbesondere
aufgrund der klinischen Heterogenitat diskutiert, sodass innerhalb der internationalen Leitlinie
geschatzt wird, dass bei bis zu 70 % der betroffenen Frauen weltweit das Polyzystische
Ovarialsyndrom bisher nicht diagnostiziert wurde.?? In Deutschland wird zum aktuellen
Zeitpunkt eine Leitlinie fiir Arzte betroffener Frauen erstellt. Die Expression von miRNA bei
Patientinnen mit PCOS variiert und wurde bereits in mehreren Studien untersucht. Eine
unterschiedliche Expression von miRNA in Follikelfliissigkeit von Patientinnen mit PCOS im
Gegensatz zu Patientinnen ohne PCOS konnte bereits fiir miRNA 132 und miRNA 320 gezeigt
werden.? Eine positive Korrelation zwischen der ebenfalls in der vorliegenden Arbeit
eingeschlossenen miRNA 27a im Serum und einem PCOS konnten Pourteymour et al., 2020

zeigen.”
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1.2 Follikelfliissigkeit als Spiegel der Oogenese
Im Folgenden wird die Keimbahn (die Zelllinie, welche von befruchteter Eizelle zum reifen
Follikel fiihrt) beschrieben. Hierbei wird insbesondere auf die Entstehung und den Aufbau von

Follikelfliissigkeit eingegangen.

Die Zelllinie, welche von der ersten Teilung einer befruchteten Eizelle bis zur reifen Gamete
fithrt, wird Keimbahn genannt. Die Oogenese beschreibt die Keimbahn zur Entwicklung einer
befruchtungsfahigen Eizelle. Sie beginnt nach der Konzeption, und wird erst nach Ovulation

abgeschlossen.?!28

Die Gametenbildung unterliegt der Mitose und der Meiose. Sie dient der Reduktion des
diploiden Chromosomensatzes hin zum haploiden Chromosomensatz, um spéter eine
Konstanthaltung der Chromosomenanzahl bei Befruchtung zu ermdoglichen. ? Wahrend der
gesamten Keimbahn sollten Gene im potenziell aktivierbaren Zustand vorliegen, allerdings
nicht zu somatischen Zellen ausdifferenzieren. Dies kann durch epigenetische Modifikation, wie
beispielsweise durch Transkriptionsfaktoren und regulatorische RNA-Molekiile gewahrleistet

werden.?

Zu Beginn der weiblichen Keimbahn entwickeln sich in der fiinften Embryonalwoche die
Oogonien.?! In der Zeit zwischen dem dritten und siebten Fetalmonat differenzieren sich diese
(durch Beginn der ersten Reifeteilung und das Einleiten der Trennung beider homologer
Chromosomenpaare) zu primédren Oozyten. Im Anschluss werden das Pachytin- und
Diplotanstadium der Prophase (der ersten Reifeteilung/Meiose) durchlaufen. In diesem Stadium
ruhen die 400.000-500.000 Oozyten im Ovar eines Madchens.”? Umgeben sind diese von
Pragranulosazellen.3® Nachgeburtlich findet keine weitere Proliferation der Oozyten statt. Bei
Einsetzen der Pubertdt begeben sich rund 90 % der angelegten Oozyten in den programmierten
Zelltod.® Die tibrigen Oozyten (nun als Primordialfollikel bezeichnet) arretieren 12-45 Jahre in

der Meiose.
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Die Eizellen beenden diese Ruhephase nach der Pubertit unter dem FEinfluss des
Follikelstimulierenden Hormons (FSH) und des Luteinisierendem Hormons (LH) . Es kommt
im weiteren Verlauf zur zyklischen Rekrutierung eines dominanten Follikels aus dieser

Ovarreserve und darauf folgend in der Regel zur Monovulation.

Das Heranreifen der Ooozyte unterteilt man in verschiedene Stadien, dies sind das

Primarstadium, das Sekundarstadium und das Tertidrstadium.

Die Epithelzellen (Pragranulosazellen), welche die Oozyte umgeben, vermehren ihr Volumen
und nehmen eine kubische bis hochprismatische Form an. Die Basalmembran wird deutlicher.
Im Verlauf dieser Entwicklung bildet sich zwischen Eizelle und Epithelzellen ein Spalt, die Zona
pellucida.®* So entsteht eine biologische Nische, bestehend aus Eizelle und umgebendem

Epithel. Dies nennt man den Follikel.>!

Das Epithel des Follikels wird durch Teilung mehrschichtig. Die Granulierung unter dem
Mikroskop nimmt zu. Aufgrund dessen wird diese Schicht Granulosazellschicht genannt.
Wihrend des Stadiums des sekundaren Follikels bildet sich um das Follikelepithel herum eine
weitere Zellschicht aus. Diese nennt man Theca folliculi. Ein Teil dieser Schicht ist vaskularisiert.
Hierbei ist eine Kommunikation mit anderen Organsystemen moglich. So konnen Hormone
einen starkeren Einfluss auf den Follikel nehmen. Ebenso werden Substrate, bspw. fiir die
Steroidsynthese iiber diese vaskularisierte Schicht transportiert. In der spaten Sekundarphase
teilt sich die Granulosazellschicht. Es entsteht ein mit Fliissigkeit gefiilltes Antrum.*® Die in

diesem enthaltene Fliissigkeit definiert die vorliegende Arbeit als Follikelfliissigkeit.3?

In dieser Phase wachst die Oozyte, hierbei wird sie durch die Thekazellschicht versorgt. Der nun
Antralfollikel genannt wird und erreicht zwischen dem 5. Und 12. Zyklustag eine Grofie von
8,5-14mm. Jeder dieser Follikel enthilt eine Ooozyte, welche von Follikelfliissigkeit umgeben
wird, gefolgt von einer Schicht aus Granulosa- und Thekazellen.® Physiologisch findet im

Anschluss an dieses Stadium die Ovulation statt.
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Bei invasiver assistierter Reproduktion wird die Follikelreifung medikamentds forciert, sodass
mehrere Follikel pro Zyklus reifen. Diese medikamentose Stimulation basiert meist auf einer
Erhohung des FSH-Spiegels.*® Bei invasiver assistierter Reproduktion werden nach erfolgreicher
medikamentoser Stimulation mittels transvaginaler Punktion mehrere Follikel zur

Eizellgewinnung punktiert.3

Der bereits oben beschriebene Antralfollikel besteht aus somatischen Zellen (Granulosazellen
und Thekazellen), sowie einem Antrum, welches mit einer extrazellularen Matrix gefiillt ist. Die
vorliegende Arbeit nennt diese, den Follikel umgebende Matrix, Follikelfliissigkeit. Diese dient
als wichtige Mikroumgebung fiir die Oogenese, Reifung und Qualitdit der Oozyte.
Follikelfliissigkeit ist aus mehreren Bestandteilen zusammengesetzt. Dies sind
Blutplasmabestandteile, welche die Blut-Follikel-Schranke iiberschreiten und Sekrete aus
Granulosa- und Thekazellen. Weiterhin enthalt die Follikelfliissigkeit Hormone, wie FSH, LH,
Growth Hormone (GH), C)strogene und Androgene, Wachstumsfaktoren, einschlieSlich TGF-,
Inhibin, Activin, Anti-Miiller'sches Hormon, sowie antiapoptotische Faktoren, wie Fas-
Liganden, und Proteine, Peptide, Aminosduren und Nukleotide.®> Auch miRNA konnten bereits
in Follikelfliissigkeit des Menschen nachgewiesen werden.’-3¢ Ein konstantes Gleichgewicht
zwischen regulierenden extra- und intraovariellen Faktoren ist fiir den Ablauf der Oogenese bis
hin zur Ovulation erforderlich.® Follikelfliissigkeit ist somit ein wichtiger Bestandteil innerhalb
des intrafollikuldren Mikromilieus, welche die lokalen sekretorischen Aktivitaten der Eizelle

sowie der Granulosa- und Thekazellen und deren Metaboliten widerspiegelt.3

1.3 Mikro-Ribonukleinsduren und Faktoren weiblicher Infertilitat

Mikro-Ribonukleinsduren (miRNA) sind rund 19-24 Nukleotide umfassende, nicht kodierende
(im Sinne von nicht an der Proteinbiosynthese beteiligt), Ribonukleinsduren. Die Genloci vieler
miRNA sind iiber mehrere Spezies hinweg hoch konserviert.%’ Seit der Entdeckung der miRNA
im Jahr 1993 werden immer differenziertere und vielfdltigere Funktionen von miRNA,
insbesondere auf die Formung des Proteoms aufgeklart.* 3 Als Enhancer oder Silencer der

posttranskriptionalen Proteinbionsynthese, insbesondere durch Bindung an eine mRNA, konnte

~8~
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Ihre Beteiligung an vielen physiologischen und pathologischen Prozessen und dem non-sense-
mediated decay von Proteinen nachgewiesen werden.® Thr Vorkommen wurde bereits in
mehreren intrazellularen Kompartiments (Zytosol, Nukleus) beschrieben.*? Grundlegend fiir
die vorliegende Arbeit war der extrazellulare Nachweis von miRNA.# In Form von Exosomen,
im Extrazellularraum sekretiert, kommt miRNA somit auch eine Funktion bei der
intrazelluldaren Kommunikation zu.® Zur Bindung an die Zielsequenz einer Ziel-RNA reichen
meist 7-8 komplementdre Basen aus. Dies ldsst ein breites Bindungsspektrum an
unterschiedliche RNA Sequenzen zu.* Die 3'UTR der mRNA dient dabei als binding site, so
konnen miRNA die Expression von ungefahr 60 % der humanen Gene regulieren.*® Es konnte
gezeigt werden, dass eine Regulation der mRNA durch miRNA Organ-, und sogar
Zellspezifisch ist und miRNA unterschiedlich in Abhangigkeit von externen Einflussfaktoren
(u.a. metabolischen FEinfliissen, Zellstress, fertilitdtsbeeinflussende Faktoren) exprimiert
werden.® Aufgrund der unterschiedlichen miRNA Expressionsprofile zwischen einzelnen
Geweben, Zellen und extrazellularer Matrix sowie bei pathologischen Zustianden oder auch bei
unterschiedlicher Hormonexpression, konnen sie als diagnostische Marker fiir bspw.
Tumorerkrankungen verwendet werden.!> Nicht erst seit dem Einsatz des mRNA-Impfstoffes
wahrend der SARS-CoV2 Pandemie werden die Kkleineren miRNA auch als
Therapiemoglichkeiten betrachtet. Hierzu gibt es in den Vereinigten Staaten von Amerika

bereits klinische Studien, unter anderem im Bereich der Onkologie und Nephrologie.4¢

Mehrere Studien konnten das Vorhandensein von miRNA im weiblichen Geschlecht
nachweisen. So konnte eine erhohte Expression der miRNA 200c und der miRNA 191 im Serum
von Frauen mit Ovarialkarzinom gezeigt werden.¥” Rosenbluth et al., 2014 untersuchten das
Kulturmedium von Embryonen nach In-vitro-Fertilisation auf unterschiedliche miRNA
Konzentrationen.#” Auch in Follikelfliissigkeit gelang bereits mehrfach der Nachweis
verschiedener regulatorischer miRNA, deren Expression hinweisend auf die Qualitat der Eizelle
sind. Ebenso wurde ein Zusammenhang zwischen der Expression von miRNA in
Follikelfliissigkeit und einem Uberstimulationssyndrom, einer potenziellen Nebenwirkung der

Kinderwunschbehandlung, beschrieben.®8 In Bezug auf Infertilitatsfaktoren wurden miRNA

~0Q~
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sowie eine unterschiedliche Expression einzelner miRNA bei Menschen mit und ohne
Vorhandensein verschiedener Infertilitatsfaktoren bereits nachgewiesen. So konnte eine
Assoziation von mehreren miRNA und dem Polzystischen Ovarialsyndrom, primaérer
Ovarialinsuffizienz, Endometriose und anderen fertilititsbeeinflussenden Faktoren belegt
werden.* % Auch eine Assoziation zu erfolgreicher Implantation nach Embryonentransfer
konnte fiir einzelne miRNA bereits gezeigt werden.>® Grundsatzlich ist allerdings zu betonen,
dass aufgrund der niedrigen Patientenfallzahl innerhalb der meisten Studien, die Literatur
hierzu noch keine abschliefienden reliablen Ergebnisse zu einer Korrelation von miRNA und
einzelnen Infertilitdtsfaktoren festhalten kann. Auch in der vorliegenden Arbeit umfasst die

Patientinnen-Kohorte eine relativ kleine Gruppe, was in Kapitel 5.2 kritisch diskutiert wird.

Der nachfolgende Abschnitt stellt eine kurze Ubersicht iiber die Literatur zu den in der Arbeit
quantitativ untersuchten miRNA 191, miRNA 200c, miRNA 221 und miRNA 27a in Bezug auf
Faktoren der weiblichen Infertilitdt und deren Vorkommen in Follikelfliissigkeit dar. Hierbei

wird das fiir die jeweilige miRNA kodierende Gen genannt und dessen chromosomale Position

nach GRCh38 angegeben.

1.3.1  Mikro-Ribonukleinsiure 191

Das fiir die miRNA 191 kodierende Gen MICRO RNA 191 liegt auf dem kurzen Arm des
Chromosom 3 (3p21.31). Die genomische Position lautet: chr3:49,020,617-49,020,708.5! Mehrere
Arbeiten konnten eine Assoziation der Expression von miRNA 191 und malignen Tumoren der
Frau finden.?> Shen et al., 2010 vermuten, dass pathogene Varianten im Gen, welches fiir die
miRNA 191 codiert, ursachlich fiir familidren Brust- und Eierstockkrebs sein konnten.® An
Ostrogenrezeptor-positiven Brustkrebszellen konnte eine Induktion von miRNA 191 durch
Ostrogen gezeigt werden.> In Bezug auf Endometriose als Faktor weiblicher Infertilitit konnten
Dong et al., 2015 eine signifikant hohere Konzentration von miRNA 191 in Gewebeproben von
Patientinnen mit maligner Endometriose nachweisen.”> Funktionell wiesen sie den
Regulatorischen Einfluss von miRNA 191 auf TIMP3 und somit auf die maligne Entartung von

Endometriosezellen nach. In Bezug auf weibliche Fertilitit anderer Spezies konnte eine
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Korrelation zwischen der Konzentration von miRNA 191 im Speichel von Biiffeln und des
Vorhandensein eines dominanten Follikels nachgewiesen werden.® Rosenbluth et al., 2014
wiesen miRNA 191 im Kulturmedium menschlicher Embryonen nach Befruchtung der Eizelle
in vitro nach. Dabei konnten Sie eine erhohte Konzentration der miRNA 191 im Medium von
Embryonen finden, welche mittels ICSI befruchtet wurden. ¥ Bei nicht-erfolgreichen IVF Zyklen
waren die Expression von miRNA 191 im Kulturmedium hoéher als im Vergleich zu der
Expression im Kulturmedium von Embryonen, die nach erfolgreicher Schwangerschaft
geborenen wurde. Weiterhin konnten Acufia-Gonzalez et al., 2021 eine statistisch signifikante
positive Assoziation von miRNA 191 im Kulturmedium von Embryonen am fiinften Tag nach
extrakorporaler assistierter Reproduktion zu erfolgreicher Schwangerschaft nach Transfer

finden.>

1.3.2  Mikro-Ribonukleinsiure 200c

Das fiir die miRNA 200c kodierende Gen MICRO RNA 200C liegt auf dem kurzen Arm des
Chromosom 12 (12p13.31). Die genomische Position lautet: chr12:6,963,698-6,963,765.57 Die
Expression von miRNA 200c ist dstrogenabhéngig.’® Eine erhohte Konzentration im Serum ist
mit Infertilitdt und Fehlgeburten assoziiert und ein sensitives Diagnosekriterium fiir Infertilitat.
Auflerdem hemmt die miRNA-200c die Ausbildung der Uterusrezeptivitat, welche fiir die
Einnistung der Blastozyste in das Endometrium notwendig ist.* Kim et al., 2019 zeigten
allerdings eine signifikant erhohte Konzentration von miRNA 200c im Kulturmedium bei
assistierter Reproduktion von einnistungsfihigen Blastozysten im Vergleich zum

Kulturmedium mit Eizellarrest.®

1.3.3  Mikro-Ribonukleinsiure 221

Das fiir die miRNA 221 kodierende Gen MICRO RNA 221 liegt auf dem kurzen Arm des
X-Chromosoms (Xp11.3). Die genomische Position lautet: chrX:45,746,156-45,746,265 Micro
Ribonukleinsdure.®! Ein regulatorischer Einfluss der miRNA 221 wurde bereits bei mehreren
biologischen Prozessen, unter anderem der Adipogenese, nachgewiesen.®? Robinson et al., 2018

konnten zeigen, dass die Expression der Mikro-Ribonukleinsdure 221 wahrend der
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Follikelreifung in Granulosazellen abnimmt, in den Theka interna Zellen hingegen zunimmt. Sie
vermuten eine inhibitorische Wirkung des Anstiegs der miRNA 221 auf die Steroidsynthese in

Granulosazellen. 63

1.3.4  Mikro-Ribonukleinsiure 27a

Das fiir die miRNA 27a kodierende Gen MICRO RNA 27A liegt auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 19 (19p13.12). Die genomische Position lautet: chr19:13,836,439-13,836,516.%* Es
konnte ein Zusammenhang zwischen miRNA 27a und Adipogenese nachgewiesen werden.®
Karolina ef al., 2012 vermuten einen Zusammenhang zwischen miRNA 27a und Menschen mit
metabolischem Syndrom und Typ 2 Diabetes.”” Die miRNA 27a wurde ebenfalls im
Zusammenhang mit maligner Entartung von Tumoren beobachtet. So konnte in triple-negativen
Brustkrebszelllinien eine erhohte Expression festgestellt werden.®® MiRNA 27a ist assoziiert mit
pramaturer Ovarialinsuffizienz.®” Nie ef al., 2015 zeigten, dass miRNA 27a iiber den FasL-Fas
pathway und das Zielgen SMAD5 proapoptotisch auf Granulosazellen wirkt.”® Kim et al., 2019
konnten auch fiir die miRNA 27a eine signifikant erhohte Konzentration im Kulturmedium von
einnistungsfahigen Blastozysten im Vergleich zum Kulturmedium mit Eizellarrest bei

assistierter Reproduktion nachweisen.®
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2. Zielstellung

Um mehr Verstandnis iiber epigenetische Modifikatoren von Fertilitat zu erlangen, untersucht
die vorliegende Arbeit das Vorkommen von Mikro-Ribonukleinsauren in Follikelfliissigkeit bei
Frauen, die eine assistierte Reproduktion im Sinne einer ICSI oder IVF in Anspruch genommen
haben. Anschliefend wird die Expression von vier miRNA (miRNA 191, miRNA 200c,
miRNA 221 und miRNA 27a) mittels real-time-qPCR quantifiziert. So ist es Ziel der vorliegenden
Arbeit eine mogliche Korrelation zwischen quantitativer Expression von miRNA und
fertilitatsbeeinflussenden Faktoren der Frau zu untersuchen. Hierfiir wird im Sinne einer
Einleitung zundchst Infertilitat selbst, die untersuchten Infertilititsfaktoren Tubenpathologie,
Endometriose, Adipositas und PCOS, aber auch die Oogenese (im speziellen die Bildung von
Follikelfliissigkeit) ~definiert. Ebenso wird im Rahmen der Einleitung ein kurzer
Literaturtiberblick tiber die wuntersuchten miRNA 191, miRNA 200c, miRNA 221 und
miRNA 27a gegeben. Im anschliefSfenden Kapitel werden Material und Methodik der Arbeit
aufgezeigt. Hierbei sind sowohl die durchgefiihrten Mikro Arrays, als auch die real-time-gPCR
und die statistische Auswertung mit Stata beschrieben. Im Ergebnisteil folgt eine Auflistung der
in der Follikelfliissigkeit nachweisbaren miRNA und die Ergebnisse der statistischen
Auswertung. In diesem Punkt wird zundchst die Probandinnen-Kohorte charakterisiert.
Anschliefsend untersucht die Arbeit wie eine Assoziation zwischen quantitativer Expression der
ausgewadhlten miRNA zum Auftreten von ausgewdahlten physischen Infertilitatsfaktoren. Dazu
werden Spearman-Rangkorrelationen berechnet, Kruskal-Wallis-Tests, welche die Verteilung
von den einzelnen miRNA zwischen Patientinnen untersuchen, durchgefithrt und
Regressionsanalysen in Form von Kleinste-Quadrate-Regressions-Gleichungen, welche
Korrelationen zwischen dem quantitativen Vorkommen der einzelnen miRNA und dem
Auftreten der untersuchten physischen Infertilititsfaktoren schatzen, ausgefiihrt.
Zusammenfassend ist das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Expression von Mikro-
Ribonukleinsduren in Follikelfliissigkeit von Frauen, die aufgrund eines unerfiillten

Kinderwunsches eine invasive assistierte Reproduktion in Anspruch genommen haben,
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nachzuweisen und zu quantifizieren. Dariiber hinaus sollen Assoziationen von
Expressionsanderungen zu verschiedenen Fertilititsbeeinflussenden Faktoren (wie
Endometriose, Adipositas, PCOS und Tubenpathologien) und dem Eintritt einer

Schwangerschaft untersucht werden.
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3. Material und Methodik

Im Folgenden werden der Ablauf, die verwendeten Materialien sowie die angewandte

Methodik der vorliegenden Dissertation dargestellt.

Nach Aufklarung und Einverstandniserklarung erfolgte bei 75 Patientinnen des Zentrums fiir
Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitatsklinikums Halle (Saale) unter der
Leitung von Univ.-Prof. Dr. med. H. M. Behre die transvaginale Follikelpunktion zur
Eizellgewinnung zur weiteren extrakorporalen Fertilisation, respektive Kryokonservierung. Bei
dieser Follikelpunktion wurde, die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Follikelfliissigkeit
anonymisiert asserviert. Das erste Experiment konnte das Vorhandensein von miRNA in
Follikelfliissigkeit mittels Mikro-Array-Technik nachweisen. Hierbei erfolgte eine Untersuchung
an Follikelfliissigkeit von Frauen mit und ohne Infertilititsfaktoren (mannlicher
Infertilitatsfaktor, Endometriose, PCOS). Im zweiten Abschnitt untersucht die vorliegende
Arbeit die quantitative Expression der im Mikro Array nachweisbaren Mikro-
Ribonukleinsduren miRNA 191, miRNA 200c, miRNA 27a und miRNA 221. Hierzu wurden
diese aus Follikelfliissigkeit isoliert, in eine komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben und
mittels real time Polymerase Chain Reaction (real-time-qPCR) deren quantitative Expression
bestimmt. Im Anschluss erfolgte die statistische Auswertung aller erhobenen Daten unter
Einbezug von physischen Infertilitatsfaktoren mittels der Statistiksoftware Stata Version 14. Es
besteht die Moglichkeit einer digitalen Einsicht des zugehorigen Programmcode bei der

Autorin.

3.1 Material

3.1.1  Patientinnen — Follikelfliissigkeit als biologisches Material

Dem Forschungsvorhaben wurde durch die Ethik-Kommission der medizinischen Fakultat der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg zugestimmt (Studien-Nr.: 2013-01/ZRA). Alle
Patientinnen willigten nach Aufklarung gemif § 630e | BGB und § 8 | MBO schriftlich ein. Fiir

den Nachweis von miRNA in Follikelfliissigkeit und der anschlieffend quantitativen
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Untersuchung konnten 75 Probandinnen im Zeitraum vom 26.02.2014 bis 19.10.2014 am
Zentrum fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitatsklinikums Halle (Saale)
unter der Leitung von Univ. — Prof. Dr. med. H.M. Behre rekrutiert werden. Es konnte
Follikelfliissigkeit von 75 Probandinnen, die sich einer kiinstlichen Befruchtung mittels IVF oder
ICSI unterzogen haben, fiir die vorliegende Arbeit verwendet werden. Eine genaue

Charakterisierung der untersuchten Kohorte wird in Kapitel 3.1.1 vorgestellt.

3.1.2  Nicht - biologisches Material
Die nachfolgenden Tabellen geben einen Uberblick iiber die verwendeten Materialien,

Reagenzien, Puffer, Losungen, Kits und Gerate sowie deren Hersteller.

TABELLE 1 - GERATE UND EINMALMATERIALIEN
Anmerkungen und Abkiirzungen: iCycler Thermal Cycler - real time cycler; ml - Milliliter; Tubes -

Reaktionsgefifie

GERATE

Gerat

Hersteller (Ort)

Universal-30 RF Zentrifuge
Pipetboy

Hettich (Tuttlingen)
Biosience (Fernwald)

Spectrometer Eppendorf (Hamburg)

Sprout Tischzentrifuge Kisker (Steinfurt)

iCycler Thermal Cycler Bio-Rad (Miinchen)

Tischzentrifuge Kisker (Steinfurt)

Magnetstidnder Ambion Inc. (Austin USA)

Thermocycler T3000 Biometra (Gottingen)

Vortex Mixer StarLab (Ahrensburg)

Rontgenfilmkammer Roth, Karlsruhe

Zentrifuge Biofuge pico Heraeus Instruments (Hanau)

Pipetten Eppendorf (Hamburg)

Reaktionsgefafie Eppendorf (Hamburg)

Gefrierschrank Gram bioline (Vojens, Ddnemark)
EINMALMATERIALIEN

Material Hersteller (Ort)

Reaktionsgefafie >2,0ml
Rektionsgefafse 0,5-2,0ml
Falconréhrchen
gPCR Tubes mit Deckel
Kivetten
Pipettenspitzen

- mit Filter

- ohne Filter
peqGOLD Phase Trap- Tube
Parafilm

Eppendorf (Hamburg)

Biozym Scientific GmbH (Oldendorf)
Greiner (Frickenhausen)

Thermo Scientific (Rockford, USA)

Uvette routine pack, Eppendorf (Hamburg)

Greiner bio-one (Frickenhausen)
Biozym Scientific (Oldendorf)
Peqlab (Erlangen)
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TABELLE 2 REAGENZIEN, PUFFER UND LOSUNGEN, KITS
Anmerkungen und Abkiirzungen: MgCl,-Magnesiumchlorid; RDD Puffer - Rnase und DNase
freier Puffer

Reagenzien
Reagenz Hersteller (Ort)
Trizol Invitrogen (Carlsbad, USA)
Chloroform Solis Biodyne (Tartu, Estland)
DNAase Qiagen (Hilden)
Isopropanol AppliChem (Darmstadt)
Ethanol SigmaAldrich (Steinheim)
Fixierer Kodak, Sigma Aldrich (Hamburg)
MgCl, Solis Biodyne (Tartu, Estland)

Reverse Transkriptase
Riboblock

RDD Puffer

RNAase freies Wasser
TaqMan Primer

ThermoScientific, Rockford, USA
ThermoScientific, Rockford, USA
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Applied Biosystems (Darmstadt)

DNA Polymerase Solis Biodyne (Tartu, Estland)
Distilleries Wasser AmpuwaFresenius Kabi, (Bad Homburg)
BD-Puffer Solis Biodyne (Tartu, Estland)
Entwickler Kodak, Sigma Aldrich, Hamburg

Puffer und deren Losungen
Puffer / Losung Zusammensetzung, Volumen, pH

Hybridisierungspuffer

30ml 5x hybridization washing buffer
(Signosis)
120ml bidestilliertes Wasser

40ml 5x Detection washing buffer

Detektionspuffer 160 ml Aqua bidest.

. 80g Entwickler
Entwickler 500ml Aqua bidest
Fixierer 100ml fixierkonzentrat

300ml Aqua bidest
Kits
Human miRNA Array I-111 Signosis (Santa Clara, USA)

Katalog Number: AP-0008
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3.2 Methodik

3.2.1 Gewinnung der Follikelfliissigkeit

Im Rahmen der Kinderwunschtherapie erfolgte bei den Probandinnen eine transvaginale
Follikelpunktion zur Eizellgewinnung fiir die weitere extrakorporale Fertilisation. Im Anschluss
an die Punktion wurde die enthnommene Follikelfliissigkeit pseudonymisiert asserviert. Im
nachfolgenden Schritt wurde nach Abzentrifugieren (1000 U/min, 10 min) die Follikelfliissigkeit

als Uberstand iiber dem Sediment aus zelluldren Bestandteilen abgenommen.

3.2.2  RNA-Isolation mittels Phenol/Chloroform-Extraktion

5ul der jeweiligen Follikelfliissigkeit wurden fiinf Minuten bei 2000 Umdrehungen pro Minute
(U/min) abzentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde mit 750ul Trizol Reagenz versetzt
und gemischt. Anschliefend wurden 200ul Chloroform zugesetzt und die entstandene
Suspension 10 Minuten bei 1200 U/min und 4°C Umgebungstemperatur zentrifugiert. In der
Oberphase befand sich nun die Nukleinsdauren der Suspension. Diese wurde abgenommen und
die DNA mittels Dnase-Puffer verdaut. Zur RNA Fallung erfolgte die Zugabe von Isopropanol,
und die Lagerung bei -20°C iiber 12 Stunden. Um ein RNA-Pellet zu erhalten wurde danach die
Suspension mehrmals zentrifugiert und mit 96%-igen und anschliefiend 70%-igem Ethanol
gewaschen. Das verbliebene Pellet wurde luftgetrocknet und mit 20 ul Rnase-freiem Wasser

versetzt.

3.2.3  Konzentrationsmessung der RNA

Zur Konzentrationsmessung am Photometer wurden 2ul der jeweiligen RNA/ cDNA-L&sung in
98 % Rnase freiem Wasser verwendet. Der Reinheitsgrad der Probe wurde bei 260 nm und 280
nm Wellenldnge bestimmt. Proben mit einem Reinheitsgrad zwischen 1,7 und 2,1 wurden

weiterverwendet.

3.24 Array
Um das Vorhandensein von miRNA in Follikelfliissigkeit bei Frauen nachzuweisen wurde ein
Array zur Bestimmung von menschlicher miRNA der Firma Signosis verwendet. Dieser wurde

an Follikelfliissigkeit von drei Frauen durchgefiihrt. Hierbei war bei Patientin 1 eine
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Endometriose bekannt, bei Patientin 2 ein PCOS und bei Patientin 3 lagen maénnliche
Infertilitatsfaktoren vor. Bei einem Mikro Array wird eine miRNA mit zwei Oligo-DNA
hybridisiert, um einen miRNA-DNA-Komplex zu bilden. Dieser Komplex kann folgend ligiert
werden, um diesen auf einer Array-Membran zu hybridisieren und im Anschluss den
entstandenen Komplex und somit das Vorhandensein von miRNA in der untersuchten Probe
mittels lichtempfindlicher Filme zu identifizieren. Hierzu wurden im ersten Schritt die
Reagenzien des Kits vorbereitet. Um das Annealing (die Bildung eines doppelstrangigen
Polynukleotids aus den spezifischen miRNA und Oligo-DNA) durchzufiihren wurden 5ug der
isolierten RNA, 5ul des Oligo Mix, 1ul des Array Detection Oligo und 20ul des annealing buffer
mit bidestilliertem Wasser auf 40ul aufgefiillt und in einem Thermocycler bei 72°C fiir 5 Minuten
und 53°C fiir 90 Minuten inkubiert. Anschlieffend wurden die miRNA/Oligo- Hybride an beads
gebunden, um sie isolieren zu konnen. Dies erfolgte nach Vorbereiten der beads (jeweils 5ul
magnetic streptavidin beads) durch Waschen in 100ul annealing buffer. Es wurden 40ul der zuvor
hergestellten bead suspension 40ul des miRNA/oligo hybrids zugesetzt. In 40ul dieses bead
bindung Puffers wurden dann 40ul des miRNA/Oligo Hybrid Mixes hinzugegeben und diese
30 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschliefSfend wurden die beads mit beads washing buffer auf einer

Magnetplatte zweimal gewaschen. Hierzu wurden 100ul beads washing buffer verwendet.

Daraufhin wurden die miRNA/Oligo Komplexe ligiert. Hierzu wurde mit 50ul Ligations Puffer
die beads resuspensiert um spiter den Uberstand auf der Magnetplatte abzunehmen.
Anschlieffend wurde dieser Schritt mit 20ul Ligationspuffer wiederholt. Dies wurde fiir
90 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde ein RNA-Transkript hergestellt, indem die
beads mit 100ul bead washing buffer gewaschen wurden und dem Reaktionsmix 20ul des
mittlerweile ligierten miRNA-Oligo Komplexes hinzugefiigt wurden. Weiterhin wurde dieser
mit 20ul expansion mix resuspensiert und in einem Thermocycler 2 Minuten bei 94°C, 1 Minute
bei 54°C, 1,5 Minuten bei 72°C und 30 Sekunden bei 94°C inkubiert. Daraufhin wurde der
Uberschuss iiber den Beads mit Hilfe eines Magnetsténders entnommen und mit 20yl labeling
mix versetzt. Dies wurde anschliefSend eine Stunde bei 37°C inkubiert. Im Anschluss kann nun

die isolierte miRNA auf die Array Membran hybridisiert werden. Hierzu wird die Membran
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vorbereitet, indem man sie mit destilliertem Wasser und anschlieffend Hybridisierungpuffer bei
42°C wascht und anschliefsend 40ul der transkribierten RNA hinzugibt. Dies wird iiber Nacht
bei 42° inkubiert. AnschlieSend wird die Membran noch mehrmals mit washing buffer
gewaschen. Zur Auswertung wird die Membran anschlieSend mit 10ul 1xDetection wash buffer
inkubiert. Dieser wird mit 15ml blocking buffer geblockt. Anschlieffend wird 1ml des
Streptavidin-HRP Konjugates in 1ml gelost und auf die Membran gegeben. Unter Schiitteln wird
dieses 4 Minuten einwirken gelassen. Daraufhin folgen drei Waschschritte mit 15ml Ix detection
washing buffer. Anschlieffend wird Substrat A und B zu gleichen Teilen vermischt. Die Membran
wird nun auf einen Fotofilm gelegt. Iml der gemischten Substrat A und B Losung hinzugegeben

und anschlieffend entwickelt.

3.2.5  Quantitative Messung der miRNA 191, miRNA 200c, miRNA 27a, miRNA 221 und
miRNA 27a

(3.2.5.1) ¢cDNA-Synthese

Um eine quantitative Bestimmung vom Vorkommen einzelner miRNA in Follikelfliissigkeit
mittels real-time-PCR vorzunehmen, musste die isolierte RNA in eine komplementiare DNA
(cDNA) umgeschrieben werden. Hierzu werden miRNA-spezifische Primer der miRNA 191,
miRNA 200c, miRNA 221, miRNA 27a und der Referenz miRNA 16 verwendet. Zur cDNA
Synthese werden 2ng/ul der zuvor isolierten RNA verwendet. Anschliefend kann der
Reaktionsansatz (15ul) mit folgender Zusammensetzung pipettiert werden: 2,0ul dNTPs, 10ul
Reverse Transkriptase, 3,0ul 5xPuffer, 1,0ul RN Ase-Inhibitor, 2,5ul nuclease-freies Wasser, 0,5ul
stem loop primer, 5,0ul RNA-Verdiinnung. Anschliefend wurde dieser Reaktionsansatz in
einem Thermocycler bei 16°C fiir 30 Minuten, 42°C fiir 30 Minuten und 85°C fiir 5 Minuten
inkubiert. Im Anschluss sind die in den Tubes enthaltenen miRNA in eine cDNA

umgeschrieben.

(3.2.5.2) quantitative real-time-Polymerase Chain Reaction (real-time-qPCR)
Mittels gPCR wurden die zuvor umgeschriebene cDNA amplifiziert, um so die quantitative

Expression bestimmen zu konnen. Dies erfolgte mit folgendem 20ul umfassenden
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Reaktionsansatz: 5ul der aus zuvor aus RNA isolierten cDN, 6,2ul H20 und 1,5ul 10xPuffer, 0,8ul
MgCI2, 0,5ul dNTPs, 0,8ul TagMan-Primer und 0,2ul HotStart-Tag-Polymerase. Die
Amplifikation wurde in einem real-time Cycler mit folgenden Zyklen durchgefiihrt: 1. Zyklus 5
Minuten bei 95°C, 2. Zyklus 30 Sekunden bei 95°C, 15 Sekunden bei 60°C, 3Zyklus 10 Sekunden
bei 95°C, 40 Sekunden bei 60°C. Der zweite Zyklus wurde hierbei 15-mal wiederholt, der dritte
Zyklus 45 mal wiederholt.

(3.2.5.3) rt-g-PCR Auswertung und Delta cT-Methode

Um die Expression der miRNA zu quantifizieren, wurde eine real-time-gPCR anhand der
verschiedenen Follikelfliissigkeitsproben durchgefiihrt. Bei dieser PCR-Methode kann nach
Denaturierung, Annealing und Anlagerung der cDNA-Strange wahrend der Polymerase
Reaktion das durch Fluoreszenzsonden markierte PCR-Produkt direkt detektiert werden. Die
Starke des Fluoreszenzsignals korreliert dabei mit der Menge an enthaltener cDNA. In der
vorliegenden Arbeit wurden hierfiir an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelte und fiir die Ziel-
cDNA-Sequenz spezifische Oligonukleotide verwendet (TagMan Primer). Nach Bindung an die
Zielsequenz erfolgt die Fluoreszenzaktivierung wahrend der Polymerase Reaktion durch
Hydrolysierung. Die Intensitdat der entstehenden Fluoreszenzsignale ist durch den real-time-
Cycler messbar. Hierbei gilt je mehr Amplifikate entstehen, desto hoher ist die Intensitat des

Fluoreszenzsignals.

Die entstehenden Messkurven sind exponentiell eine dieser Messkurven wird schematisch in

Abbildung 1: Real Time qPCR Messkurve nach Ginzinger, 2002 wiedergegeben.®
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Abbildung 1: Real Time qPCR Messkurve nach Ginzinger, 2002, Abbildung
erstellt mit BioRender.com

Hierbei ist auf der Y-Achse die Starke des Fluoreszenzsignals und auf der X-Achse die Anzahl
der Verdopplungszyklen dargestellt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nun ein
quantitativer Schwellenwert festgelegt, der Threshold Cycle-Wert (cT-Wert). Die Lage des cT-
Wertes wurde an der Stelle gewdahlt, an dem die Reaktion in die exponentielle Phase eintritt und
iiber dem Hintergrund hervortritt. Nun kann die Anzahl der Verdopplungszyklen bis zum
Erreichen des cT-Wertes abgelesen und mit anderen Zyklen verglichen werden. Mit dieser
Methode kann also anhand eines Fluoreszenzsignals auf die Menge der in einzelnen Proben
vorliegenden miRNA Riickschluss gezogen werden. Wird dieser Wert mit weniger Zyklen
erreicht, bedeutet dies, dass im Ausgangsmaterial eine hohere Ausgangsmenge der
entsprechenden miRNA vorhanden gewesen sein muss (da es weniger Verdopplungen benétigt,
um den gegeben cT-Wert zu erreichen). Um eine Korrektur, bspw. eines Pipettierfehlers oder
eine Ungleichverteilung von freier miRNA bei Probenentnahme, vornehmen zu kénnen, wird
eine Referenz-miRNA zur Normalisierung der Expression der untersuchten miRNA relativ zur
Expression der Referenz miRNA genutzt. Das bedeutet, dass eine relative Expressionsmenge im
Vergleich zur Referenz ermittelt wird. Uber den Vergleich der benétigten Verdopplungszyklen

zwischen der untersuchten miRNA und Referenz-miRNA kann mittels der sogenannten Delta-
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Methode, die relative Expressionsmenge der untersuchten miRNA, relativ zur Referenz-

miRNA, berechnet werden.”! Hierzu wird folgende Formel verwendet:

(1) Relative Expressionsmenge X = 27 (€Tx=CTreferenz),

Wobei X fiir die untersuchten miRNA 191, miRNA 221, miRNA 200c und miRNA 27a steht und
miRNA 16 als Referenz verwendet wurde. Gemaf3 der Formel (1) sind Expressionsmengen als

prozentuale Werte, relativ zur Referenz-miRNA zu interpretieren.

3.2.6  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software STATA (Version 14, Firma: StataCorp
LLC, USA). Die statistischen Analysen umfassten die Berechnungen von Spearman
Korrelationskoeffizienten, Kruskal-Wallis-Tests und Regressionen mittels des Kleinsten-
Quadrate-Schétzers. Diese statistischen Verfahren wurden in Bezug auf die quantitative Analyse
der Assoziationen von in dieser Dissertation betrachteten Faktoren weiblicher Infertilitat und
relativen Mengen von miRNA in Follikelfliissigkeit angewandt. Zur Ermittlung der statistischen
Signifikanz innerhalb der Regressionen wurden t-Tests durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau ist
an der jeweiligen Stelle aufgefiihrt. Zusitzlich zu den quantitativen Berechnungen wurden
mittels STATA Box-Plot-Diagramme erstellt, welche die Verteilung der einzelnen miRNA {iber

die hier betrachteten Faktoren weiblicher Infertilitat darstellen.
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4. Ergebnisse

41 Mikro Arrays

Um die Expression von miRNA in Follikelfliissigkeit nachzuweisen, wurde ein Mikro-Array

durchgefiihrt.

TABELLE 3: NACHWEIS EXPRESSION VON MIRNA IN FOLLIKELFLUSSIGKEIT
Anmerkungen: Alle hier nicht aufgefithrten miRNA der Micro-Array 11-1V
wurden bei keiner der Patientinnen in Follikelfliissigkeit nachgewiesen.

Abkiirzung: miRNA - Mikro-Ribonukleinsiure

miRNA Patientin 1 Patientin 2 Patientin 3
29a X X

95 X
154 X
219 X
31 X X
10a X X X
let7b X

200c X X

10b X X X
101-1 X X X
136 X

213 X X X
221 X
Let7c X

25 X X
204 X X
183 X X X
Let7d X X

28 X X
185 X X X
106b X

141 X
372 X
190 X
191

27a X X X
127 X X

134 X X X
Let7i X

100 X X

368 X X X
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Tabelle 3 im Abschnitt Material und Methoden zeigt eine vollstandige Liste der miRNA, welche
die verwendeten Micro-Arrays (Human miRNA Array Signosis II, IIl und IV etc.) detektieren. Die
Expression wurde in Follikelfliissigkeit von drei Frauen, die im Friihjahr 2014 am Zentrum fiir
Reproduktionsmedizin und Andrologie punktiert wurden, untersucht. Patientin 1 hatte eine
Endometriose, Patientin2 ein PCOS, und bei Patientin3 war eine maéannliche

Infertilitatsdiagnose die Ursache fiir die Behandlung.

Der folgende Abschnitt beschreibt die Ergebnisse der durchgefiihrten statistischen Analyse.
Kapitel 4.1 préasentiert darauthin die Ergebnisse des Arrays, welcher das Vorkommen der hier
analysierten Mikro-Ribonukleinsduren in Follikelfliissigkeit von drei verschiedenen
Probandinnen nachgewiesen hat. Kapitel 4.2.1. beschreibt die Charakteristika der untersuchten
Kohorte, sowie Merkmale des verwendeten Datensatzes. AbschliefSend wird in Kapitel 4.3 das
quantitative Vorkommen der einzelnen Mikro-Ribonukleinsduren in Patientinnen mit und ohne

physische Infertilitatsfaktoren untersucht.

4.2 Quantifizierung exprimierter miRNA mittels real-time-gPCR

Zur Quantifizierung der in Follikelfliissigkeit vorhandener miRNA erfolgte im Anschluss an
den durchgefiihrten Array eine Analyse mittels real-time-qPCR. Hierzu wurden miRNA
ausgewahlt, die in Follikelfliissigkeit aller Probandinnen exprimiert sind. Um eine Streuung der
Ergebnisse auf Grund von Fehlern, die zu einer Fehlverteilung (bspw. durch Pipettierfehler oder
durch unterschiedliche Mengen in gewonnener Follikelfliissigkeit) der miRNA in
Follikelfliissigkeit fithren, zu Kkorrigieren wurde eine Referenz RNA zur relativen
Quantifizierung mitgefiihrt. Hierzu wurde die miRNA 16 gewdhlt. Sie wurde bereits in
vorhergehenden Arbeiten als Referenz miRNA genutzt.3® Auch in Follikelfliissigkeit der aktuell

untersuchten Kohorte wurde sie konstant exprimiert.

4.2.1  Charakteristika der untersuchten Kohorte
Die Probandinnen dieser Dissertation wurden im Zeitraum vom 26.02.2014 bis 19.10.2014 am
Zentrum fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitatsklinikums Halle (Saale)

unter der Leitung von Univ. — Prof. Dr. med. H.M. Behre rekrutiert. Insgesamt konnten Daten
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zu 72 Patientinnen mit durchschnittlichem Alter von ca.34 Jahren mit und ohne die
Infertilitatsfaktoren Adipositas, Endometriose, Tubenpathologie und PCOS erhoben werden.
Weiterhin wurden der BMI und das Alter als fertilitdtsbeeinflussende Faktoren und der Eintritt
einer Implantation nach Transfer des Embryos nach extrakorporaler Befruchtung fiir die

Analyse erhoben. Die Verteilung der beobachteten Merkmale ist in Tabelle 4 dargestellt.

TABELLE 4: CHARAKTERISTIK DES VERWENDETEN DATENSATZES |

Anmerkung: N - Anzahl der Gesamtbeobachtungen fiir die jeweilige Beobachtung; relativ -
prozentualer Anteil der Patientinnen mit einer positiven Auspragung des angegebenen
Merkmals; absolut - absolute Anzahl an Probandinnen mit positiver Auspragung des
angegebenen Merkmals. Abkiirzungen: N-Anzahl der Beobachtungen; SS -Schwangerschaft; KI-
keine Infertilitatsfaktoren, TP-Tubenpathologie, EM-Endometriose, PCOS - Polyzystisches
Ovarialsyndrom, MD - Mischdiagnosen und andere Erkrankungen.

Relativ Absolut N
Schwangerschaft 0,19 12 63
Keine physischen Infertilitdtsfaktoren 0,29 21 72
Tubenpathologie 0,14 10 72
Endometriose 0,29 21 72
PCOS 0,3 22 72
Mischdiagnosen&andere 0,25 18 72
Erkrankungen
80
60
40
o Sl B I h I
. .
SS KI TP EM PCOS MD
N @ Relativ O Absolut

Von 72 Frauen wurde bei 14 % eine Tubenpathologie, bei 29 % eine Endometriose und bei 31 %
ein PCOS diagnostiziert. Bei 29 % war ein Infertilitatsfaktor des Partners, aber nicht der
Probandin selbst die Indikation zur extrakorporalen Befruchtung. Bei 25 % der Patientinnen

wurde mehr als eine der oben genannten Diagnosen gestellt. Von 63 Probandinnen wurde bei
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12 (19 %) nach ICSI ein Schwangerschaftseintritt nachgewiesen. Tabelle 4 beschreibt den
Datensatz, welcher fiir die vorliegende Dissertation verwendet wurde. Dabei werden
Mittelwert, Standardabweichung, die Perzentilen 25, 50 und 75 sowie die Anzahl der
Beobachtungen, fiir die in der Dissertation untersuchten Faktoren weiblicher Infertilitat und fiir
die quantitative Expression der untersuchten miRNA 221, miRNA 191, miRNA 200c und
miRNA 27a dargestellt. Zu beachten ist dabei, dass die quantitativen Werte fiir diese miRNA als
relative Werte (relativ zur Referenz-miRNA 16) angegeben sind. Ein Mittelwert von 0,4251 fiir
die Expression von miRNA 191 bedeutet beispielweise, dass das quantitative Niveau der
miRNA 191 im Durchschnitt 42,5 % des quantitativen Niveaus der Referenz-miRNA 16 betrug.
Zusatzlich enthélt die Tabelle Informationen zu Gewicht, Alter, Grofie und BMI der Patientinnen

zum Zeitpunkt der Punktion.

TABELLE 5: CHARAKTERISTIKA DES VERWENDETEN DATENSATZES 11

Anmerkung: (1) Mittelwert; (2) Standardabweichung (SD); (3) 25er Perzentil (P25); (4) Median;
(5) 75er Perzentil (P75); (6) Anzahl der Beobachtungen (N).

Mittelwert SD P25 Median P75 N
Variable (1) (2) (3) (4) (5) (6)
Grofle in Zentimeter 167,72 6,37 163,5 168,00 172,00 72
Gewicht in Kilogramm 66,25 11,08 58,5 65,00 72,00 72
Body-Mass-Index 23,54 3,72 20,8 23,0 25,85 72
Alter bei Punktion 33,88 3,99 31 34,0 25,85 72
Expression miRNA 191 0,4251 0,9041 0,0353 0,1251 0,3135 72
Expression miRNA 200c 0,2401 1,2521 0,0021 0,0138 0,0599 71
Expression miRNA 221 0,0450 0,0705 0,0052 0,0178 0,0576 70
Expression miRNA 27a 0,0198 0,0344 0,0001 0,0024 0,0270 72

Des Weiteren ist auffallend, dass die relativen Mengen aller analysierter miRNA im
Durchschnitt deutlich unter einem Wert von 1 liegen. Dies bedeutet, dass im Vergleich zur

Referenz-miRNA 16 wesentlich geringere Mengen der untersuchten miRNA 191, miRNA 200c,
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miRNA 221 und miRNA 27a nachgewiesen wurden. Am deutlichsten ist dies im Fall der
miRNA 27a zu erkennen, deren Expression im Durchschnitt 2 % der Menge der Referenz-
miRNA 16 betragt. Auffallend ist, dass die Standardabweichung der miRNA stets grofer als der
Mittelwert ist, was die hohen Unterschiede der relativen Expressionsmengen iiber die einzelnen
Patientinnen hinweg verdeutlicht. In Tabelle 6 sind Spearman-Korrelationskoeffizienten fiir
ausgewdhlte stetige Merkmale des Datensatzes dargestellt. Bei der Spearman Korrelation
konnen die tatsdchlichen Werte und deren Verhiltnis zueinander nicht verglichen werden.
Stattdessen werden Beobachtungen den Messwerten nach geordnet und mit Rangen versehen
(Die Beobachtung mit dem hochsten Messwert bekommt den Rang 1, der zweithochste
Messwert erhadlt den Rang 2, usw.) und anschlieffend die Rénge miteinander korreliert. Folglich
werden die Rédnge einzelner Merkmale miteinander verglichen. Ein Vorteil der Spearman
Korrelation ist, dass diese nicht anféllig fiir Ausreifier ist und zudem nicht zwangslaufig einen
linearen Zusammenhang zwischen den Merkmalen unterstellt. Stattdessen werden Merkmale
auf ihren monotonen Zusammenhang untersucht. Der Spearman Korrelationskoeffizient ist
stets zwischen -1 und 1 normiert, wobei negative Werte einen negativen Zusammenhang und
positive Werte einen positiven Zusammenhang beschreiben. Dabei gibt ein Wert von 1 (-1) eine

perfekte positive (negative) Korrelation zweier Merkmale an.”

TABELLE 6: SPEARMAN KORRELATION DER RANGE
Anmerkung: BMI=Body-Mass-Index Gew.=Gewicht; Signifikanzniveau: p<0.1 * p<0.05** p<0.01***

Alter GréRe Gewicht BMI miR}!°! miR?%%¢ miR#*! miR?"®
Alter 1
Grofde 0,1778 1
Gew. 0,0653  0,3389*** 1
BMI -0.0236 -0,1160  0,8653*** 1
miR}*! -0,0202 0,0112 0,0262 -0,0234 1
miR?°%¢  -0,0071 -0,0209 0,0964 0,0793 0,4332%** 1
miR?% 0,0159 0,0178 0,1301 0,1553 0,2840**  0,5430%** 1
miR?7® 0,0185 0,0682 0,2917**  0,2407** 0,1772 0,4277*%*  0,2151* 1

Auffallend ist, dass die Expression verschiedener miRNA untereinander in den meisten Fallen

positiv korreliert ist. So sind statistisch signifikante positive Korrelationskoeffizienten zwischen
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den relativen Mengen von miRNA 191 und miRNA 200c, miRNA 191 und miRNA 221,
miRNA 200c und miRNA 221 sowie zwischen miRNA 200c und miRNA 27a nachweisbar. Die
grofite Assoziation liegt zwischen den miRNA 200c und miRNA 221 vor (rs = 0,5430). Des
Weiteren ist zu erkennen, dass die Variablen Gewicht und BMI eine positive und statistisch
signifikante Rangkorrelation mit der miRNA 27a aufweisen. Dies ist interessant, da die Literatur
bereits einen Zusammenhang zwischen einem hohen BMI und einer verstarkten Auftreten von

weiblicher Infertilitiat nachgewiesen hat.?

4.3 Statistische Untersuchung der Ergebnisse der real-time-gPCR
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ABBILDUNG 2: VERTEILUNG VON MIKRO-RIBONUKLEINSAUREN IN PROBANDINNEN MIT UND OHNE PHYSISCHE
INFERTILITATSFAKTOREN
Abkirzungen: KI = keine Infertilitdtsfaktoren; TP=Tubenpathologie; EM=Endometriose; PCOS=
Polyzystisches Ovarialsyndrom

Abbildung 2 stellt die Verteilung der relativen Mengen der einzelnen untersuchten miRNA in

Bezug auf die betrachteten physischen Infertilitatsfaktoren in Form von Box-Plots dar. Die
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Randwerte der Boxplots werden auch als oberer und unterer , Whisker” bezeichnet.” Der obere
Whisker ist durch % (p(75) — p(25)) und der untere Whisker durch g (p(25) — p(75)) gegeben,

wobei p(25) und p(75) das 25. und 75. Perzentil einer Verteilung symbolisieren.” Patientinnen
ohne dokumentierte Infertilititsfaktoren (KI) zeigen einen hoheren Medianwert sowie eine
starkere Streuung der relativen Expression von miRNA 27a, miRNA 191 und miRNA 200c. Im
Vergleich zu Patientinnen mit Tubenpathologien (TP) ist dies ebenfalls der Fall fiir die
miRNA 221. Allerdings zeigen Probandinnen mit Endometriose (EM) und PCOS dhnlich hohe
Medianwerte sowie eine starkere Streuung in der relativen Expression von miRNA 221 wie
Probandinnen ohne dokumentierte Infertilitatsfaktoren. Darliber hinaus ist zu erkennen, dass
Patientinnen mit Tubenpathologien aufler im Fall der miRNA 200c stets die geringsten

Medianwerte aufweisen.

Um zu untersuchen, ob die Verteilungen der Mikro-Ribonukleinsduren fiir Probandinnen mit
und ohne verschiedene physische Infertilitdtsfaktoren voneinander statistisch zu unterscheiden
sind, wurde ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Im Fall der vorliegenden Arbeit untersucht
dieser, ob die Verteilungen der nachgewiesenen relativen Mengen von miRNA statistisch
voneinander zu unterscheiden sind, gegeben, dass eine Patienten i) keine physischen
Infertilitatsfaktoren aufweist, ii) eine Tubenpathologie bekannt ist, iii) eine Endometriose
aufgetreten ist oder iv) ein PCOS diagnostiziert wurde.”> Der Kruskal-Wallis-Test eignet sich fiir
einen Vergleich beliebig vieler Verteilungen.”> Letzterer ist im Rahmen diese Arbeit das
geeignete statistische Analyseverfahren, da insgesamt vier verschiedene Verteilungen
miteinander verglichen werden (jeweils eine fiir die drei untersuchten Diagnosen, sowie eine
weitere fiir die gesunde Kontrollgruppe). Tabelle 7 stellt die Ergebnisse eines Kruskal-Wallis-
Test fiir die in dieser Arbeit untersuchten miRNA dar. Hierbei werden in der ersten Zeile das
Kruskal-Wallis H abgebildet, in der zweiten Zeile die Freiheitsgrade und in der dritten Zeile die
statistische Signifikanz. Die Spalten zeigen die untersuchten miRNA auf, fiir welche jeweils ein
Kruskal-Wallis-Test iiber die vier Patientengruppen (Endometriosegruppe, PCOS-Gruppe,
Tubenpathologiegruppe und keine Infertilitatsfaktorengruppe) durchgefithrt wurde. Die

Verteilungen der miRNA 200c und miRNA 27a sind dabei bei gesunden Patientinnen nicht
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statistisch signifikant unterschiedlich zu den Verteilungen dieser miRNA bei Patientinnen mit
einem der drei untersuchten Infertilititsfaktoren. Ahnliches gilt fiir die Verteilungen der
miRNA 221. Hier zeigt der Kruskal-Wallis Test lediglich zu einem statistischen
Signifikanzniveau von 16 % an, dass mindestens eine der Patientinnengruppen eine andere
Verteilung der miRNA 221 aufweist als die iibrigen Patientinnengruppen. Hinsichtlich der
miRNA 191 kann allerdings festgestellt werden, dass sich die Verteilungen der nachgewiesen
relativen Mengen in den einzelnen Patientinnen-Gruppen zu einem Signifikanzniveau von

nahezu 7 % statistisch unterscheiden.

TABELLE 7: VORKOMMEN VON MIKRO-RIBONUKLEINSAUREN UND PHYSISCHEN INFERTILITATSFAKTOREN,
KRUSKAL-WALLIS-TEST
Anmerkung: Verglichen wurden die Verteilungen der einzelnen miRNA innerhalb der
Patientinnengruppen mit den Infertilitdtsfaktoren Endometriose, Tubenpathologie, PCOS und
ohne Infertilitdtsfaktoren.

miRNA 191 miRNA 200c miRNA 221 miRNA 27a
(1) (2) (3) (4)
Kruskal-Wallis H 7,036 4,280 5,226 1,159
Freiheitsgrade 3 3 3 3
Signifikanz 0,0708 0,2328 0,1560 0,7627

Um eine quantifizierbare Analyse der Zusammenhange zwischen den untersuchten physischen
Infertilitatsfaktoren und den relativen Expressionsmengen der untersuchten miRNA zu

ermoglichen, wurde folgenden statistisches Regressionsmodell geschatzt:

2 Vi = Byx; + CiB + &;.

Dabei symbolisiert y; die abhdngige Variable von Interesse. Hierbei handelt es sich stets um die
relative  Expressionsmenge  einer einzelnen @ miRNA. Es gilt also: Yy; =
{miRr;*, miR*%, miR?**', miR*"*}, wobei miR fiir miRNA steht und der obere Index die
spezifische Mikro-Ribonukleinsdure kennzeichnet. i indexiert eine einzelne Patientin. Folglich
verdeutlicht der Index i, dass die Auspragung einer jeweiligen Variable spezifisch fiir eine

Patientin ist. x; = {TP;, EM;, PCOS;} kennzeichnet stets eine von drei Dummy-Variablen (0-1-
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Variablen), welche jeweils den Wert 1 besitzt, wenn bei einer Probandin die Diagnose
Tubenpathhologie (TP; = 1), Endometriose (EM; = 1) oder PCOS (PCOS; = 1) gestellt wurde.
Der Koeffizient B, beschreibt den Wert von Interesse und kennzeichnet den Unterschied der
relativen Expression von y; in einer Patientin mit x; = 1 (also einer Patientin mit einem hier
untersuchtem Infertilitdtsfaktor), im Vergleich zu einer Patientin mit x; = 0 (also einer Patientin
ohne den entsprechenden Infertilitatsfaktor). Fiir jede einzelne Diagnose wird jeweils ein
eigenes Modell geschitzt (x; ist also kein Vektor). Der Vektor C; beinhaltet die Kontrollvariablen
Alter (Age;), Body-Mass-Index (BMI;) sowie erfolgreiche Schwangerschaft nach assistierter
Reproduktion (§S;) und wird in einigen Spezifikationen ausgelassen. Die dazugehdrigen
Elastizitdten, bzw. geschdtzten Koeffizienten sind im Vektor f enthalten. ¢; steht fiir den
obligatorischen  Fehlerterm.”? Das Regressionsmodell vergleicht Patientinnen mit
Infertilitatsfaktoren mit Patientinnen ohne die entsprechenden Infertilitatsfaktoren. Dabei
ermoglicht es die Beriicksichtigung von Confoundern, liefert also eine quantitative Analyse
konditional auf die ausgewdahlten Kontrollvariablen (s. Regressionstabelle bspw. BMI, Alter

etc.).

Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse einer Schatzung des Modells (2) mit einem Kleinste-Quadrate-
Schétzer (bzw. mit einem Ordinary-Least-Square-Estimator).”® Die erste Zeile gibt hierbei die
abhangige Variable an, wahrend in der ganz linken Spalte die unabhidngigen Variablen
aufgefiihrt sind. Darunter ist mit N die Beobachtungsanzahl fiir das jeweilige Modell angegeben
sowie mit R? der absolute Erklarungsgehalt des Modells (das sogenannte R-Quadrat). Letzterer
Wert ist zwar fiir die vorliegende Arbeit nicht von zentraler Bedeutung, zeigt aber an, dass tiber
alle geschdtzten Modelle hinweg, ein Grofsteil der Varianz in der jeweiligen abhdngigen Variable
nicht erkldrt werden kann.” Unterschiede in der Beobachtungszahl folgen daraus, dass nicht
samtliche Variablen fiir alle Patientinnen erhoben wurden (siehe Tabelle 4). Die Ergebnisstabelle
ist zudem in drei Abschnitte eingeteilt, von welcher jeder die Regressionsergebnisse fiir die
Analyse jeweils eines physischen Infertilitatsfaktors (Tubenpathologie, Endometriosen und
PCOS) x; = {TP;, EM;, PCOS;} abbildet. Die erste Zeile unter den Abschnittsiiberschriften zeigt

dabei die Variable von Interesse. Der Koeffizient ohne Beriicksichtigung der Kontrollvariablen
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findet sich in der ersten Spalte unter der jeweiligen miRNA (Spalten 1, 3, 5 und 7). Der
Koeffizient nach Beriicksichtigung aller Kontrollvariablen (Alter, BMI und erfolgreiche
Implantation nach Transfer) findet sich in der zweiten Spalte unter der jeweiligen miRNA
(Spalten 2,4,6 und 8). Die Koeffizienten unter Berticksichtigung einzelner Confounder finden sich
in der Tabelle stets in den Zeilen unter dem Koeffizienten fiir die Variable von Interesse

(Infertilitatsfaktoren).
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TABELLE 8: EXPRESSION VON MIKRO-RIBONUKLEINSAUREN BEI PHYSISCHEN INFERTILITATSFAKTOREN

Anmerkung: TP=Tubenpathologie; EM=Endometriose; PCOS= Polyzystisches Ovarialsyndrom;
Age=Alter; BMI = Body-Mass-Index; SS=Schwangerschaft; N=Anzahl der Beobachtungen
Signifikanzniveau: p<0.1 * p<0.05** p<0.01***

Abschnitt 1: Tubenpathologie

miRP”'  miR{P®* miRF*°¢  miR?°°°  miRP'  miR{*'  miR}’®  miR}*
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
P -0,413**  -0,500%**  -0,256 -0,392  -0,0368** -0,0321** -0,00804 -0,00803
i (0,125)  (0,180)  (0,174)  (0,321)  (0,0125)  (0,0146) (0,00923) (0,0101)
Age, -0,0369 -0,00274 -0,00108 0,000926
i (0,0331) (0,0193) (0,00183) (0,00108)
BMI -0,0226 -0,0414 0,00224 0,0000
i (0,0296) (0,0650) (0,00233) (0,00153)
Iy -0,512%* -0,369 0,0110 0,000858
i (0,217) (0,325) (0,0260) (0,00969)
N 72 63 71 62 70 61 72 63
R? 0,025 0,090 0,005 0,026 0,034 0,053 0,007 0,018
Abschnitt 2: Endometriose
miR!o! miR}*'  miR?°°°  miR?°%¢  miR**! miR?%! miR?’*  miR?*
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
EM -0,263 -0,296* -0,290 -0,295 0,0234 0,0196  0,00467  0,00053
i (0,164)  (0,175)  (0,208)  (0,180)  (0,0220) (0,0235) (0,00999) (0,00992)
Age, -0,0416 -0,00625 -0,00136 0,00084
i (0,0334) (0,0213) (0,00176) (0,00108)
BMI -0,00619 -0,0276 0,00248 0,00017
i (0,0270) (0,0562) (0,00200) (0,00157)
Y -0,441%%* -0,303 0,0129 0,00157
i (0,204) (0,281) (0,0242) (0,00938)
N 72 63 71 62 70 61 72 63
R? 0,018 0,074 0,011 0,024 0,024 0,043 0,004 0,011
Abschnitt 3: PCOS
miR}°! miR}°*  miR?°%°  miR?%°  miR?*! miR?%! miR¥’*  miR¥"*®
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
pcos. 0107 0,120 -0,143 -0,113 0,0130 0,0115  -0,00743 -0,00405
t(0,224) (0,290) (0,228)  (0,201) (0,0195) (0,0272) (0,00774) (0,00696)
Age, -0,0410 -0,00809 -0,00121 0,000798
¢ (0,0357) (0,0234) (0,00207) (0,00111)
BMI -0,0170 -0,0291 0,00245 0,000335
i (0,0270) (0,0534) (0,00290) (0,00136)
55 -0,470%* -0,328 0,0141 0,00176
i (0,210) (0,290) (0,0261) (0,00951)
N 72 63 71 62 70 61 72 63
R? 0,003 0,058 0,003 0,016 0,007 0,033 0,010 0,014
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Uber alle drei Abschnitte hinweg zeigt sich, dass keine statistisch signifikant hoheren relativen
Expressionsmengen von miRNA 200c und 27a bei Patientinnen mit einem der drei untersuchten
physischen Infertilitatsfaktoren im Vergleich zu gesunden Probandinnen nachzuweisen sind.
Bereits im obigen Kruskal-Wallis-Test konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der
Verteilung der Expressionsmengen von miRNA 200c und miRNA 27a iiber die einzelnen
Probandinnen-Gruppen festgestellt werden. Patientinnen mit Tubenpathologien (Abschnitt 1)
weisen allerdings statistische signifikant niedrigere relative Expressionsmengen von
miRNA 191 und miRNA 221 auf. Dies halt fiir Modelle, welche Kontrollvariablen in die
Schidtzung aufnehmen (Spalte 2 und 6) sowie fiir Modelle, welche Kontrollvariablen
herauslassen (Spalte 1 und 5). Insbesondere in Hinblick auf die relativen Expressionen von
miRNA 191 lassen sich dabei deutliche Unterschiede zwischen Patientinnen mit und ohne
Tubenpathologien finden. Dies ist erneut konsistent mit den Ergebnissen des Kruskal-Wallis-
Tests aus dem vorherigen Abschnitt. Quantitativ implizieren die Ergebnisse in Spalte 2, dass
Probandinnen mit Tubenpathologien einen um 0,5 niedrigen relativen Expressionswert fiir die
miRNA 191 aufweisen. Das bedeutet, dass bei diesen Probandinnen die Expression der
miRNA 191 relativ zur Referenz miRNA 16 um 50 Prozentpunkte niedriger ist als bei
Patientinnen ohne Tubenpathologien. Hinsichtlich der miRNA 221 betragt dieser Unterschied
drei Prozentpunkte. Wahrend sich fiir Patientinnen mit PCOS keine signifikanten
Expressionsunterschiede in den einzelnen Mikro-Ribonukleinsauren im Vergleich zu
Patientinnen ohne PCOS nachweisen lassen, kann fiir Patientinnen mit Endometriose zu einem
10 % Signifikanzniveau ebenfalls eine geringere relative Expression von miRNA 191
nachgewiesen werden. Zudem zeigen die Ergebnisse in Spalte 2 iiber alle drei Abschnitte der
Tabelle 8 hinweg, dass bei Frauen, bei denen nach ICSI eine Schwangerschaft eintrat, ebenfalls
eine niedrigere relative Expressionsmenge von miRNA 191 in Follikelfliissigkeit nachzuweisen
war. Hierbei war die Expression von miRNA 191 jeweils um 65 Prozentpunkte (bei
Tubenpathologie), um 55 Prozentpunkte (bei Endometriose) und um 59 Prozentpunkte bei
PCOS niedriger bei Frauen, bei denen eine Schwangerschaft eintrat, als bei Frauen bei denen

keine Schwangerschaft eintrat (jeweils zum 5 % Niveau statistisch signifikant).
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Tabelle 9 repliziert die Ergebnisse aus Tabelle 8 und schliefst dabei samtliche Patientinnen bei
denen mehr als ein Infertilitatsfaktor bekannt ist (Mischdiagnose) aus. Dies soll mogliche
Fehlmessungen aufgrund solcher Mischdiagnosen ausschlieffen. Wie zu erkennen ist, sind
Ergebnisse auch mit dieser Teilmenge von Frauen qualitativ unverandert, was die Robustheit

der durchgefiihrten statistischen Analyse unterstreicht.
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Tabelle 9: EXPRESSION VON MIKRO-RIBONUKLEINSAUREN BEI PHYSISCHEN INFERTILITATSFAKTOREN,
OHNE MISCHDIAGNOSEN
Anmerkung: TP=Tubenpathologie; EM=Endometriose; PCOS= Polyzystisches Ovarialsyndrom;
Age=Alter; BMI=Body-Mass-Index; SS=Schwangerschaft; N=Anzahl der Beobachtungen;
Signifikanzniveau: p<0.1 * p<0.05** p<0.01***

Abschnitt 1: Tubenpathologie

miR}! miR®*  miR?°%  miR?%° miR?*' miR?' miR?’* miR¥®
(1) (2) (3) (4) () (6) (7) (8)
P 05144 -0,615%**  -0,349  -0,487  0,0417** 03'98** -0,00991 -0,0119
i (0,170) (0,224)  (0,241)  (0,378) * ((’) 0174) (0,0101) (0,0112)
(0,0153)
i (0,0384) (0,0270) ’ ) ’ )
0,00451 0,00094
-0,0288 -0,0335 ‘ ‘
BMI; (0,0356) (0,0845) (0,0())328 (0,0;)212
Iy -0,647** -0,453 0,00908 -0,0013
‘ (0,269) (0,396) (0,0332) (0,0116)
N 54 47 54 47 52 45 54 47
R? 0,039 0,118 0,009 0,029 0,045 0,084 0,011 0,042
Abschnitt 2: Endometriose
miR}®  miRP®'  miR{°°°  miR{%*°  miRP*'  miRP*'  miR{’®  miR}’®
(D) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
EM, -0,389**  -0,404**  -0,319  -0,365  0,0442 0,0539 00168  0,0101
‘ (0,179) (0,198) (0,248) (0,284) (0,0366) (0,0462) (0,0164) (0,0169)
Age, -0,0443 -0,00429 -0,00136 0,00109
: (0,0394) (0,0291) (0,00212) (0,00129)
BMI -0,0227 -0,0290 0,00535* 0,00116
! (0,0338) (0,0818) (0,00303) (0,00213)
S5 -0,549** -0,372 0,0100 -0,00082
t (0,258) (0,339) (0,0281) (0,0106)
N 54 47 54 47 52 45 54 47
R? 0,024 0,085 0,008 0,020 0,054 0,108 0,033 0,036
Abschnitt 3: PCOS
miR}*! miR}®'  miR?°°°  miR?°°°  miR?*' miR?' miR¥* miR?"®
(1) (2) (3) (4) () (6) (7) (8)
PCOS. 0,0277 00619  -0,143  -0,123  0,0189  0,0201 -0,00930 -0,00681
: (0,302) (0,378)  (0,291)  (0,305) (0,0258) (0,0342) (0,00999) (0,00955)
Age, -0,0476 -0,00870 -0,00065 0,00113
' (0,0410) (0,0330) (0,00236) (0,00136)
BMI -0,0213 -0,0247 0,00468 0,00122
¢ (0,0358) (0,0769) (0,00366) (0,00205)
S5, -0,585** -0,392 0,0131 0,00041
t (0,259) (0,340) (0,0342) (0,0111)
N 54 47 54 47 52 45 54 47
R? 0,000 0,066 0,002 0,014 0,012 0,057 0,012 0,032
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5. Diskussion

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick iiber die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Analysen. AnschlieSend wird ein Zusammenhang zur Literatur hergestellt und eine kritische

Betrachtung der methodischen Durchfiihrung und statistischen Analyse aufgezeigt.

5.1 Uberblick iiber die durchgefiihrten Analysen

Um weitere Erkenntnisse {iiber die zugrundeliegenden Mechanismen des unerfiillten
Kinderwunsches zu gewinnen, untersuchte die vorliegende Arbeit Follikelfliissigkeit von 75
Frauen mit und ohne diagnostizierte Infertilititsfaktoren auf das Vorliegen (n=3) und die
quantitative Expression von miRNA (n=72). Im ersten Schritt wurden zur Detektion der
Expression verschiedener miRNA mehrere Mikro-Arrays durchgefiihrt. Dabei konnte das
Vorliegen von 31 verschiedenen miRNA in Follikelfliissigkeit von drei Patientinnen
nachgewiesen werden. Von diesen 31 in Follikelfliissigkeit nachgewiesenen miRNA wurde die
Expression von miRNA 27a, miRNA 191, miRNA 200c und miRNA 221 in einer grofleren
Patientinnenkohorte quantifiziert und die relativen Expressionsmengen zwischen Patientinnen
mit und ohne Infertilitatsfaktoren durch die Anwendung verschiedener statistischer Verfahren
miteinander verglichen. Dabei wurden i) Rangkorrelationskoeffizienten zwischen den relativen
Expressionsmengen der untersuchten miRNA bei Patientinnen mit und ohne physische
Infertilitatsfaktoren ermittelt (Spearman Korrelationskoeffizienten), ii) Kruskals-Wallis-Tests
zur Unterscheidung der Verteilungen der Expressionsmengen der untersuchten miRNA
zwischen Patientinnen mit wund ohne Infertilititsfaktoren durchgefiihrt und iii)
Regressionsanalysen mittels des Kleinste-Quadrateschdtzer-Verfahrens zur Bestimmung von
quantitativen Korrelationskoeffizienten —zwischen dem Auftreten der betrachteten
Infertilitatsfaktoren und der relativen Expressionsmengen der untersuchten miRNA

durchgefiihrt.
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5.2 Diskussion der Kohorte

Die untersuchte Kohorte umfasste insgesamt 75 Frauen, die im Zeitraum vom 26.02.2014 bis
19.10.2014 am Zentrum fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitédtsklinikum
Halle (Saale) unter der Leitung von Prof. Dr. Behre bei denen ein Verfahren zur assistierten
Reproduktion (ICSI oder IVF) durchgefithrt wurde. Von diesen Patientinnen konnte
Follikelfliissigkeit untersucht werden, welche nach hormoneller Follikelstimulation im Rahmen
der Gewinnung von Oozyten zur weiteren Befruchtung entnommen wurde. Hiervon wurde i)
Follikelfliissigkeit von 3 Probandinnen zur Durchfithrung von Arrays zum Nachweis der
Expression von miRNA in Follikelfliissigkeit und ii) Follikelfliissigkeit von 72 Patientinnen zur
Bestimmung der quantitativen Expression von vier verschiedenen miRNA untersucht. Um
statistisch valide Ergebnisse zu erzielen, diskutiere ich im Folgenden die Grofse des

Stichprobenumfanges.

61 % der untersuchten Probandinnen wiesen Infertilitdtsfaktoren (Tubenpathologie,
Endometriose, PCOS) auf. Die Diagnose Endometriose und PCOS waren bei 29 % und 31 % der
Probandinnen bekannt, wahrend eine Tubenpathologien halb so viele (14 %) Patientinnen
betraf. Vergleicht man diese Verteilung mit der Indikationsverteilung des IVF Register Jahrbuch
2014, so ergibt sich eine Indikationsverteilung von 23,36 % fiir Tubenpathologien bei IVF und
6,88 % bei ICSI. Eine Endometriose wurde vor IVF bei 11,46 % und vor ICSI bei 6,48 % der
Frauen diagnostiziert. Bei 5,44 % (IVF) bzw. 4,51 % (ICSI) der Frauen war ein PCOS bzw.
Hyperandrogenismus bekannt.”” Um eine generelle Aussage, iiber Ratsuchende im Bereich der
Reproduktionsmedizin treffen zu konnen, sollte die Verteilung der Infertilitatsfaktoren bei den
untersuchten Probandinnen der vorliegenden Arbeit nun der Verteilung der Ratsuchenden der
Reproduktionsmedizin entsprechen. Aus diesem Grund ist zu Schlussfolgern, dass die
Probandinnen der vorliegenden Arbeit nicht reprasentativ die Ratsuchenden Frauen dieses
Bereiches widerspiegeln. Kritisch anzumerken ist ebenso, dass alle Patientinnen aus dem
Einzugsgebiet des Universitatsklinikum Halle (Saale) stammten, sodass die verwendete
Stichprobe représentativ fiir diese Region ist und eine Verzerrung des Ergebnisses durch bspw.

das regional gehaufte Vorkommen von Single Nucleotide Polymorphismen (SNP) im Bereich
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der Primerbindestellen oder durch regionale Umweltfaktoren oder andere Einfliisse nicht
vollstandig auszuschliefsen ist. Anzumerken ist allerdings, dass aktuelle Literatur in diesem
Bereich auf diese Verteilungsproblematik und die daraus resultierenden potentiellen Fehler

nicht eingeht. Siehe besipielsweise Acuna-Gonzalez et al., 2021.4% 78

5.3 Diskussion der Mikro Array

Der durchgefiihrte Mikro Array wies die Expression der folgenden 31 miRNA in
Follikelfliissigkeit nach: miRNA 95, miRNA 154, miRNA 219, miRNA 31, miRNA 10a,
miRNA let7b, miRNA 200c, miRNA 10b, miRNA 101-1, miRNA 136, miRNA 213, miRNA 221,
miRNA Let7¢c, miRNA 25, miRNA 204, miRNA 183, miRNA Let7d, miRNA 28, miRNA 185,
miRNA 106b, miRNA 141, miRNA 372, miRNA 190, miRNA 191, miRNA Let7i, miRNA 100,
miRNA 29a, miRNA 368, miRNA 27a, miRNA 127 und miRNA 134. In anderen Arbeiten wurde
bereits eine Vielzahl an Mikro-Ribonukleinsduren in menschlicher, aber auch in
Follikelfliissigkeit anderer Arten nachgewiesen.”” Die hierzu verwendeten Methoden sind
vielfaltig, neben dem Einsatz von Mikro-Arrays, sind miRNA auch mittels RNA-seq und genome-
wide deep sequencing in Follikelfliissigkeit nachgewiesen wurden.?> 7 Cimadomo et al., 2020
wiesen in menschlicher Follikelfliissigkeit ebenfalls miRNA 10b, miRNA Let7c, miRNA Let7i
und miRNA 100 nach.8! Weiterhin ist auch ein regulatorischer Einfluss auf das
Follikelwachstum von extrazellularer miRNA 204 in Follikelfliissigkeit nachgewiesen wurden.?
Die Expression von miRNA 372 in Follikelfliissigkeit als Teil des TP53 Pathways wurde in
Zusammhang mit der Oozytenreifung beschrieben.®3 Eine regulatorische Rolle der Expression
von miRNA 10a in Follikelfliissigkeit auf die Expression von BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) wurde ebenfalls diskutiert. BDNF wird eine Rolle bei der Oozytenreifung und dem
outcome nach in vitro Fertilisation zugeschrieben.’ Ebenso wurde ein Einfluss von miRNA 10a
auf die ovarielle Reserve nach Chemotherapie diskutiert.®> Eine ausfiihrliche Diskussion und
Einordnung in die aktuelle Literatur der ebenfalls im Mikro-Array nachgewiesenen und
anschliefiend quantifizierten miRNA 191, miRNA 200c, miRNA 221 und miRNA 27a findet sich
im folgenden Abschnitt der vorliegenden Arbeit. Zu den weiteren in Follikelfliissigkeit der

untersuchten Patientinnen nachgewiesenen o.g. miRNA lagen keine Studien vor.
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5.4 Diskussion der quantitativen Expression von miRNA in Follikelfliissigkeit
Fiir die quantitative Expressionsbestimmung der miRNA 191, miRNA 200c, miRNA 221 und
miRNA 27a in Follikelfliissigkeit wurden real-time-qPCRs durchgefiihrt und anschliefSend

statistisch ausgewertet.

Das hierzu verwendete Regressionsmodell erlaubt den Einbezug von Confoundern. Fiir folgende
Confounder hat die vorliegende Arbeit kontrolliert: BMI, Alter und Schwangerschaft nach
Transfer. Die in der Regression berechneten Unterschiede in der Expression der untersuchten

Mikro-Ribonukleinsduren beriicksichtigen die o.g. Confounder.

Ein gemeinsames Expressionsmuster von miRNA 200c und miRNA 221 in Follikelfliissigkeit
konnte zum 1 % Signifikanzniveau nachgewiesen werden. In der Literatur konnte bereits eine
gesteigerte Expression beider miRNA in einem 3D Modell an Tumorzellen mit somatischer
KRAS Mutation gezeigt werden.® Das KRAS-Gen kodiert fiir das menschliche Homolog eines
Gens, welches urspriinglich aus dem Kirsten-Ratten-Sarkom Virus isoliert wurde. Das Produkt
dieses Gens, das RAS Protein, fungiert als intrazelluldrer Signaliibertrager. Wildtyp-Proteine
haben eine wichtige Rolle bei der Proliferation, Differenzierung und Seneszenz von Zellen.
Somatische Varianten in KRAS konnen eine potente onkogene Wirkung verursachen, der eine
wichtige Rolle bei der menschlichen Tumorentstehung zukommt. 88 Driver Varianten in KRAS
sind neben Tumorgewebe auch mittels Exom Sequenzierung in Endometriosegewebe
nachgewiesen wurden. FEine gemeinsame gesteigerte Expression beider miRNA in
Follikelfliissigkeit konnte also bei Patientinnen mit Endometriose, oder somatischen Tumoren
vorliegen. Daten zu Tumorerkrankung bei den Probandinnen der aktuell vorliegenden Arbeit
liegen nicht vor, ebenso ist der KRAS Status der Probandinnen, sollten bei ihnen eine
Endometriose oder eine sporadische Tumorerkrankung diagnostiziert worden sein, nicht
bekannt. Die Regressionstabellen Tabelle 8 und Tabelle 9 zeigen bei den Probandinnen der
vorliegenden Arbeit zwar eine positive Assoziation von miRNA 221, allerdings eine negative
Assoziation zwischen miRNA 200c und dem Vorhandensein einer Endometriose. Beide Werte

sind nicht statistisch signifikant, also nicht zur Auswertung dieser Fragestellung geeignet. Um
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eine statistisch valide Aussage {iber einen eventuellen Zusammenhang zu treffen sind weitere
Untersuchungen notwendig. Fiir eine gemeinsame Expression der untersuchten miRNA gibt es
in der Literatur noch keine Angaben, hierzu konnte die vorliegende Arbeit statistisch das
signifikante, gemeinsamen Expressionsmuster der untersuchen miRNA zeigen (miRNA 191
wird mit miRNA200c exprimiert, miRNA 191 wird gemeinsam mit miRNA 221 exprimiert und
miRNA 200c wird mit miRNA 27a exprimiert, miRNA 221 wird gemeinsam mit miRNA 27a

exprimiert).

Im durchgefiihrten Array wurde miRNA 27a in Follikelfliissigkeit nachgewiesen. Hierbei wies
das Gewicht und der BMI der Patientinnen eine positive und statistisch signifikante
Rangkorrelation mit der relativen Expressionsmenge von miRNA 27a auf. Auch Yao et al. 2017
konnten zeigen, dass in Fettgewebe, eine verstarkte Expression von miRNA27a vorliegt, sie
konnten ebenso eine Assoziation zu fettreicher Erndhrung herstellen.”® Im Kontext der
vorliegenden Arbeit ist dies insbesondere interessant, da bereits zahlreich der positive

Zusammenhang zwischen Adipositas und Infertilitat nachgewiesen wurde.®

Patientinnen mit Tubenpathologien weisen iiber alle miRNA hinweg geringere Mittelwerte in
der miRNA-Expression auf. Weiterhin ist miRNA 191 bei Patientinnen mit einer
Tubenpathologie zu einem Signifikanzniveau von 1 % um 50 Prozentpunkte geringer exprimiert
als bei Patientinnen ohne Tubenpathologie. Bei miRNA 221 ist diese Expression um 3
Prozentpunkte verringert. Aktuelle Studien zu Tubenpathologien und miRNA Expression sind
nicht vorhanden. Eine Diskussion {iiber Ursprung bzw. Regulationsmechanismen der
Expression von miRNA in Follikelfliissigkeit konnte nach Validierung des vorliegenden

Ergebnisses durch eine Ausweitung der Patientinnen Kohorte erfolgen.

Zum 10 % Signifikanzniveau konnte die vorliegende Dissertation eine verringerte Expression
von miRNA 191 bei Patientinnen mit diagnostizierter Endometriose nachweisen. Kontrolliert
man zusatzlich fiir Mischdiagnosen, so wird dieses Ergebnis sogar zum 5 % Niveau signifikant.
Dong et al. 2015 zeigten bei Patientinnen mit maligne entarteter Endometriose eine

Uberexpression von miRNA 191, wiesen dennoch eine im Vergleich zu Patientinnen ohne
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Endometriose erhohte Expression in Endometrioseldsionen nach. Dieses unterschiedliche
Expressionsmuster kann darauf hinweisen, dass es einen Mechanismus zur negativen
Riickkopplung bei extrazellular erhohter miRNA 191 Expression gibt. Allerdings wurde auch
eine erhohte Expression der in der aktuellen Arbeit verwendeten Referenz-miRNA 16 in
Endometrioseldsionen nachgewiesen.® Auch dies kann das unterschiedliche Expressionsmuster
von miRNA 191 in Follikelfliissigkeit in dieser Arbeit zum Expressionsmuster das Dong et al.

2015 in Endometrioseldsionen beschreiben erklaren.

Die aktuelle Arbeit konnte eine negative Korrelation zwischen relativer Expression von
miRNA 191 zum Eintritt einer Schwangerschaft zeigen. Dieses Ergebnis ist zum 1 % Niveau
statistisch signifikant. In der Literatur wurde bereits eine inverse Expression von miRNA 191
zum erfolgreichen Eintritt einer Schwangerschaft gezeigt. Rosenbluth et al., 2014 konnten im
Kulturmedium von Embryonen nach IVF eine geringere Expression von miRNA 191
nachweisen, wenn im Anschluss an den Transfer eine Schwangerschaft eintrat, als im
Kulturmedium von Embryonenbei denen nach Transfer keine Schwangerschaft eintrat.”
Weiterhin zeigten Rosenbluthet al. 2014 eine hohere Expression von miRNA 191 im
Kulturmedium von extrakorporal befruchteten Embryos, die eine Aneuploide aufwiesen.
Ebenso konnten sie eine hohere relative Expression von miRNA 191 nach ICS], als nach IVF
zeigen. Im Gegensatz dazu wiesen Acuna-Gonzalez et al., 2021 am fiinften Tag nach IVF eine
5,2 fach erhohte Expression von miRNA 191 im Kulturmedium von Embryonen nach, wenn
nach Transfer eine Schwangerschaft eintrat. Die Studie untersuchte das Kulturmedium nach in
vitro Fertilisation. Sie schlossen dabei 50 Frauen in die Studie ein. Die Daten sind zum 1 %
Niveau signifikant.” Eine erh6hte Expression von miRNA 191 wurde ebenfalls im Speichel von
Kiihen, bei Ovulation nachgewiesen.* Diese widerspriichlich erscheinenden Ergebnisse konnen
unterschiedlich diskutiert werden. Es konnte eine (oben bereits diskutierte) unterschiedlich
exprimierte Referenz-miRNA fiir die Abweichung ursachlich sein. Die Angegebenen
Expressionsunterschiede sind immer in abhédngig vom Vorkommen der Referenz-miRNA. In
der vorliegenden Arbeit wurde als Referenz die miRNA 16 gewdhlt, bei Rosenbluth et al., 2014

wurde die snRNA U6 als Referenz ausgewdhlt. Zum anderen haben sowohl
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Rosenbluth et al., 2014, als auch Acufia-Gonzalez et al., 2021 nicht fiir Confounder kontrolliert.
Eine molekularbiologische Erklarung konnte der Zeitpunkt der hier angesprochenen
Messungen sein. Dong et al. 2015 konnten eine signifikant gesteigerte Zellproliferation und
Invasion von Endometriumgewebe bei Uberexpression von miRNA 191 zeigen. Ein
Erklarungversuch fiir die gefundenen Werte konnte also sein, dass die Sekretion von
miRNA 191 zur erfolgreichen Implantation in das Endometrium benétigt wird, diese sogar
stimulieren kann. So ist die Expression von miRNA 191 in Follikelfliissigkeit vor Implantation
nicht notwendig, oder hétte sogar einen negativen Einfluss auf die Fertilisation. Allerdings sind
weder die Datensédtze der vorliegenden Arbeit noch die von Rosenbluth et al., 2014 Acufia-
Gonzalez et al., 2021 oder Dong et al., 2015 ausreichend, um eine abschlieffende Aussage dieser

Fragestellung formulieren zu konnen.
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6. Zusammenfassung

Um in Zukunft Expression und Regulation von Genen und den pathogenetischen Einfluss u.a.
auf Fertilitit besser zu verstehen, ist es notwendig epigenetische Wirkmechanismen zu
untersuchen. Mikro-Ribonukleinsdauren (miRNA) als Modifikatoren der Genfunktion spielen
hierbei eine wichtige Rolle. Seit der Entdeckung der miRNA im Jahr 1993 werden immer mehr
funktionale, modifikatorische und lokusspezifische Eigenschaften von miRNA aufgedeckt.?
Um mehr Verstandnis {iber diese potenziellen epigenetischen Modifikatoren von Fertilitat zu
erlangen, wurde in der vorliegenden Arbeit Follikelfliissigkeit von drei Probandinnen auf das
Vorliegen von miRNA untersucht. Anschlieffend an den Nachweis von verschiedenen miRNA
wurden eine quantitative Expressionsbestimmung dieser real-time-gPCR durchgefiihrt und auf
eine Assoziation zu verschiedenen Infertilitatsfaktoren, aber auch erfolgreicher Implantation,
untersucht. Diese Untersuchung konnte anhand von Follikelfliissigkeit von 72 Frauen des
Zentrums fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitatsklinikums Halle (Saale)
unter Leitung von Prof. Dr. med. H. M. Behre nach hormoneller Stimulation punktiert wurden,
durchgefitihrt werden. Von diesen wiesen 61 % mindestens einen der untersuchten
Infertilitatsfaktoren Endometriose, Polyzystisches Ovarialsyndrom oder Tubenpathologie auf.
Bei 31 % der Probandinnen wurde ein PCOS, bei 29 % eine Endometriose und bei 14 % der
Probandinnen eine Tubenpathologie diagnostiziert. Im Anschluss an die durchgefiihrten qPCR

erfolgte eine statistische Analyse der erhobenen Daten.

Es konnte gezeigt werden, dass mehrere miRNA gemeinsam exprimiert wurden. So zeigten sich
statistisch signifikante Korrelationen zwischen miRNA 200c und miRNA 221, miRNA 191 und
miRNA 200c, miRNA 191 und miRNA 221, miRNA 200c und miRNA 27a, miRNA 221 und
miRNA 27a.

Dariiber hinaus konnte die vorliegende Arbeit nachweisen, dass statistisch signifikante
Unterschiede in den relativen Expressionsmengen von verschiedenen miRNA zwischen

Patientinnen mit und ohne verschiedene physische Infertilitatsfaktoren auftreten.



Zusammenfassung

Ein hoherer BMI ist mit einer statistisch signifikant hoheren Expression von miRNA 27a
assoziiert. Weiterhin zeigte die vorliegende Arbeit geringere Mittelwerte der Expression aller
miRNA bei Patientinnen mit Tubenpathologien. Am stiarksten war dieser Zusammenhang bei
der miRNA 191, welche um 50 Prozentpunkte niedriger bei Probandinnen mit
Tubenpathologien als bei Probandinnen ohne Tubenpathologien exprimiert war. Auch bei der
miRNA 221 wies die vorliegende Arbeit ebenfalls eine geringere Expression bei Patientinnen
mit einer Tubenpathologie nach. Aktuelle Studien zu Tubenpathologien und miRNA Expression
sind in der Literatur nicht vorhanden. Patientinnen bei denen eine Endometriose und keine
weiteren Infertilitatsfaktoren diagnostiziert wurden, konnte eine statistisch signifikant
verminderte Expression von miRNA 191 in Follikelfliissigkeit nachgewiesen werden. Ob diese
adverse Expression als Reaktion oder unabhidngig von einer gesteigerten Expression der
miRNA 191 in Follikelfliissigkeit ist, oder eine Diskrepanz bei erhohter Expression der Referenz-
miRNA 16 bei Patientinnen mit Endometriose ursichlich ist, kann Gegenstand weiter

Untersuchungen sein.

Weiterhin zeigte die vorliegende Arbeit statistisch signifikante positive Assoziation von
Expression der miRNA 191 zu einer erfolgreichen Implantation nach Befruchtung und
Embryonentransfer. In Zusammenschau mit einer in der Literatur beschriebenen erhohten
Expression von miRNA 191 im Endometrium stellt sich die Frage, ob die von der Eizelle oder
der Zona pellucida exprimierte, miRNA 191 in Zusammenhang mit der Implantation in das
Endometrium steht und ob eine vorzeitige Uberexpression von miRNA 191 mit Sekretion in die
Follikelfliissigkeit eine erfolgreiche Schwangerschaft erschwert. Da es bei ca. 68 % der nach
extrakorporaler Befruchtung transferierten Embryonen nicht zur Implantation in die
Gebarmutterschleimhaut kommt, also keine Schwangerschaft eintritt, konnte die Expression
von miRNA 191 zum einen in Follikelfliissigkeit, zum anderen im Kulturmedium nach IVF, ein
paraklinischer préadiktiver Test zur individuellen Vorhersage des Eintritts der Implantation der
befruchteten Eizelle nach assistierter Reproduktion sein. Um hierfiir robuste Aussagen treffen
zu konnen, sind allerdings weitere Untersuchungen an Follikelfliissigkeit sowie am

Kulturmedium nétig. Zusammenfassend sind die Ergebnisse dieser Dissertation ein weiterer



Zusammenfassung

Hinweis auf das Vorliegen von miRNA in Follikelfliissigkeit und deuten auf relevante
Assoziationen zwischen der Expression der untersuchten miRNA 27a, miRNA 221,
miRNA 200c und miRNA 191 in Follikelfliissigkeit und verschiedenen Fertilitatsfaktoren, aber

auch dem erfolgreichen Eintritt einer Schwangerschaft hin.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Ein besseres Verstiandnis epigenetischer Mechanismen, wie der Expression spezifischer
Mikro-Ribonukleinsduren, kann zur besseren Diagnose und Therapie von
Infertilitatsfaktoren beitragen und ein pradiktiver Parameter fiir den Eintritt einer
Schwangerschaft sein.

Mikro-Ribonukleinsduren kénnen mittels Mikro Array in Follikelfliissigkeit nachgewiesen
und mittels rt-q-PCR quantifiziert werden.

31 verschiedene Mikro-Ribonukleinsdauren sind in Follikelfliissigkeit sowohl bei
Probandinnen mit Endometriose, Adipositas, PCOS oder Tubenpathologie, als auch bei
Probandinnen ohne vorliegende Infertilititsfaktoren nachweisbar und sind dort
verschieden exprimiert.

Die quantitative Expression von miRNA 191, miRNA 200c, miRNA 221 und miRNA 27a in
Follikelfliissigkeit der untersuchten Probandinnen, bei denen mindestens einer der oben
genannten Infertilitdtsfaktoren vorliegt, unterscheidet sich von der Expression dieser
miRNA bei Probandinnen ohne Vorliegen dieser Infertilitatsfaktoren.

Das Gewicht sowie der Body-Mass-Index korrelieren in der untersuchten Kohorte positiv
mit der Expression von miRNA 27a in Follikelfliissigkeit.

Das Vorhandensein von Endometrioselasionen korreliert negativ mit der Expression von
miRNA 191.

Eine verringerte Expression von miRNA 191 ist mit einem Schwangerschaftseintritt nach

extrakorporaler Befruchtung und Embryonentransfer assoziiert.
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Folgende Tabellen fiihren alle Mikro RNA auf, die die durchgefiihrten Micro Arrays von Signosis nachweisen konnen.

Tabelle 10 Untersuchte miRNA in Follikelfliissigkeit

Micro Array Signosis Il

miR-9-1 miR-10b miR-17-3 miR-22 miR-23a miR-24 miR-26a miR-26b miR-27a miR-27b
miR-29a miR-29b miR-29c miR-30a miR-30a miR-30b miR-30c miR-92 miR-92b miR-93
miR-95 miR-101 miR-103 miR-106a miR-106b miR-107 miR-128a miR-128b miR-132 miR-134
miR-135b miR-136 miR-137 miR-140 miR-141 miR-142 miR-149 miR-150 miR-151 miR-153
miR-154 miR-181 miR-183 miR-185 miR-186 miR-188 miR-190 miR-191 miR-196a miR-196b
miR-197 miR-198 miR-200b miR-202 miR-203 miR-205 miR-210 miR-214 miR-215 miR-218
miR-219 miR-221 miR-222 miR-296 miR-372 miR-373 miR-488 miR-100 miR-127 miR-142
miR-31 miR-213 RNU48

Micro Array Signosis 111
Let-7a Let-7b Let-7c Let-7d Let-7e Let-7f Let-7q Let-7i miR-1 miR7
miR-9 miR-10a miR-15a miR-15b miR-16 miR-17-5p  miR-18a miR-18b miR-19a miR-19b
miR-20a miR-21 miR-25 miR-28 miR-34a miR-99a miR-122a miR-124a miR-125a miR-125b
miR-126 miR-131 miR-131 miR-133a miR-133b miR-143 miR-145 miR-146a miR-148a miR-155
miR-181a miR-181b miR-181c miR-182 miR-192 miR-194 miR-195 miR-199a miR-199b miR-199a
miR-200a miR-200c miR-204 miR-206 miR-216 miR-223 miR-224 miR-324 miR-368 miR-375
miR-29a miR-29b miR-29c¢ miR-30a miR-30a miR-30b miR-30c miR-92 miR-92b miR-93
miR-95 miR-101-1 miR-103 miR-106a miR-106b miR-107 miR-128a miR-128b miR-132 miR-134
miR-135b miR-136 miR-137 miR-140 miR-141 miR-142-3p miR-149 miR-150 miR-151 miR-153
miR-154 miR-181d miR-183 miR-185 miR-186 miR-188 miR-190 miR-191 miR-196a miR-196b
miR-197 miR-198 miR-200b miR-202 miR-203 miR-205 miR-210 miR-2014 miR-215 miR-218
miR-219 miR-221 miR-222 miR-296 miR-372 miR-373 miR-488 miR-100 miR-127 miR-142-5p
miR-31 miR-213 RNU48

~VII~
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Micro Array Signosis IV
miR-138 miR-139 miR-105 miR-130a miR-135a miR-147 miR-152 miR-154 miR-184 miR-187
miR-189 miR-211 miR-212 miR-217 miR-22 miR-220 miR-299-3p miR-299-5p miR-301 miR-302a
miR-302a miR-302b miR-302b miR-302c miR-302c miR-302d miR-30d miR-30e-3p miR-30e-5p miR-32
miR-320 miR-323 miR-324-3p miR-324-5p miR-325 miR-326 miR-328 miR-329 miR-33 miR-330
miR-331 miR-335 miR-337 miR-338 miR-339 miR-33b miR-340 miR-345 miR-346 miR-34b
miR-34c miR-361 miR-362 miR-363 miR-363 miR-365 miR-367 miR-369-3p miR-369-5p miR-370
miR-371 miR-373 miR-374 miR-376a miR-376a miR-376b miR-377 miR-378 miR-379 miR-380-
3p
miR-380-5p miR-381 miR-382 miR-383 miR-384 miR-409-5p miR-410 miR-411 miR-412 miR-422a
miR-422b miR-423 miR-424 miR-425 miR-425-5p miR-429 miR-234 miR-432 miR-433 miR-448
miR-449 miR-449b miR-450 miR-451 miR-452 miR-452 miR-453 miR-455 miR-483 U6

~VIII~
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